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Resumo

O glaten é uma frac&@o proteica presente em diversos cereais (trigo, centeio, cevada, aveia e
cereais derivados), responsavel por provocar alergias ou intolerancias. Sendo a cerveja uma bebida
elaborada por cereais, € uma bebida com gliten, impossibilitando o seu consumo por individuos com
estas patologias. Consequentemente, o desenvolvimento de cervejas com menor teor de glaten, e que
simultaneamente mantenham as caracteristicas sensoriais tipicas desta bebida, constitui um desafio a

IndUstria Alimentar.

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver uma cerveja sensorialmente apelativa de
estilo Weissbier, com menor teor de gliten por co-fermentacdo com bactérias acido laticas (BAL).
Assim, foi produzido um mosto tipico de uma cerveja Weissbier, com elevado teor de glaten, realizando-
se duas fermentacfes utilizando Lb. brevis e Lb. plantarum e uma estirpe comercial de S.cerevisiae
(Blanche) (fermentacdo sequencial e fermentacdo simultanea), comparando os resultados com uma

fermentacdo padrdo apenas com S.cerevisiae.

Durante os ensaios fermentativos acompanhou-se a evolu¢gdo microbioldgica (contagem de
células vidveis e cultivaveis) e fisico-quimica (°Brix, pH, acUcares e acidos orgéanicos por HPLC). As
cervejas obtidas foram analisadas relativamente ao teor de gliten (método ELISA) e amido (método da

alfa-amilase), e ao grau de aceitagcéo através de uma andlise sensorial.

As fermentacdes realizadas foram bem-sucedidas néo se verificando um impacto consideravel
das BAL nos parametros fisico-quimicos da cerveja, sobretudo no ensaio em simultaneo, atingindo-se
niveis de etanol (2,8-4,5 %(v/v)) e agucares residuais (6,4-7,85 g/L) similares ao ensaio de controlo.
Por sua vez, a fermentacdo com BAL levou a reducdo do teor de glaten, sendo esta reducao mais
significativa na Fermenta¢éo Sequencial (de 113,1 ppm para 83,4 ppm), podendo ser considerada uma
cerveja com “teor muito baixo de gluten”. No entanto, dado que esta bebida ainda contém glaten, ndo
sera destinada a doentes celiacos, mas sim a individuos com interesse em produtos com menor teor
de glaten.

Palavras-chave: gliten, cerveja, Bactérias acido laticas, co-fermentacéo, Saccharomyces cerevisiae



Abstract

Gluten is a protein fraction present in several cereals (wheat, rye, barley, oats and derived cereals),
responsible for causing allergies or intolerances. Since beer is a drink made with malted cereals, it has
gluten, and cannot be consumed by people with these pathologies. Consequently, the development of
beers with lower gluten content, while simultaneously maintaining the typical sensory characteristics of

this drink, constitutes a challenge for the Food Industry.

The main objective of this work was to develop a sensory appealing Weissbier style beer, with
lower gluten content by co-fermentation with lactic acid bacteria (LAB). A typical Weissbier beer wort
was produced, with a high gluten content, by performing two fermentations using Lb. brevis and Lb.
plantarum and a commercial strain of S. cerevisiae (Blanche) (sequential fermentation and simultaneous

fermentation). Results were compared with a standard fermentation with S. cerevisiae.

During the fermentation trials, the microbiological (count of viable and cultivable cells) and
physicochemical (°brix, pH, sugars and organic acids by HPLC) characteristics evolution was monitored.
The beers obtained were analysed for gluten (ELISA assays) and starch (alpha-amylase method)

content, and the degree of acceptance was evaluated through a sensory analysis.

The fermentations carried out were successful and there was no considerable observable impact
of the LAB on the physical-chemical parameters of the final product, especially in the simultaneous
fermentations, reaching ethanol levels (2.8-4.5% (v/v)) and residual sugars (6.4-7.85 g/ L) similar to the
control test. Fermentation with LAB led to a reduction in the gluten content, which was significantly
reduced in Sequential Fermentation (from a wort with 113.1 ppm to 83.4 ppm), which may bear the term
“very low gluten”. However, as produced drinks still contain gluten, they are not adequate for celiac

patients, but are great for individuals with an interest in products with lower gluten content.

Keywords: gluten, Weissbier, lactic acid bacteria, co-fermentation, Saccharomyces cerevisiae
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1. Introducéo

1.1 Engquadramento do trabalho
O interesse dos consumidores por alimentos que possam contribuir para a manutencéo da
salde, ou até mesmo, para a sua melhoria é cada vez maior. Os alimentos funcionais tém ganho
notoriedade, uma vez que podem diminuir o risco de doencas, proporcionando beneficios nutricionais,
metabolicos especificos e dietéticos (Priest & Stewart, 2006). A facilidade de acesso & informacéo, a
exigéncia relativamente as matérias primas, aos processos produtivos e as propriedades funcionais do

produto final tém desafiado o setor alimentar em termos de inovacao e desenvolvimento de produtos.

O glaten é composto por uma mistura complexa de proteinas, presente em cereais como 0
trigo, centeio, cevada e aveia, e em cereais obtidos por cruzamento dos referidos anteriormente. Essas
proteinas fazem parte da fragcao insollvel, nao sendo por isso digeridas no trato gastrointestinal e
provocando em determinados individuos alergias ou intolerancia (Biesiekiersk, 2017; Codex

Alimentarius Commission, 2015).

O processo produtivo da cerveja é o resultado de uma série complexa de reagdes quimicas,
iniciando-se pela maltagem e moenda, seguidas da brassagem, fermentacdo e terminando na
maturacao, etapa que permite a estabilizacdo das suas caracteristicas sensoriais. Sendo a cerveja uma
bebida fermentada elaborada a partir de cereais maltados, isto é, uma bebida com glaten, esta tera de

ser excluida da dieta alimentar dos individuos que apresentem esta incompatibilidade.

Observando o mercado atual de cervejas sem gliten, este é representado por produtos que
ndo sédo sensorialmente apelativos, dado que para a sua reducgédo ou eliminacéo, o malte de cevada é
substituido por cereais ou pseudocereais isentos de gliten. Isto resulta em produtos que comprometem

a identidade de uma bebida milenar com grande impacto cultural, a cerveja.

1.2 Objetivos
O presente trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de uma cerveja
sensorialmente apelativa do estilo Weissbier com menor teor de glaten, utilizando processos de co-
fermentacéo entre leveduras e bactérias laticas. Este é um tipo de cerveja a base de trigo, um cereal
com uma frac&@o proteica elevada. Sera por isso interessante estudar a possibilidade de reducgéo do
glaten com recurso as estirpes de bactérias laticas pré-selecionadas. Sendo esta uma bebida que ainda
terd algum gliten na sua composicdo, ndo sera indicada para doentes celiacos, mas sim para

individuos com interesse em produtos de menor teor em gliten.



2. Reviséao Bibliografica

2.1. Gluten

Segundo o Codex Alimentarius, o glaten é a fracdo proteica do cereal, nomeadamente, do trigo,
centeio, cevada, aveia ou até mesmo das variedades cruzadas e derivados dos mesmos (Codex
Alimentarius Commission, 2015). As proteinas constituintes do gliten representam cerca de 70 a 80%
do teor total de proteinas do grdo (Watson et al., 2019).

O glaten é originado pela combinacao de dois tipos de proteinas presentes no endosperma dos
cereais: as monomeéricas prolaminas (cuja denominacdo varia consoante o tipo de cereal) e as
poliméricas gluteninas (Watson et al., 2019). Estas duas fracGes de proteinas, quando juntas, apos
hidratacdo e moenda dos cereais, formam uma matriz tridimensional insollvel em 4gua. A matriz possui
ainda propriedades viscoelasticas e capacidade de reter gases (Codex Alimentarius Commission,

2015). Na Figura 1 estdo esquematicamente representadas as proteinas constituintes do glaten e a

Ty

Glutenina

formacéo da mesma.

Gluten (prolamina + gutenina)

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura do gluten (Adaptado de: Bathula, 2018).

Devido ao interessante comportamento viscoelastico, o gliten confere diversas propriedades
desejadas na industria alimentar, tais como: aumento de volume, mastigabilidade e textura nos
alimentos. Além de ser usado em fontes alimentares como o0 pdo, massas alimenticias e cerveja, 0
gliten também é aproveitado de forma modificada como intensificador de sabor, espessante,
emulsionante, para enchimento e como ingrediente de fortificacdo, ndo s6 em produtos alimentares,

mas também em cosméticos, medicamentos e suplementos nutricionais (Scherf & Poms, 2016).

Ja na producdo de cerveja, as proteinas presentes na cevada e também na levedura
contribuem para a qualidade do produto final, nomeadamente a producéo e estabilizacdo da espuma e
sabor (Colgrave et al., 2017a). Durante a producéo de cerveja a partir de grdos que contém gluten, a
proporcéo da fragcdo proteica depende fortemente das diversas fases do processo, tais como: maltagem
dos cereais, moenda, brassagem, ebulicdo do mosto, arrefecimento e clarificacdo, fermentagéo e
filtracdo, sendo possivel reduzir o teor de glaten entre 46 a 79% (Colgrave et al., 2017a; Fiedler et al.,
2019).



2.1.1. Ogréo de cevada e de trigo

De um modo geral os graos de cereais apresentam uma forma eliptica e alongada, com
comprimento entre 5 e 9 mm e com um peso médio compreendido entre 35 e 50 mg. Os cereais sao
constituidos por casca, pericarpo, testa, camada de aleurona, endosperma e embrido. Em termos de
matéria seca total, consoante o tipo de cereal, esta é representada por cerca de 9 a 13% de casca,
pericarpo e testa, 2% a 5% de camada de aleurona, 2 a 3% para o embrido, sendo a maior estrutura o
endospermacom 76 a 82% (Johnson & Wallace, 2019). A Figura 2 ilustra a disposicao destas estruturas
no gréo de cevada.

Endosperma

/ Camada de Aleurona

Embrido Vi Testa

Pericarpo

Figura 2: Esquema representativo da sec¢do transversal longitudinal do grao de cevada (Adaptado de: Johnson &
Wallace, 2019).

A casca, sendo a camada mais externa do gréo, € insolivel e rigida, desempenhando o papel
de agente protetor. A existéncia de danos mecanicos nesta estrutura, essencialmente constituida por
celulose, polifendis e B-glucanos, leva a crer que também possam existir danos no embrido, provocando
0 crescimento incontrolavel e a reducdo do potencial de filtracdo. Além disso, durante a producéo de
cerveja, este também funciona como agente filtrante quando ocorre a separacdo entre o mosto e 0s
gréos utilizados (dreche) (Mallet, 2014).

O pericarpo também é constituido por celulose e a testa por aglcares, aminoacidos e lipidos.
Estas duas estruturas constituem uma camada semipermedvel, evitando que entre Agua para o interior
do gréo, inibindo a difusdo dos nutrientes para o exterior e ainda protegendo o interior do grédo de

possiveis microrganismos contaminantes (Mallet, 2014).

A camada de aleurona reveste o endosperma, sendo composta por proteinas, enzimas, lipidos,
B-glucanas, vitaminas, aglicares e minerais. E nesta camada que estdo armazenadas as enzimas
hidroliticas responséaveis por degradar o amido em agUcares que vao permitir o desenvolvimento do
embrido (Wrigley & Batey, 2010).

O endosperma, a estrutura com maior representacao, é estimado que tenha cerca de 80000-
90000 células no gréo de cevada e 60000 células no gréo de trigo. E onde se encontra o amido, reserva
energeética para que o grao se desenvolva e dé origem a futura planta (ERlinger, 2009). J4 0 embrido é
a estrutura responsavel pelo desenvolvimento do grdo, sendo fundamental para a germinagéo
(ERlinger, 2009).



Relativamente aos compostos quimicos presentes nos cereais, apenas serao evidenciados o0s
compostos presentes no gréo de trigo e de cevada com maior influéncia na producdo de malte e,
posteriormente, de cerveja, tais como: o amido, proteinas, agua e gordura (Reinold, 1997). Na Tabela

1 sé@o apresentadas as composi¢des dos mesmos em ambos os cereais referidos.

Tabela 1: Estimativa da composicéo quimica do grao de cevada comparativamente a do trigo (Reinold, 1997).

Cevada Trigo
Amido (%) 60-65 57
Proteina (%) 9-11,5 12,5
Agua (%) 4-6 13,5
Gordura (%) 1,65 19

A cevada é o cereal mais utilizado na industria cervejeira. Além de possuir caracteristicas que
favorecem o processo de producéo a nivel tecnolégico, explicadas em maior detalhe na se¢do 2.2.2.2,
também apresentam vantagens a nivel sensorial. Como € visivel na Tabela 1, a cevada contém maiores
gquantidades de amido relativamente ao trigo. Este composto representa a reserva energética, que
durante a brassagem sera decomposta em agUcares fermentesciveis, por acdo das enzimas ativadas

no processo de maltagem, para posterior utilizacdo durante a fermentacéo (Pinto, 2013).

Relativamente as proteinas, a a¢do de proteases quebra as ligacdes pépticas entre as longas
cadeias de aminocidos, disponibilizando péptidos e aminoacidos livres que também seréo utilizados
como substrato pela levedura durante a fermentagdo do mosto (Briggs et al., 2014). As proteinas
presentes nos cereais classificam-se em sollveis (globulinas e albuminas) ou formadoras de gluten
(prolaminas e gluteninas). No caso do trigo, as Ultimas constituem cerca de 85% do total de proteinas,
estando localizadas principalmente no endosperma, ja para a cevada estas duas estao representadas
em cerca de 30 a 40% dototal de proteinas (ERlinger, 2009; Priest & Stewart, 2006).Esta fracdo proteica
difere entre o grao de cevada e o de trigo, apresentando um papel relevante na qualidade do produto
final, pois é responsavel por diversas caracteristicas: valor nutricional; cor e sabor da cerveja;
desenvolvimento da espuma; e estabilidade coloidal da cerveja. Desta forma, resultando em cervejas
a base de trigo (que contém pelo menos cerca de 50% de malte de trigo) com teor de gliten

relativamente superior ao de cervejas produzidas apenas com malte de cevada (Wrigley & Batey, 2010).

Como observado na Tabela 1, o trigo contém maior teor proteico que a cevada, possivelmente
resultando em maior formacgéo de espuma, podendo haver pouca estabilidade coloidal da cerveja sendo

que maiores teores de proteina resultam em menor extrato fermentavel por grao (Mallet, 2014).

Relativamente ao teor de humidade no grao, este constitui um fator relevante na prevencao da
deterioragdo. Assim, 0 armazenamento seguro dos cereais deve ser feito a humidade inferior a que
estes possuem, de modo a impedir que ocorram transformagdes quimicas indesejaveis (respiracédo e

transpiracdo), atividade enzimética e/ou crescimento microbiano (Priest & Stewart, 2006).



Existem ainda outros compostos presentes nestes cereais que sdo importantes na producéo

de cerveja como como os B-glucanos e as enzimas.

Os B-glucanos séo polissacaridos nao amilaceos de elevado peso molecular. No fabrico de
cerveja estes compostos sdo indesejdveis, uma vez que aumentam a viscosidade do mosto,

prejudicando o processo de filtragdo (Lewis & Young, 2002).

As enzimas, sendo agentes biocatalizadores, séo responsaveis por potenciar a taxa das
reacdes quimicas que ocorrem durante a producéo de cerveja, nomeadamente a germinagéo do gréo.
Porém, a sua acéo depende de determinadas varidveis como o pH e a temperatura do meio. As enzimas
como a a-amilase e a B-amilase degradam o amido convertendo-o em aglcares fermentesciveis que
podem ser usados como substrato pela levedura para iniciar o processo de fermentacéo. Ja as $3-
glucanases atuam nos B-glucanos, desconstruindo-os em unidades de D-glucose, de menor peso
molecular, que podem também ser consumidas pela levedura durante o processo fermentativo (Lewis
& Young, 2002).

2.1.2. Doencaceliaca
A doenga celiaca (DC) é uma doenca cronica autoimune, que ocorre em individuos

geneticamente predispostos aquando da ingestdo de alimentos que contém gliten.

A ingestdo destes alimentos por parte dos doentes celiacos desencadeia uma resposta
inflamatéria, onde as prolinas e gluteninas que constituem o gliten atravessam o limen intestinal,
provocando inflamacdo e danos nas vilosidades intestinais (Figura 3) e impedindo a absorcdo de

nutrientes (Osorio et al., 2019).
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Figura 3: Vilosidades intestinais de um individuo saudavel (A) e de um doente celiaco (B) (Adaptado de: Schaer
Gluten-Free, 2020).

Na doenca celiaca, a resposta ao glaten por parte do organismo é mediada pelo sistema
imunitario através da producéo de anticorpos que vao atuar contra a fracdo proteica que constitui o
gliten e a enzima transglutaminase tecidual 2 (tTG2). Esta enzima tem a capacidade de modificar
guimicamente a fracé@o proteica do glaten, aumentando o seu reconhecimento pelo sistema imunitério.
Porém, em individuos celiacos, o sistema imunitario identifica a tTG2 como um inimigo, desencadeando

uma resposta imunitaria. Apés a modificacdo dos péptidos por esta enzima, estes invadem o epitélio



intestinal provocando uma série de reacfes, essencialmente sintomas intestinais. Paralelamente a
doenca celiaca existe ainda a alergia e a sensibilidade ao trigo. A alergia envolve o sistema imunitario
inato e adaptativo e é uma reacdo rapida, podendo ocorrer minutos ou horas apés a ingestdo do
alergénio, com sintomas como anafilaxia e/ou dermatite. Ja a sensibilidade ao trigo, esta associada ao
sistema imunitario inato e os sintomas podem ser fadiga, depressdo, angustia, enxaguecas e
perturbacgdes gastrointestinais. Estas trés rea¢des despoletadas pela ingestdo de alimentos com gluten
afetam cerca de 7% da populagdo mundial. Contudo, cré-se que estas doencas sédo subdiagnosticadas

e deveriam ser rastreadas em sujeitos que apresentem alguns sintomas (Osorio et al., 2019).

Relativamente aos doentes celiacos, estes mostram diferentes graus de sensibilidade as
proteinas do glaten, sendo que em geral conseguem tolerar até 20 miligramas de gldten por quilograma

de produto alimentar consumido em um dia (Osorio et al., 2019).

Atualmente, o Unico modo de evitar estas reacfes € adotar permanentemente uma dieta isenta
de glaten. Dieta essa que por vezes se torna dificil, uma vez que ocorrem contaminacdes acidentais
devido a ubiquidade dos grdos. Mesmo em produtos alimentares alegadamente “sem gluten” poderdo

ocorrer este tipo de contaminagdes.

Confrontando esta problemética, a industria alimentar tem abracado o desafio de criar produtos
isentos de gliten como massas alimenticias, produtos de panificacdo ou cervejas. Todavia, estudos
indicam insatisfacdo por parte dos consumidores relativamente a qualidade dos produtos, desde a
aparéncia, textura e sabor aos valores nutricionais, uma vez que estes sdo nutricionalmente
desequilibrados, isto €, ricos em agucares e lipidos, mas com caréncia de vitaminas, fibras e minerais.
Por todas as razBes mencionadas anteriormente surge a importancia de encontrar métodos que
detetem, quantifiquem e reduzam o teor de gliten de forma a garantir seguranca dos alimentos para

doentes celiacos (Fiedler et al., 2019).

2.1.2.1. Limites toleraveis para a ingestao de glaten por celiacos
O Codex Alimentarius, desenvolvido pela Organizacdo das Na¢des Unidas para a Agricultura
e Alimentacao (Food Agriculture Organization, FAQO) e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), € um
conjunto de normas alimentares que desenvolve definicdes e exigéncias para os alimentos,
assegurando a qualidade e seguranca dos produtos bem como a salde dos consumidores. Estas
regras acabam por auxiliar o comércio internacional de alimentos nos paises membros desta comissao.

Segundo o Codex Alimentarius, os alimentos isentos de gluten definem-se por géneros
alimenticios que ndo contém trigo, centeio e cevada, aveia ou as variedades das mesmas, bem como
produtos cujas matérias primas mencionadas anteriormente sejam submetidas a tratamentos que
reduzam o teor de glaten para valores finais inferiores a 20 mg/kg (Standard For Foods For Special
Dietary Use For Persons Intolerant To Gluten CXS 118-1979, 2015).

Relativamente a rotulagem dos géneros alimenticios, o regulamento (EU) n.° 1169/2011 define
que os produtos que apresentem na sua constituicdo substancias que providenciem qualquer tipo de

intolerancia ou alergia devem estar destacadas nos rotulos. Mais especificamente, no regulamento (CE)



n.° 41/2009 relativo a produtos adequados para pessoas com predisposi¢éo a intolerdncia permanente
ao glaten, estes produtos devem estar devidamente rotulados contendo a mengéao “teor muito baixo de
gluten” se o produto final ndo abranger um nivel final de gluten superior a 100 mg/kg e a expressao
“‘isento de gluten” ou semelhante, caso o produto final n&o contiver um teor de gluten superior a 20
mg/kg (Vassiliou, 2009).

O CGT (Crossed Grain Trademark) é o simbolo internacional “sem gluten” que é regulado pela
AOECS (Association Of European Coeliac Societies). Esta entidade permite as associagcdes membro,
como a Associacao Portuguesa de Celiacos (APC), a emissdo de uma licenca de utilizagdo deste
simbolo (Figura 4) nos produtos de empresas com sede em Portugal. Além de garantir vantagem
comercial para as empresas de produtos sem gliten (teor de gliten com teor maximo de 20 mg/kg),

também transmite credibilidade nos produtos face a populacéo portuguesa com restricdo alimentar ao
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Figura 4: Simbolo da Certificagdo da APC presente nas embalagens de produtos sem gliten produzidos em
Portugal (Fonte: Associacdo Portuguesa de Celiacos, 2020).

2.1.3. Métodos de detecdo do gluten

A detecdo de gluten tem demonstrado ser um desafio dada a natureza heterogénica dos
produtos alimentares e dos cereais que os compdem. Também se depara com a complexidade das
matrizes alimentares, desde os produtos submetidos a um processo térmico e extrusdo (como produtos
de panificacdo e massas alimenticias), aos produtos onde o gliten é parcialmente hidrolisado, como é
0 caso das cervejas, xaropes e extratos de malte (Scherf & Poms, 2016).

No decorrer dos anos foram desenvolvidos diversos métodos analiticos favorecendo a detecéo
e gquantificacdo desta fragdo proteica, tais como: PCR (reacdo em cadeia da polimerase),
espectrometria de massa “matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight” (MALDI-TOF MS),
eletroforese de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Osorio et al., 2019). De um modo sucinto, estes métodos
podem ser classificados em métodos gendmicos, protedmicos e imunolégicos (Osorio et al., 2019).

Nos métodos gendmicos recorre-se a técnica PCR, que se baseia na determinacdo de
sequéncias especificas de ADN. Estes métodos revelam teoricamente uma elevada sensibilidade e
especificidade de resultados, contudo sédo impréprios para amostras processadas e hidrolisadas, uma

vez que nestes processos ocorre uma degradacdo do ADN (Scherf & Poms, 2016).



J& nas técnicas protebmicas, a espectrometria de massa MALDI-TOF MS baseia-se na
digestao de proteinas isoladas com recurso a uma enzima conhecida, como a pepsina, tripsina ou
guimotripsina. A sua utilizagdo como método quantitativo é por si s6 considerada insuficiente devido a
sua baixa sensibilidade. As limitac6es deste método podem ser superadas com recurso a HPLC (Scherf
& Poms, 2016).

A eletroforese permite separar as proteinas ao longo de um substrato em gel consoante a
massa molecular, com recurso a um campo elétrico. Este método apesar de ser simples e permitir a
analise discriminada tanto no tamanho como no tipo de proteina, € um processo demorado e com
diversas etapas.

Todos os métodos analiticos mencionados oferecem alta precisao de resultados. Contudo, sdo
dispendiosos e pouco préaticos pois requerem equipamentos e necessitam de manutencao por técnicos
com competéncias especializadas (Osorio et al., 2019).

Atualmente, o Comité de Método de Analise e Amostragem do Codex reconhece o método
ELISA como o padrédo na detecdo e quantificacéo do teor de gliten. Este método imunoldgico € o mais
utilizado, uma vez que € uma técnica com grande fiabilidade, de rapido diagndstico e eficiente,
necessitando de pouca amostra. A concentracdo minima de gliten aceitavel para analise é de 3 ppm
em termos do nivel de dete¢éo e na ordem dos 5 ppm para a quantificagdo, valores bem abaixo do
limite estabelecido pelo Codex Alimentarius (20 mg de gliten por quilograma de produto). O ensaio
baseia-se na detegdo das w-gliadinas (fracdo termoestavel das gliadinas), permitindo a sua detecao
aquando do processamento do produto alimentar (Osorio et al., 2019).

Os sistemas ELISA frequentemente utilizados podem ser: ELISA sanduiche ou ELISA
competitivo. Estes apresentam diferentes resultados quantitativos para uma mesma amostra em
estudo, uma vez que os anticorpos utilizados, procedimentos de extracdo e formato dos kits diferem
entre eles (Fiedler et al., 2019). Enquanto o sistema sanduiche exige, no minimo, a presenca de dois
epitopos de ligacdo e é direcionado para alimentos naturais e produtos alimentares processados por
calor; o ELISA competitivo ndo requer multiplos epitopos e é adequado para produtos alimentares e
bebidas fermentadas e hidrolisadas, como a cerveja (Watson et al., 2018).

De uma forma muito sucinta, 0 método baseia-se na reac¢do antigénio-anticorpo. Os po¢os
presentes na microplaca estdo revestidos com gliadina, onde as amostras em estudo sdo preparadas
juntamente com anticorpos R5 que reconhecem sequéncias potencialmente tdxicas, tal como a
QQPFP, que estédo repetidamente presentes nas moléculas de prolaminas. As gliadinas existentes
(livres e imobilizadas) competem pela ligagcao aos anticorpos, sendo estas medidas por absorvancia e

as suas concentracdes calculadas, o que permite determinar as concentragdes de gliten nas amostras.

Todavia, este método também apresenta algumas desvantagens, como 0 aparecimento de
falsos positivos, devido a exigéncia da reacao enzimatica que ocorre na detecdo/quantificacdo. Outra
desvantagem é a possibilidade de ocorréncia de subestimacao dos resultados, pois, como foi referido,
apenas uma fracado (as w-gliadinas) é detetavel, representando apenas entre 6 a 20% das prolaminas

totais, consoante o tipo de cereal testado (Osorio et al., 2019).



2.2, Cerveja

De acordo com o descrito na Portaria n.° 1/96, de 3 de janeiro de 1996, a cerveja define-se
como “uma bebida obtida por fermentacdo alcodlica, mediante leveduras selecionadas do género
Saccharomyces, de um mosto preparado a partir de malte de cereais, e outras matérias primas
amilaceas ou acucaradas, ao qual foram adicionadas flores de lipulo ou seus derivados e agua
potavel”.

O termo basico de cerveja esta associado a uma panoplia de estilos de cerveja que diferem
entre si, desde as caracteristicas fisicas até ao perfil sensorial. De um modo geral, pode ser
considerada uma bebida cuja preparacao é feita com base em malte de cereais, principalmente cevada,
com adicdo de lupulo, em meio aquoso, onde leveduras do género Saccharomyces (de alta ou baixa
fermentacdo) utilizam os acuUcares fermentesciveis do mosto, resultando assim numa bebida
carbonatada de baixo teor alcodlico. Em termos nutricionais, o produto final é essencialmente

constituido por hidratos de carbono, proteinas, vestigios de lipidos e sais minerais.

2.2.1. Enquadramento histérico e cultural da cerveja

A descoberta e a producdo de cerveja acompanham a histéria da Humanidade desde os
primérdios da civilizagdo.

Acredita-se que a origem da cerveja remonta a revolucao Neolitica (9000 anos antes de Cristo
(a.C.)), onde os povos némadas transitaram do periodo de caga para desenvolver a capacidade de
domesticacdo de animais e culturas agricolas, de modo a obter alimento, tornando-se assim
sedentarios. Possivelmente, a fermentacao acidental dos cereais foi despoletada devido a necessidade
de racionamento das culturas, do seu armazenamento e conservagdo pés-colheita (Cabras & Higgins,
2016).

Existem muitas evidéncias de producdo de bebidas fermentadas a partir de cereais em
diferentes regides do globo, como na China, Norte de Africa e Europa (Cabras & Higgins, 2016).

A prova mais antiga de bebidas fermentadas, com uma datagéo de cerca de 7000 a 9000 anos,
foi encontrada na China. Foram analisados fragmentos de cerdmica, por diversos métodos, tais como
espectrometria de massa, analise de isétopos e cromatografia, que revelaram vestigios de uma bebida
fermentada a base de uvas silvestres, mel e arroz (Cabras & Higgins, 2016).

Ja na Antiga Mesopotamia, também se descobriram fragmentos arqueoldgicos de olaria com
datacdo de cerca de 6000 a.C., com vestigios de cerveja. Outra prova quimica foi encontrada nas
montanhas de Zagros (atual Irdo Ocidental): um recipiente de cerdmica, com cerca de 5500 anos, que
continha oxalato de calcio, sendo este composto considerado uma assinatura da producéo de cerveja
(Barth, 2013).

No antigo Egito, o pdo e a cerveja ditavam a dieta egipcia: desde os Farads, que seriam
enterrados com varias oferendas como cerveja, até aos escravos, cujos salarios eram pagos em
cereais. A cerveja era produzida a base de diversos cereais, sendo a cevada o principal, devido as
condi¢Bes climatéricas que proporcionavam a vasta producao desta cultura (Barth, 2013).

Relativamente & cultura e tecnologia de fabrico desta bebida milenar no continente Europeu,
os primeiros indicadores de producao de cerveja sdo de 3600 a.C., porém apenas existem evidéncias

de 3000 a.C., na Grécia antiga.



Tanto na Grécia como em Roma, esta bebida teria uma formulac¢éo idéntica & produzida no
Egipto, devido a influéncia desta civilizagdo. Contudo, o vinho continuava a ser a bebida mais
consumida, devido as condi¢bes climatéricas que beneficiavam as culturas vinicolas. Em ambos os
paises, o consumo de vinho era direcionado para as classes mais altas, enquanto que a cerveja se
destinava a classes mais pobres, que eram consideradas pouco civilizadas e “barbaras”, expressao
esta utilizada para referenciar os povos do Norte e Este da Europa, onde a cerveja seria a bebida mais
popular.

ApGs a queda do império Romano por parte dos povos germanicos e até meados do século XIl,
a cerveja tornou-se a bebida de destaque e a pratica de fabrico ficou ao encargo da Igreja Crista, sendo
realizada apenas em mosteiros, conventos e abadias, onde foram estudadas e desenvolvidas técnicas
de producdo.

J& no século XV, devido ao uso negligente de cereais na producao de cerveja, foi instaurada a
Lei da Pureza (Reinheiisgebot), que ditava as matérias primas da cerveja: agua, lipulo e malte de
cevada, sendo a levedura desconhecida nesta época. Qualquer outra matéria prima seria considerada
ilegal, excetuando a producéo da weizen beer, onde se utilizava malte de trigo (Barth, 2013).

Mais tarde, Luis Pasteur (século XIX) descobriu que as leveduras seriam as responsaveis pelo
processo fermentativo alcodlico que ocorre durante a producdo de cerveja. Apos esta descoberta, de
modo a impedir a evolugdo de possiveis fermentacdes indesejadas, criou o processo designado por
pasteurizacdo, permitindo assim eliminar microrganismos indesejaveis e tornar os produtos alimentares
mais seguros (Barth, 2013).

Além destes métodos, outras inovagbes biotecnoldgicas possibilitaram o melhoramento do
fabrico desta bebida, aumentando o seu tempo de prateleira, com consequente aumento da producao

e consumo de cerveja pelo mundo, como é observado atualmente.

2.2.2. Matérias primas
Genericamente, a cerveja é produzida a partir de quatro ingredientes: agua, cereais maltados,
lGpulo e levedura.
A indlstria cervejeira, que esta em crescente desenvolvimento, de modo a expandir e melhorar
a experiéncia sensorial e de consumo, parte para a definicao de estilos de cerveja e exploracdo de
combinagdes, com variagdes quantitativas e qualitativas das matérias primas essenciais, procurando a

diferenciacdo e sucesso.

2.221. Agua

A agua é o constituinte principal da cerveja, correspondendo a cerca de 90% do produto final
(Priest & Stewart, 2006).

A gqualidade e a composicdo da agua determinam o fabrico da cerveja, uma vez que esta
influencia a maltagem, a brassagem, a qualidade do mosto e a diluicdo da cerveja. A 4gua deveré ser
potével, insipida, inodora, livre de microrganismos patogénicos e impurezas que prejudiquem ou
diminuam a qualidade do produto final (Briggs et al., 2014).

Porém, a dgua nao deve ser totalmente pura, uma vez que é necessario que haja a presenca

de iGes metalicos de modo a auxiliar o processo de fabrico da cerveja. As diferentes composicdes da
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agua, isto €, dguas com pH diferentes e com presenca ou auséncia de certos ides d&o origem a diversos
tipos de cerveja (Barth, 2013).

Os ides existentes na agua séo: calcio, magnésio, sddio, potassio, sulfato, fosfato, cloreto,
carbonato, nitritos e, com menor concentragéo, os ides de zinco, cobre e ferro (Briggs et al., 2014).
Estes tém um papel preponderante na producdo de cerveja, por exemplo, o ido célcio é responsavel
pela estabilizacdo enzimatica, auxiliando no metabolismo e na floculacdo da levedura e coagulacéo de
proteinas; o magnésio permite reduzir o pH do mosto e é considerado um micronutriente essencial para
o desenvolvimento da levedura; ja o sulfato potencia o sabor e aroma do lGpulo. Desta forma, o
equilibrio da composicédo da agua melhora a eficiéncia da brassagem, garante uma boa fermentacéo e
auxilia na clarificagdo da cerveja (J. Palmer & Kaminski, 2013).

2.2.2.2. Cevada maltada

Atualmente, para a producao de cerveja é permitido utilizar diversos tipos de cereais, sejam
eles maltados ou ndo. A cevada (Hordeum vulgare L.) é necessaria, pois possui diversas vantagens
quer a nivel sensorial como tecnoldgico, sendo utilizada desde a origem desta bebida milenar.
Comparativamente a outros cereais, a cevada possui maior facilidade de controlo da germinacéo (etapa
da maltagem), maior poder diastatico, com um nivel superior em termos sensoriais e a casca atua como
agente natural filtrante do mosto (ERlinger, 2009).

Entre outros pardmetros a serem controlados e que serdo observados no processo de
maltagem, o poder diastatico € um parametro que quantifica as enzimas ativadas e produzidas durante
a maltagem. A cevada, quando é direcionada para o processo de maltagem, € sujeita a alteracdes
fisicas e bioquimicas no grao, onde ocorre a sintese de enzimas proteoliticas e amilioliticas, como a a-
amilase e B-amilase. Estas enzimas s@o responsaveis por degradar o amido durante a brassagem,
transformando-o em agucares fermentesciveis.

Assim, é importante que ocorra a modificacdo da estrutura do grao, de modo a que o cereal
esteja em condi¢des nos passos seguintes do processo e para que haja um melhor aproveitamento

relativamente a disponibilidade do cereal na producéo de cerveja (Pinto, 2013).

2.2.2.3. Lapulo

O Humulus lupulus L. é uma espécie herbacea perene e didica da familia Cannabaceae, de
origem europeia, cujas flores fémeas contém quantidades de resinas amargas e 6leos essenciais,
conferindo & cerveja um carateristico sabor amargo.

O lapulo é o principal aditivo de paladar e aroma da cerveja, intervém ainda na estabilidade
microbiolégica e fisico-quimica, bem como na esterilizagdo do mosto, uma vez que possui propriedades
antisséticas (De Keukeleire, 2000; Nance & Setzer, 2011). Esta matéria prima, € geralmente
apresentada em pellets ou extrato de lUpulo.

O lapulo, consoante a fragdo presente de resina e 6leos essenciais, pode ser classificado em
dois tipos: de aroma ou de amargor. Os ltpulos de aroma contém uma maior fracao de Gleos essenciais.
Estes compostos séo volateis, sendo libertados em grande parte durante a fervura, conferindo aroma
a cerveja (Bamforth et al., 2006; G. H. Palmer, 2017). Ja a fracdo resinosa € responsavel pela

caracteristica amarga no produto final, devido a presenca de acidos alfa. Estes compostos sdo

11



insoliveis em agua até serem submetidos a uma isomerizagdo, que ocorre no processo de ebulicdo.
Quanto mais prolongada for a fervura, maior a percentagem de isomerizac¢éo e, portanto, mais amarga
sera a cerveja.

Existem cerca de 265 variedades de lUpulo, como a Cascade, Saaz e Spalt. De todos estes
lGpulos resulta o sabor amargo, porém as diferentes variedades de ltpulo conferem subtilezas de sabor
e, desta forma, através de diferentes propor¢Bes e combinacdes entre lUpulos, poderdo ser obtidos
produtos finais distintos (Healey, 2016).

O lapulo no mundo cervejeiro é facilmente comparado as uvas na producéo de vinho, dado que
a temperatura de cultivo, o tipo de solo, a humidade, entre outras condicdes climatéricas também
afetam 0 seu crescimento e, consequentemente, o sabor no produto final. De forma a manter a
consisténcia do sabor da cerveja de producdo para producdo, os produtores ajustam as misturas de
diversos lupulos utilizados, de forma a colmatar qualquer variacdo sazonal que possa existir (Barth,
2013).

2.2.2.4. Levedura

As leveduras sdo fundamentais durante a producgédo de cerveja, devido a sua capacidade de
converter os agucares presentes no mosto em alcool e diéxido de carbono, entre outros metabolitos
resultantes do processo de fermentacdo (Priest & Stewart, 2006).

Para selecionar o género, espécie e estirpe da levedura para producao de qualquer bebida
alcoolica, é necessario ter em consideracdo o substrato que este organismo ir4 converter e ainda
assegurar a viabilidade e inoculacdo das leveduras, de modo a evitar possiveis contaminagées. Além
disso, para o crescimento das leveduras e, consequente fermentacdo, devem-se assegurar as
condic¢oes fisico-quimicas ideais do mosto (Quain, 2006).

As leveduras cervejeiras pertencem a familia Saccharomycetaceae e ao género
Saccharomyces, sendo que a estirpe e espécie utilizadas na fermentacao ditam a origem de diferentes
grandes grupos de cervejas. Esta distingdo pode ser classificada em trés tipos de cerveja, sendo elas:
ale, lager e lambic.

As ale utilizam a estirpe Saccharomyces cerevisiae, uma levedura de alta fermentacéo (18-
21 °C). Estas leveduras fermentam e consomem o perfil correto de acUcares, toleram niveis moderados
de alcool e sobrevivem as condi¢des anaerdbias da fermentacdo (Zainasheff & White, 2019). Apds a
fermentacéo, estes organismos floculam no topo do fermentador. Desta fermentacdo resultam cervejas
escuras e com aromas fortes, como € caso das cervejas porters, stouts e também as cervejas ricas em
trigo como a Weissbier (Callejo et al., 2017).

Ja as lagers, utiizam a estirpe Saccharomyces pastorianus, uma levedura de baixa
fermentacéo (10-13 °C) e com um periodo de fermentacao superior ao das ales. Apds a fermentacéo,
as leveduras sedimentam no fundo do fermentador. Alguns exemplos de estilos de cerveja que utilizam
esta estirpe sao: pilsners, bocks, méarzen e dortmunders, sendo as duas primeiras as mais consumidas
pelos portugueses (Callejo et al., 2017).

Relativamente as lambic, este grupo de cervejas resulta da atuacdo de leveduras
Saccharomyces e da Brettanomyces bruxellensis em diferentes fases de fermentacdo. Esta Ultima

estirpe tem a capacidade de fermentar em condi¢des de aerobiose, permitindo, aquando da exposicao
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do mosto ao ar, a formacéo de um biofilme & superficie que contém bactérias laticas e acéticas. Desta
fermentacéo resulta um produto final com um perfil sensorial caracteristico muito amargo (Callejo et al.,
2017).

Assim, a escolha e manutencdo da levedura no processo de produgdo de cerveja tem

repercussdes, uma vez que auxiliara a obtencéo de aroma e flavour no produto final.

2.2.3. Processo de fabrico da cerveja
De um modo sucinto, o processo produtivo da cerveja é composto por diversas etapas, sendo
estas: maltagem, brassagem, fermentacdo, maturacdo e enchimento. Cada uma das etapas é
responsavel por providenciar uma maior eficacia do rendimento do processo seguinte, de modo a obter-

se um produto final de qualidade. As etapas referidas encontram-se esquematizadas na Figura 5.
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Figura 5: Diagrama do processo produtivo de cerveja. Elaboracgéo propria.

2.2.3.1. Maltagem

A cevada, mesmo sendo o cereal mais apropriado para a producéo de cerveja devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas (como a dimenséo e o maior contelido de amido), ndo esta apta na sua
forma natural para ser submetida ao processo de moagem e, consequentemente, prosseguir para o
restante processo de fabrico. Desta forma, os graos de cevada séo sujeitos ao processo designado por
maltagem, que transformara a cevada em malte.

O processo de maltagem tem como grande objetivo transformar os graos de cevada a nivel
fisico e quimico, promovendo a producdo e ativacdo de enzimas essenciais para 0S processos
seguintes. Este processo, esquematizado na Figura 6, engloba trés etapas principais: molha dos graos

de cevada, germinacao e secagem (Eaton, 2017).
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Este processo é realizado em malterias, sendo por isso independente das instalacdes de
fabrico de cerveja. Em Portugal, a Sociedade Central de Cervejas e Bebidas S.A, é a Unica produtora
de cervejas que inclui uma malteria, enquanto outras empresas obtém logo o malte para iniciar o
processo de fabrico desta bebida.

Antes da realizacdo do processo de maltagem & escala industrial é simulada uma
micromaltagem, que consiste na recriacdo de todos os processos da maltagem a escala laboratorial,
onde ocorre a avaliacdo das aptidGes da cevada sujeita aos processos que ocorrem na maltagem. A

Figura 6 demonstra os processos que estéo incluidos na maltagem dos cereais.

Molha . Germinacio . Secagem ’ Desradiculacdo

Figura 6: Diagrama do processo de maltagem. Elaboracao propria.

2.2.3.11. Molha

A molha é uma etapa que permite aumentar a hidratagdo das sementes dos gréos, de forma a
promover a germinagdo das mesmas. Primeiramente, sdo analisados varios parametros como o calibre
dos gréos, o teor de humidade e o tipo de variedade de cevada em causa e, consoante a analise, sao
regularizados os termos para se proceder a este método (Kreisz, 2009). Esta etapa ocorre em tinas de
molha, onde a cevada é imersa em agua, a temperatura controlada (entre 12 e 18 °C), promovendo o
aumento de humidade do gréo, bem como a solubilizagdo e desagregacdo do endosperma (Kreisz,
2009).

Em periodos intercalares e de maneira a evitar a metaboliza¢&do das reservas por anaerobiose,
a 4gua é drenada e ocorre o arejamento da cevada com recurso a ventiladores. Este arejamento
também é controlado para evitar possiveis germinacdes precoces. Além disso, esta etapa funciona
ainda como limpeza dos grdos, sendo que as impurezas que estdo agregadas ao cereal serdo
eliminadas durante o escoamento da 4gua. No final da molha, o gréo ja hidratado possui um volume

cerca de 1,4 vezes superior ao volume original (Kreisz, 2009).

2.2.3.1.2. Germinacao

Obtida a humidade desejada dos graos nos tanques de molha, estes sao direcionados para as
caixas de germinacao (Mallet, 2014). Esta etapa tem como objetivos produzir e ativar uma quantidade
significativa de enzimas hidroliticas, que auxiliam na quebra controlada da matriz proteica, bem como
das paredes celulares, promovendo a friabilidade dos grdos para a moenda e facilitando o acesso ao
amido, fonte de energia do gréo (Kreisz, 2009).

A medida que a cevada germina, ocorrem uma série de alteragdes bioquimicas no ndcleo que
afetam a sua composicéo e estrutura (Mallet, 2014). E no embrido que se iniciam as modificacdes
enzimaticas, prolongando-se para a restante estrutura do grao. A dgua que entra no grao dissolve o
acido giberélico (hormona responsavel pelo crescimento vegetal) que induz a sintese da a-amilase.
Esta enzima, juntamente com a B-amilase, catalisam o amido, sendo que os acUcares dai resultantes

sédo transportados para o embrido, possibilitando o crescimento da pluma e radiculas (Mallet, 2014).
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A avaliacao visual das plumas e radiculas no exterior do gréo, assim como a avaliagao tactil da
percecao de umamaior friabilidade do grao, séo indicadores que determinam a interrupc¢éo desta etapa.

Estes objetivos sdo alcangados mediante o controlo dos parametros: temperatura (12 a 20 °C),
tempo de germinacéo (4 a 5 dias), humidade (42 a 48%), arejamento (razdo entre oxigénio e didxido
de carbono) e ainda a quantidade presente de &cido giberélico (entre 0,01 e 0,5 ppm) (Kreisz, 2009).

ApGs a interrupcdo da germinacdo, dada a ativacdo das enzimas e a desagregacéo desejada
do endosperma, obtém-se o designado malte verde que estara pronto para ser submetido a uma
secagem para impedir contaminagdo por microrganismos ou outros tipos de deterioracdo (Kreisz,
2009).

2.2.3.1.3. Secagem

A secagem do malte € a Ultima etapa principal da maltagem, sendo, portanto, a transformacao
do malte verde em malte seco, matéria prima pronta a ser utilizada na producéo de cerveja (Mallet,
2014).

Os objetivos inerentes a esta etapa séo: erradicar qualquer possibilidade de germinacéo; baixar
a humidade para niveis adequados de seguranca do produto para armazenamento e,
consequentemente, reduzir o peso para facilitar o transporte; interromper e conservar os complexos
enzimaticos desenvolvidos nas etapas anteriores da maltagem (obtendo o potencial enzimatico final do
malte seco); desenvolver caracteristicas sensoriais do malte (cor, sabor e aroma), bem como remover
aromas indesejaveis e secar as radiculas a fim de facilitar a remocéo das mesmas (Mallet, 2014).

Tal como nas etapas anteriores, este método baseia-se no controlo dos parametros, como
humidade, tempo e temperatura. Estes parametros irdo definir o produto final, o malte, com as
carateristicas e qualidade desejadas. Através destes parametros, juntamente com o fluxo de ar e o grau
de modificacdo do malte, é possivel obter diversos tipos de malte devido as reacdes de Maillard e do
desenvolvimento de melanoidina, compostos estes determinantes para o desenvolvimento da cor,
aroma e sabor da cerveja (Mallet, 2014).

A operacao de secagem do malte pode ser dividida em duas fases. A primeira fase de secagem
consiste na deslocacéo da agua liquida que se encontra encapsulada no grao para a superficie,
evaporando através do fluxo de ar quente e seco que atravessa os graos de malte. Este fluxo, com
temperaturas entre os 50 °C e os 65 °C, arrefece e satura quando removida a humidade dos gréos.
Esta fase termina ao fim de 10 a 12 horas, quando o fluxo de ar deixar de arrefecer, o que querera dizer
gue ja ndo ha humidade a ser transferida (Kreisz, 2009).

Ja a segunda fase constitui 0 aumento da temperatura dos fluxos de ar, desenvolvendo a cor
e aroma do malte. Se a etapa da secagem nédo fosse um processo gradual e se o malte fosse sujeito
de imediato a temperaturas muito altas (entre 77 a 110 °C, consoante o tipo de malte a produzir), haveria
uma destruicdo significativa da atividade enzimética, relevante para etapas futuras, com o
desenvolvimento de sabores e aromas indesejados e o malte tornar-se-ia muito duro devido a

gelatinizagdo do amido, ficando num estado vitreo (Mallet, 2014).
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2.2.3.1.4. Desradiculagcdo

Apds a secagem, o malte deve ser limpo e arrefecido. As radiculas que representam cerca de
3 a 5% do malte ndo podem ser utilizadas no processo de fabrico de cerveja, pois podem incitar a
absorcéo descontrolada de 4gua do malte (Kreisz, 2009). A desradiculacdo serve para remover as
radiculas, uma vez que estas também contém compostos azotados e fendlicos significativamente
elevados que prejudicam as carateristicas organoléticas da cerveja (Mallet, 2014).

O malte seco é direcionado para um tambor rotativo que separa e remove as radiculas do
malte. Se se mantivessem as radiculas, dariam um sabor amargo e adstringente ao produto final. As
radiculas, ainda que sejam um produto sem vantagens para o processo de fabrico da cerveja, podem
ser vendidas para alimentac¢éo animal (Kreisz, 2009).

2.2.3.15. Armazenamento

O malte recém processado ndo deve ser utilizado, primeiramente deve ser armazenado durante
pelo menos trés semanas apds a secagem. Este malte teria um mau desempenho relativamente a
producdo de cerveja, devido a distribuicdo desigual da humidade do lote e a lenta recuperacao das
capacidades enziméticas (Mallet, 2014).

Assim, o malte é limpo por peneiracdo e crivagem e é direcionado para os silos de
armazenamento, onde sera sujeito a temperatura e humidade controladas (armazenamento a frio e
seco), de modo a evitar uma hidratacdo inadequada e o crescimento microbiano que degradaria o grao.
Durante o armazenamento ocorre a estabilizacdo da humidade do lote, que facilitara as etapas da
brassagem (Mallet, 2014).

ApGs o armazenamento adequado, € possivel conservar a qualidade do malte durante varios
meses até a expedicdo do mesmo. Antes da expedic¢éo, os lotes de malte sdo misturados e polidos
dependendo das necessidades de cada cliente. Além do polimento, também é efetuada a remocéo de

po, controlo magnético e remocao de graos partidos (Kreisz, 2009).

2.2.3.16. Torra
A torra € um processo que define o tipo de malte e que o direciona para o tipo de cerveja que
se pretende produzir. Este processo realiza-se num torrador, onde os graos de malte sdo sujeitos a
temperaturas elevadas, ocorrendo reacdes de Maillard. Esta reacdo ndo-enzimatica permite acentuar
a cor, aroma e flavour do malte e da cerveja.

2.2.3.2. Brassagem
A brassagem € o culminar de diversas operacdes unitarias, nomeadamente a moenda,
empastagem, filtragdo do mosto, ebulicdo, arrefecimento e clarificacdo do mosto. Estas operacdes
encontram-se esquematizadas na Figura 7.
Este processo é essencial, uma vez que consiste num conjunto de reacdes quimicas derivadas
da extracdo dos acucares presentes no malte para a agua quente, resultando no designado mosto,

onde estes compostos sdo imprescindiveis para o processo fermentativo.
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Figura 7: Diagrama do Processo de Brassagem. Elaboracao propria.

2.2.3.21. Moenda

A moenda é a primeira etapa da brassagem. Trata-se de um processo mecéanico onde ocorre
a quebra controlada da casca dos grdos de malte, expondo e desintegrando o endosperma. Esta
desintegracdo permitira facilitar a extracdo e conversédo dos constituintes presentes no endosperma
durante o passo seguinte do processo, a empastagem (Barth, 2013).

Assim, consoante a granulometria desejada, o malte € moido com recurso a moinhos de rodas
ou de martelos, transformando o malte em material farinaceo. Porém, a moenda em demasia
proporcionara a turvacéo da cerveja, devido a existéncia de particulas em suspenséo (Barth, 2013).

Os parametros obtidos durante processo de maltagem, como uma maior friabilidade e poder

diastatico, auxiliam na solubilizagc&o e hidrélise do amido na etapa da brassagem (Barth, 2013).

2.2.3.2.2. Empastagem

Apds amoenda do malte segue-se o0 processo de empastagem. A empastagem é a etapa onde
ocorre a solubilizacdo do malte moido em agua quente. Corresponde & maximiza¢&o da conversdo da
fracdo amildcea (que inclui amido, proteinas e gorduras) em acUcares fermentesciveis (glucose,
maltose e maltotriose), dextrinas, vitaminas, aminoécidos e minerais. Esta solu¢éo rica nos compostos
enunciados denomina-se por mosto (ERlinger, 2009).

Nesta etapa sao realizados varios bindmios tempo/temperatura, consoante as diferentes
temperaturas 6timas de ativacdo das enzimas, de forma a produzir um mosto com as carateristicas
desejadas. Independentemente do estilo de cerveja, existem quatro patamares de temperaturas, cada
uma com um objetivo especifico. A Tabela 2 lista os diferentes patamares, com as temperaturas de
ativacdo das enzimas com maior interesse na formacdo do mosto, bem como os produtos finais que

por elas sdo convertidos, respetivamente (ERlinger, 2009).
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Tabela 2: Principais enzimas que atuam no processo de empastagem. (Adaptado de: ERlinger, 2009).

) Temperatura
Temperatura " Enzima o . o
Patamares L pH o6timo ) de inativagdo | Produtos finais
6tima (°C) ativada
(°C)
Glucose, gluco-
1.° 40— 45 45-5 B-glucanases 55 ] .
oligossacaridos
Péptidos com
] baixo peso
2.° 45 - 50 5-55 Proteinases 55
molecular e
amino&cidos
30 60 — 65 5,4-5,6 B-amilase 70 Maltose
Glucose,
_ maltotriose,
4.° 70-75 55-5,8 a-amilase 80 ]
dextrinas e
oligossacaridos

No primeiro patamar (40-45 °C), com a diminui¢cdo do pH, ocorre a aceleracdo da atividade
enzimatica, onde as [B-glucanases serdo responsaveis por degradar os B-glucanos; no segundo
patamar (45-50 °C) decorre a ativacdo das enzimas proteoliticas; na terceira gama de temperaturas
(60-65 °C), por acdo da B-amilase ha quebra de liga¢cbes, libertando a maltose (dimero); j& na ultima
série de temperaturas (70-75 °C), a enzima a-amilase é responsavel pela disponibilizacéo de glucose,
maltotriose, entre outros aglcares (ERlinger, 2009).

A atividade enziméatica termina quando o mosto € aquecido a 78 °C, permitindo a estabilizagcédo
dos aglcares fermentesciveis. E também a esta temperatura que a viscosidade do mosto é reduzida,
melhorando a fluidez que, consequentemente, facilita a filtragem desta empastagem (ERIlinger, 2009).

O tempo decorrido em cada patamar é determinante, na medida em que resulta em diferentes
perfis de cerveja (ERlinger, 2009).

2.2.3.2.3. Filtracdo do mosto (sparging)

Dada por terminada a transferéncia e a conversao dos compostos presentes no malte para a
agua, resultando um mosto rico em acgUcares fermentesciveis, segue-se a etapa da filtragdo. Esta
consiste na separacdo solida-liquida, cuja solucéo liquida € o mosto acucarado e a fragdo sélida,
designada por dreche, corresponde a solugdo insoluvel dos grdos de malte demolhados (ERlinger,
2009).

O sparging € um termo conhecido na indlstria cervejeira, que consiste no aumento eficaz de
extracdo de acgUcares ainda presentes nos grdos de malte. Este método baseia-se na lavagem dos
materiais insollveis, cuja agua de lavagem se encontra a temperatura de interrupcédo da atividade
enzimatica do processo de empastagem, isto &, a 78 °C. Apds a separacdo do extrato, inclusive o

escorrimento da agua do sparging, do material insolGvel, termina esta etapa (ERlinger, 2009).
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O dreche, agora eliminado do processo de fabrico de cerveja, é vendido para alimentacéo
animal, nomeadamente para complementar ragdo de bovinos de carne, vacas leiteiras e ainda aves
(Priest & Stewart, 2006).

2.2.3.2.4. Ebulicdo do mosto
Nesta etapa, como o nome indica, decorre a ebulicho do mosto, a uma temperatura
ligeiramente superior a 100 °C, num periodo entre 30 a 120 minutos (Priest & Stewart, 2006). E durante
a ebulicdo que sédo adicionados os lupulos de amargor e aroma onde, como explicado anteriormente,
os lupulos de amargor sao adicionados na fase inicial da ebulicdo, enquanto os de aroma sao apenas
adicionados perto do final da ebulicédo, devido aos compostos volateis presentes (Eaton, 2017).
A ebulicdo tem como objetivos:

e Esterilizar o mosto, de maneira a eliminar possiveis microrganismos presentes que
possam competir com a levedura durante a fermentagdo, suscetiveis de causar
sabores e aromas indesejados, provocando a instabilidade do produto final;

e Extrair compostos amargos dos ldpulos adicionados precocemente a fervura, bem
como extrair 6leos e compostos aromaticos da adi¢do tardia de lGpulo no mosto;

e Coagular o excesso de proteinas e taninos, resultando numa particula sélida (o trub);

e Desenvolver cor e sabor do mosto;

e Remover substancias volateis indesejadas por evaporacao;

e Concentrar 0s acUcares com evaporagdo da 4gua do mosto (Eaton, 2017).

2.2.3.25. Arrefecimento e Clarificacédo (whirpool)

O mosto agora lupulado, para que seja possivel proceder a inoculacdo da levedura, é arrefecido
através de um permutador de placas, onde o0 mosto quente flui em tubos ou entre placas, enquanto o
fluido de arrefecimento passa do lado oposto do mosto (Barth, 2013).

A temperatura de arrefecimento do mosto depende do tipo de fermentacdo que decorrera no
fabrico de cerveja. Assim, para as cervejas do tipo ale, a temperatura do mosto deve ser entre 18 °C e
25 °C, enquanto para as de tipo lager atingem-se temperaturas entre 8 °C e 12 °C (Eaton, 2017).

Simultaneamente ao arrefecimento, ocorre a clarificacdo do mosto (whirpool) que consiste na
extragdo de fragmentos de lUpulo e de sedimentos (trub) por sedimentagéo, filtragdo ou centrifugacao.
Estes componentes, caso continuassem presentes, iriam destabilizar a fermentacdo por parte das
leveduras adicionadas no passo seguinte do processo.

Ainda nesta etapa, e ap6s o arrefecimento, o0 mosto € arejado com ar esterilizado, de modo a
facilitar o desenvolvimento inicial da levedura, favorecendo a fermentacéo (Priest & Stewart, 2006).

2.2.3.3. Fermentacao
Posteriormente ao arrefecimento e clarificacdo do mosto lupulado é iniciado o processo de
fermentacéo. A fermentacdo € o processo que permite a conversdo do mosto em cerveja, sendo este
iniciado pelo designado pitching, consistindo na inoculagdo do mosto com uma concentracéo de cerca

de 5x108 células de levedura por mL de mosto, para que ocorra o crescimento das leveduras. Além da
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concentracdo de indculo, é necessario promover condi¢des especificas, tais como: o arejamento do
mosto anteriormente efetuado, a temperatura e pH do meio (Hutkins, 2006).

A utilizacdo das estirpes Saccharomyces na fermentac@o baseia-se em trés carateristicas
fundamentais: a utilizac@o da fermentagdo como via metabdlica preferencial combinada com o efeito
crabtree (explicado mais adiante), a producédo eficiente de quantidades relativamente elevadas de
etanol, assim como maior a capacidade de tolerancia ao etanol e outras pressdes ambientais do meio
(Callejo et al., 2017).

Na primeira fase de fermentacao, as leveduras sintetizam sistemas de transportes de agucar e
aminoacidos, bem como enzimas necessarias para 0 metabolismo. Uma vez que o0 mosto é altamente
aerobico, devido ao arejamento, é estimulada a sintese de esterbis essenciais para a formacédo de
membranas de células de leveduras, bem como de 4cidos gordos insaturados que conferem fluidez as
membranas, incitando o crescimento das leveduras no meio de cultura (Hutkins, 2006).

Apébs a fase de laténcia (fase lag), as células entram em fase de crescimento exponencial,
iniciando-se a fermentacao alcodlica primaria.

Apesar das condicbes aer@bias levarem a que as leveduras Saccharomyces, anaerobias
facultativas, se reproduzam por via respiratoria, pelo ciclo de Krebs (processo eficiente que produz 36
moléculas de ATP por glucose), uma vez que a concentracdo de glucose é elevada (1% ou 50 mM),
em vez disso estas optam pela via metabdlica fermentativa (com producéo de apenas 2 moléculas de
ATP por glucose). Este efeito, denominado por crabtree, ao ativar a via glicolitica, as enzimas
envolvidas no ciclo de Krebs séo reprimidas, acabando por ser inibida a via metabdlica respiratoria.

O metabolismo dos monossacéridos ndo ocorre de um modo simultaneo, isto €, primeiramente
a glucose é consumida (entre um a dois dias) e sé depois ocorre a expressao do gene a-glucosidade
da codificacé@o da hidrélise de maltose e maltotriose (Hutkins, 2006).

O metabolismo dos monossacaridos presentes no mosto resulta, essencialmente, em acido
pirivico e NADH reduzido. O piruvato transforma-se em piruvato decarboxilase, dando origem a CO: e
acetaldeido. Este ultimo é ainda reduzido por alcool desidrogenase, originando etanol e NAD
reoxidante. Esta reoxidacdo requer uma fonte alternativa de aceitadores de eletres formando glicerol,
alcoois superiores, ésteres, aldeidos, fendlicos, entre outros compostos organicos que contribuem para
a qualidade da cerveja (Hutkins, 2006).

Nas cervejas do tipo ales, a fase de crescimento logaritmico tem um periodo de entre dois a
trés dias, enquanto para as lagers este perdura entre seis e sete dias. No final desta fase os
monossacdridos e dissacéridos terdo sido fermentados (Hutkins, 2006).

Durante a fermentacéo ocorre o decréscimo de pH, sendo que 0 mosto apresenta um pH entre
5,4 e 5,6, ao passo que no final desta etapa atinge valores entre 4,3 e 4,6, permanecendo depois
constante. A diminuicéo do pH durante a fermentagéo tem ainda uma rela¢do direta com o efeito do
sabor acido, bem como na vivacidade (cintilagdo) da cerveja (ERlinger, 2009).

Uma fermentacao rapida é vantajosa, uma vez que ocorre a precipitacao dos polifendis, o que
facilitara a filtragdo, promovendo uma maturagdo mais célere, resultando numa cerveja com boa

estabilidade. Devem ainda ser evitados valores de pH abaixo do intervalo anteriormente referido, pois
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prejudicam o sabor acido da cerveja, assim como devem ser evitados pH superiores ao intervalo,
porque podera ocorrer a autélise da levedura (ERlinger, 2009).

A fermentagdo alcodlica é exotérmica, pois gera energia, libertando calor. Posto isto, os
tanques de fermentac@o devem ser refrigerados com recurso a serpentinas de arrefecimento interno
ou camisas externas, sendo que estes devem ser mantidos a uma temperatura entre 15 a 25 °C para
cervejas tipo ale e entre 8 °C e 15 °C para tipo lager (Hutkins, 2006).

Durante a fermentacao nas cervejas tipo ale é possivel observar-se a levedura juntamente com
0 CO2 gerado no topo do fermentador, sendo possivel retira-la e reutilizar numa nova fermentacéo. Ja
nas cervejas tipo lager, estas células permanecem suspensas, porém observa-se uma camada
espessa composta de CO2 com uma disposicdo idéntica a uma couve-flor. Na giria cervejeira esta
camada designa-se por krausen, em que a medida que o crescimento e a formacédo de CO: atinge o
maximo, a camada pode ser retirada e utilizada para a segunda fermentacéo ou maturacdo da cerveja
(Hutkins, 2006).

Como referido, o final da fermentac&o pode ser monitorizado pela observacéo de formacéo de
COz2, no entanto o método preferido é o peso especifico, expresso em graus Plato. Consoante o
consumo dos acglcares fermentesciveis por parte das leveduras, o grau Plato diminui, qguando esta
medida estabiliza subentende-se que ja& ndo haverdo aclUcares a serem consumidos e que a
fermentacéo esta completa (Hutkins, 2006).

2.2.3.4. Maturacao

No processo de maturacdo pretende-se transformar a designada “cerveja verde” em cerveja
maturada, pronta a ser embalada e consumida (Eaton, 2017). Esta etapa baseia-se no repouso, de
modo atorna-la num produto microbiol6gico, fisico e sensorialmente estavel. A maturacéo envolve uma
diminuicédo de temperatura que permite a clarificacdo, por precipitagdo da levedura e outros sedimentos
presentes (Eaton, 2017).

De forma a melhorar o flavour e o aroma da cerveja, a maturagao, também considerada como
segunda fermentacao, resulta no acerto da concentracdo de compostos indesejaveis do produto final.
Além deste ajustamento, ocorre ainda o controlo do nivel de carbonatagéo, através da inje¢édo de CO:2
diretamente na embalagem final (ERlinger, 2009).

Ja no fabrico artesanal, adiciona-se sacarose numa concentracdo especifica, de maneira a
promover a reativagdo do metabolito primario da levedura, produzindo assim CO2 na concentragcao
desejada, dando-se a segunda fermentacdo. Como na producdo artesanal ndo ocorre a etapa da
filtracdo e a segunda fermentacéo decorre no interior da garrafa, observa-se frequentemente algum
depésito no fundo da embalagem (ERlinger, 2009).

2.2.3.5. Filtracdo
ApOGs a maturagcdo ocorre a sedimentagdo dos materiais sélidos, como a levedura residual,
entre outras substancias em suspensdo. Uma vez que os consumidores tém em grande consideragéo
0 aspeto visual do produto final, a cerveja, nesta etapa, € submetida a uma filtragdo através de um meio
filtrante kieselguhr (ERlinger, 2009).
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Esta filtracdo é responséavel por eliminar os materiais em suspenséo que potenciam a turbidez
e estabilizar o aspeto original e cristalino da cerveja, ou seja, prevenir possiveis alteracdes visuais da

cerveja ao longo do tempo (ERlinger, 2009).

2.2.3.6. Enchimento

Como etapa final do processo de fabrico da cerveja surge o enchimento. Primeiramente, a
cerveja é submetida a uma injecéo de dioxido de carbono, que tem como intuito monitorizar e estabilizar
a carbonatacado, permitindo a obtencdo da espuma caracteristica da cerveja (Eaton, 2017). Também é
nesta etapa que ocorre a pasteurizacdo, que tem como papel principal assegurar a estabilidade
sensorial, bem como microbioldgica. Esta pasteurizacéo podera ser antes (por pasteurizacao flash) ou
depois do engarrafamento (ocorrendo num tUnel de pasteurizacéo) (ERlinger, 2009).

O enchimento pode ocorrer de diversas formas: garrafas (retornaveis ou néo retornaveis), latas
ou ainda barris. As garrafas sao de vidro escuro para proteger a bebida da exposicao a luz, que poderia

potenciar reacdes que resultariam num perfil sensorial indesejado (Barth, 2013).

2.3. Microbiota da cerveja
Os microrganismos presentes nesta bebida tém um papel preponderante na producgdo de
cerveja. Como referido anteriormente, as leveduras sdo uma matéria prima obrigatéria, contudo esta a
ser estudado o impacto da presenca de bactérias inseridos na fermentacdo em termos fisico quimicos

e também sensoriais.

2.3.1. Leveduras

As estirpes de leveduras que foram desde muito cedo utilizadas no mundo cervejeiro pertencem
ao género Saccharomyces. O estudo e familiarizacdo com este género, de forma a ocorrer a
fermentacdo da cerveja, deve-se as caracteristicas fenotipicas que contém, sendo estas: o facto de
consumirem o perfil correto dos aclicares presentes no mosto, a utilizacdo da via fermentativa como
via metabdlica preferencial com efeito de crabtree positivo associado, a consequente producdo de
grandes quantidades de etanol e a capacidade destes microrganismos tolerarem teores elevados de
etanol, bem como stresses abidticos a que possam estar sujeitos durante a fermentacéo (Zainasheff &
White, 2019).

Dentro do género Saccharomyces estdo inseridas as duas espécies mais utilizadas na
producdo de cerveja, nomeadamente a S. cerevisiae e a S. pastorianus. Além destas estirpes
encontram-se outras como as estirpes nao-comerciais de Saccharomyces e as dos géneros nao-
Saccharomyces, sendo também vulgarmente reconhecidas como estirpes ndo convencionais, que tém
sido alvo de estudo em termos fisico quimicos e sensoriais quando selecionadas para a co-inoculacao

ou fermentacdo sequencial de cerveja.

2.3.1.1. Estirpes cervejeiras
De seguida apresenta-se uma tabela resumo das caracteristicas fenotipicas e do desempenho
das estirpes S. cerevisiae e S. pastorianus no processo fermentativo (Tabela 3).
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Tabela 3: Caracteristicas das Estirpes Saccharomyces (Zainasheff & White, 2019).

S. cerevisiae S. pastorianus

Formato oval, cilindrico ou elipsoidal com | Formato elipsoidal, globulosa ou cilindrica com

dimensdes entre 2.5-4.5 x 10.5-20 ym. dimensdes entre 2.2-8 x 3.5-13.5 ym.

Responsavel pela produgéo de cervejas i _ ]
| Responséavel pela producéo de cervejas lager.
ale.

Levedura de “alta fermentacgéo”. Levedura de “baixa fermentacao”.

Temperatura de fermentacéo entre 18 e .
Temperatura de fermentacado entre 7 e 15 °C.

25 °C.
Tolera temperaturas até aos 34 °C. Tolera temperaturas até 28 °C.
Processo fermentativo rapido. Processo fermentativo mais demorado.
N&o consome o dissacarideo melibiose. Boa assimilacdo da melibiose.
Consumo eficiente de maltotriose e, portanto,
Consumo incompleto da maltotriose. menor concentragdo de aglcares residuais no
produto final.
Floculag&o da levedura no topo do Deposicao da levedura no fundo do
fermentador no final da fermentacéo. fermentador no final da fermentacéo.
Perfil sensorial com notas frutadas. Perfil aromatico pobre, pouco aromatico.
2.3.1.2. Papel das leveduras no perfil da cerveja

Além de ser o elemento chave da fermentacéo alcodlica, a levedura contribui, recorrendo as
restantes matérias primas, para a producdo e/ou conversdo de compostos arométicos e de flavour

neste processo fermentativo (Pires et al., 2014).

Cada tipo de cerveja, quer pela estirpe selecionada, quer pelos parametros utilizados durante
a fermentacdo, apresenta o seu proprio perfil sensorial. Os compostos principais produzidos pela
levedura que determinardo a qualidade final da cerveja sao: os alcoois superiores, ésteres e dicetonas
vicinais (VDKs: Vicinal Diketones), sendo que este Ultimo componente contribui para a producéo de
sabores indesejados. O metabolismo da levedura promove ainda a producdo de trés grupos de
componentes: 4cidos organicos, compostos de enxofre e os aldeidos. Todos estes componentes ativos
deverdo estar presentes e coexistir de forma equilibrada, sendo que a predominancia de um anico

grupo de compostos podera destruir toda a experiéncia sensorial da cerveja (Pires et al., 2014).

Meilgaard, M.C., Dalgliesh, C.E. e Clapperton, J.F. criaram em 1979 a “Roda dos sabores”,
onde estéo registados os descritores mais recorrentemente associados ao aroma e sabor da cerveja.
Na Figura 8 observa-se uma versao portuguesa adaptada da Roda dos Sabores. Ainda segundo Chris
White, o impacto da levedura durante a fermentacéo contribui para cerca de 59% dos descritores de

aroma e 79% dos descritores de flavour presentes nesta roda (Zainasheff & White, 2019).
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Figura 8: Adaptacéo de Chris White (1998) da Roda dos sabores da cerveja. (Fonte: Jecas Brewery, 2014).

Assim, é demonstrado que a atividade da levedura é importante no perfil cervejeiro, ndo s6
como agente de conversdo de metabolitos, mas também pela capacidade de produgéo de compostos

aromaticos e de flavour.

2.3.2. Bactérias acido laticas
Além das leveduras, matéria prima obrigatoria utilizada na etapa de fermentacao de cerveja,
outros microrganismos, como bactérias acido laticas, podem ser inseridos neste processo. A adicao
destes microrganismos tem o intuito de estudar e detetar possiveis impactos positivos no produto final
em termos sensoriais, fisico quimicos e nutricionais, sem comprometer a atuagdo das leveduras para
que néo se perca a identidade desta bebida.

2.3.2.1. Estirpes de bactérias laticas
As bactérias acido laticas (BAL) sdo gram-positivas, ndo-esporuladas, cujo acido latico € o
produto principal do metabolismo dos hidratos de carbono presentes no substrato (Dysvik et al., 2020).
Estes microrganismos séo recorrentemente utilizados na fermentagcdo de produtos alimentares com

vista a apurar as propriedades sensoriais, aromaticas e de textura (Rouse & Van Sinderen, 2008).

As BAL podem ser classificadas em dois grupos: as homofermentativas e as
heterofermentativas. Enquanto as homofermentativas, pela glicélise, catabolizam a glucose em acido
latico, as heterofermentativas convertem a glucose em COz, etanol, &cido latico ou acido acético (Peyer,
2017).

A fermentacgéo efetuada por BAL produz diversos metabolitos priméarios e secundarios, como

por exemplo: acido latico, COz, diacetilo, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas. Estes compostos com
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caracter antimicrobiano, antibacteriano e ainda antiflingico auxiliam na estabilidade microbiolégica dos
produtos alimentares, minimizando os niveis de contaminacdo. Em seguida, estdo descritos alguns
destes metabolitos e a contribuicdo que tém na bio preservacdo dos produtos alimentares (Rouse &
Van Sinderen, 2008).

O &cido latico, ao baixar o pH do meio, torna menos propicio o crescimento de determinadas
espécies de patogénicos, incluindo Salmonella, E.coli, Listeria monocytogenes e a Campylobacter
jejuni. As BAL heterofermentativas, devido a producgdo de COz, inibem o crescimento de micrébios
aerobios. Este produto metabdlico também podera ser comercialmente utilizado como conservante na
embalagem do produto final. Ja o diacetilo (2,3-butanidiona) é responsavel por conferir um sabor
semelhante a manteiga, bem como outros produtos derivados de laticinios. Além desse aspeto, também
contém um efeito antibacteriano nomeadamente para Listeria, Salmonella, E. coli, Yersinia e a
Aeromonas. Quanto ao peréxido de hidrogénio, que é produzido devido a presenca de oxigénio, inibe
0 crescimento de microrganismos tais como E. coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
epidermidis (Rouse & Van Sinderen, 2008). Além destas propriedades, existem outros metabolitos,
como os aldeidos, ésteres e alcoois que sao relevantes para o desenvolvimento de sabor e aroma
(Dysvik et al., 2020).

O género Lactobacillus inserido nas BAL, contém espécies heterofermentativas (como a L.
acidophilus), heterofermentativos obrigatério (L. brevis) ou heterofermentativa facultativas (L.
plantarum). Este género tem a capacidade de ser utilizado em co-fermentagbes com leveduras na

producéo de variados produtos alimentares como o vinho, kefir, saké e cerveja (Dysvik et al., 2020).

Em geral, as bactérias laticas possuem uma capacidade limitada de sintetizar e obter hidratos
de carbono, péptidos e aminoacidos. O processo de fermentacdo efetuado por BAL, de forma a
fomentar o crescimento das mesmas, necessita de varias etapas para a disponibilizacdo destes
nutrientes. Assim, estes microrganismos desenvolvem sistemas proteoliticos aptos a hidrolisar estes
compostos presentes no meio. O processo de acidificacdo promove a ativacéo de certas enzimas, como
as proteases, capazes de degradar as proteinas do gluten. Desta forma, a co-fermentacdo com
bactérias laticas € considerada um método para reduzir o teor de glaten dos produtos alimentares.
Assim, além de facilitar a digestibilidade por parte dos consumidores sensiveis as proteinas

constituintes do glaten, também proporciona efeitos benéficos na sadde intestinal (Peyer, 2017).

2.3.2.2. Papel das bactérias laticas no perfil da cerveja

Os ingredientes constituintes da cerveja tém a sua propria microbiota. Assim, € importante
seguir as boas praticas de higiene de modo a evitar a presenca de microrganismos indesejaveis que
comprometam a qualidade, a seguranca e as propriedades organoléticas da cerveja (Rouse & Van
Sinderen, 2008). A cerveja constitui um ambiente desfavoravel para o crescimento da grande parte dos
microrganismos devido a propriedades como: presenca de etanol, baixo teor de oxigénio, esgotamento
de nutrientes, alto teor de CO:2 e baixo pH. A adicdo de ldpulo na cerveja também possui um carater
antimicrobiano, porém alguns microrganismos resistem a este ambiente, nomeadamente as BAL
(Rouse & Van Sinderen, 2008).
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A acidificacdo € uma atividade das BAL que facilita o processo cervejeiro, uma vez que
disponibiliza enzimas, como as amilases, no consumo do substrato. Posto isto, além da contribuigdo
para reduzir o tempo de degradacdo do amido, também reduz a viscosidade do mosto, facilitando a
etapa da filtracdo. A agéo proteolitica resulta em cervejas menos turvas, uma vez que o teor proteico
foi reduzido, resultando num produto final com uma espuma estivel e com bolhas mais pequenas
(Peyer, 2017).

Na producdo de cerveja, tanto a estirpe L. brevis como a L. plantarum, quando em co-
fermentacédo com a levedura S. cerevisiae, influenciam positivamente as propriedades organoléticas de
formas distintas. Enquanto a L. brevis confere um sabor &cido e adstringente, a L. plantarum contribui

para um aroma frutado e de frutos secos (Dysvik et al., 2020).

2.4. Diferentes estilos de cerveja

O estilo cervejeiro é a arte de combinar diversos fatores de forma a criar uma combinacédo
consistente, conferindo uma boa qualidade ao produto final. Como observado nos processos a que as
matérias primas estéo sujeitas, a cerveja € o resultado de uma complexidade de reacdes que estédo
dependentes de diversas condi¢des, que quando variadas originam uma pandplia de cervejas, cada
uma com fortes singularidades.

E através do conhecimento das matérias primas, dos processos e do melhoramento das
técnicas por parte dos produtores que se obtém cervejas com maior diferenciacéo, expandindo assim
a diversidade cervejeira. Existem muitas variaveis que podem influenciar a percecao do sabor, aroma,
cor, formacdo de espuma, o corpo da cerveja, entre outros aspetos, sendo estes: a utilizacdo dos
diferentes maltes, o tempo e temperatura a que foram sujeitos na etapa da torra, a dimenséo do malte
pos-moenda, a concentracdo de lipulos e 0 momento em que foram adicionados na ebulicdo do mosto,
otipo de levedura (de baixa ou alta fermentacao), assim como o tempo de fermentacéo e de maturacéo,
e, por ultimo, o equipamento utilizado (dimensao, forma, etc.). O fator geografico e histérico também
descreve e define os estilos de cerveja.

Na Tabela 4 estdo apresentados os estilos mais reconhecidos no mundo cervejeiro, contendo

a origem, o tipo de fermentacéo e uma breve descricdo dos mesmos (Strong & England, 2015).
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Tabela 4: Estilos de cerveja (Adaptado de: Strong & England, 2015).

. Tipo de Cerveja
Estilo de . . X
. Origem (Tipo de Breve descricdo
Cerveja ~
fermentacéo)
- . Cor dourada, fresca e sabor suave. Bom
. Republica Lager (baixa e ; .
Pilsner ~ equilibrio entre 0 malte e os lapulos. Estilo
Checa fermentacéo) .
muito popular.
Cerveja escura, adocicada e com notas de
Dunkel
frutos secos e chocolate.
Cor dourada, sabor adocicado do malte com
Dortmunder
Lager (baixa forte amargor.
Bock fermentacédo) Castanho escuro forte, robusta e nutritiva,
com notas de caramelo e péo tostado.
Helles Alemanha Versdo mais péalida da Dunkel, com baixo
amargor.
Cerveja composta por, pelo menos, 50% de
Weiss malte de trigo. Com notas de banana e
Ale (alta istent
fermentacéo) espuma consistente.
Kélsch Cor dourada, fortemente lupulada com
paladar acido/latico.
Bitter Ale Acastanhada palida com sabor amargo.
Cerveja acastanhada, podendo ser
Brown Ale adocicada e pouco alcodlica ou mais amarga
e torrada.
Muito lupulada, com aromas e sabores
Indian Pale Ale Reino Unid Ale (alta frutados, herbaceos ou florais, de cor
eino nido fermentagéo) dourada a acobreada.
Cerveja escura quase preta, mas menos
Porter encorpadas e mais doce que a Stout. Com
notas de chocolate.
Cerveja preta, forte e encorpada. Maltes
Stout escuros e torrados. Com notas de café e
chocolate preto.
. Abadias Ale (alta Cor ambar a castanha, com variacdes de
Trappist Belgas e ~ . ! " -~
fermentacéao) intensidades arométicas e de teor alcodlico.
Holandesas
. o Fermentacédo Cor clara, acidas com sabor azedo, com
Lambic Bélgica A o
espontanea aroma desde os frutados aos citricos.
Mistura de lambics novas e envelhecidas.
i Refermentacdo em | Cerveja com segunda fermentagcdo em barris
Gueze Bélgica garrafa de carvalho, com sabor semelhante ao
champanhe.
2.5. Mercado de cervejas sem glaten em Portugal

Inserindo a tematica do gldten na industria cervejeira, este advém das proteinas encontradas

na cevada (hordeina), trigo (glutenina) e centeio (secalina) (Colgrave et al., 2017b).

No mercado mundial de cervejas sem gliten, existem diversas cervejas produzidas a partir de

cereais que ndo contém gliten, como € o caso do milho, arroz, sorgo e painco, e algumas até com
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recurso a pseudocereais, como o trigo mourisco. Porém, sensorialmente estas cervejas carecem do
sabor e aroma caracteristico desta bebida, que resulta da utilizagdo da cevada maltada (Colgrave et
al., 2017b).

Em Portugal, neste presente ano (2020), foi criada a primeira cerveja portuguesa certificada
pela APC como sendo uma cerveja sem glaten. Além deste produto, existe um portal, o GlutenZero,

gue indica as marcas de cervejas estrangeiras que estdo a venda nas grandes superficies do pais

(Tabela 5).

Tabela 5: Mercado portugués de cervejas sem glaten.

Nome do produto ) ) Método de reducdo de
Origem Ingredientes .
(Marca) glaten
Estrella Damm i Hidrélise de proteinas
Agua, malte de cevada,
Daura Espanha i (produto com menos de
arroz e lapulo i}
(Grupo Damm) 3 ppm de glaten)
Degradacéo enzimética e
o i sistema de filtracdo de
CELIA Republica Agua, malte de cevada »
o i Lo silicone;
(Carlsberg Group) Checa biolégica, lUpulo biolégico i
(CELIA retém menos de 5
ppm de glaten)
Riedenburger
Gluten Frei Agua, malte de milho Utilizacdo de ingredientes
Alemanha ) ) _ )
(Riedenburger painc¢o e lupulo. isentos de gluten
Brauhaus)
Mongozo N o
i Degradagéo enziméatica

Premium Pilsener . Agua, malte de cevada, ]

Bélgica i (contém menos de 10 ppm
(Mongozo beers) arroz e lupulo )
de glaten)

Super Bock sem Agua, malte de cevada, Degradacéo enzimatica
glaten (Super Portugal cereais ndo maltados (milho (produto com menos de
Bock Group) e cevada) e lupulo 5 ppm de glaten)
Lammsbrau

Glutenfrei Agua, malte de cevada e . o
Alemanha i Sistema de filtrag&o
(Neumarkter lUpulo
Lammsbrau)

2.6. Processo de reducédo do gluten na cerveja

A cerveja produzida com as matérias primas convencionais é considerada um produto toxico
celiaco, uma vez que contém malte a base de cevada ou de trigo. Desta forma, sdo improprias para o
consumo perante individuos com sensibilidade e intolerancia ao gliten (Hager et al., 2014). A

guantidade de gluten presente na cerveja depende dos tipos de cereais, bem como a propor¢ao
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utilizada e ainda da tecnologia aplicada, sendo que existem cervejas tratadas com valores inferiores a
20 ppm de glaten e cervejas, como as de trigo que segundo Comino et. al (2012), em 32 cervejas de
trigo, 30 atingiram superiores a 100 ppm. Uma variacdo do estilo Weissbier e Dunkel, a Dunkelweizen,
contém valores préximos de 196,4 ppm (Guerdrum & Bamforth, 2011).

As cervejas artesanais, comparativamente as industriais, possuem um elevado teor médio de
gluten devido a falta de equipamentos de filtracao e estabilizacdo da cerveja. Assim, foram estudadas
diversas técnicas que possibilitam a reducéo do teor de gliten presente nesta bebida, nomeadamente
a precipitacdo, a hidrolise enzimatica e a utilizacdo de bactérias laticas (Fanari et al., 2018).

O proprio processamento da cerveja propicia a diminuicdo do teor de gliten. Durante a
brassagem, os componentes constituintes do malte sao solubilizados na agua, sendo que a maioria
das proteinas sdo precipitadas permanecendo no grdo, enquanto outras sao hidrolisadas em
polipéptidos simples, passando para o mosto. No processo de ebulicdo ocorre a minimizagéo do teor
de glaten presente no mosto e, com o decorrer das fermentacgdes, e a diminuicdo do pH, é promovida
a precipitacdo de alguns polipéptidos, sendo que o conteddo original de gliten no produto final que
permanece na cerveja é muito reduzido (Hager et al., 2014). Estudos verificam que a reducéo do gliten
pode variar entre 46 e 79% desde o0 mosto até ao produto final (Colgrave et al., 2017a).

Uma das formas de modificar e consequentemente reduzir o teor de gluten, diminuindo a DC
imunoreatividade do produto alimentar, € através da degradacao enzimatica. Esta degradacdo e
eliminacgédo eficaz é responsavel por peptidases provenientes de varias fontes: peptidases presentes
nos graos de cereais, peptidases flingicas e/ou de bactérias laticas e ainda por enzimas concebidas
em laboratério. Estas peptidases séo utilizadas durante o processamento que, ao degradar as proteinas
do glaten em fragmentos inofensivos, originam produtos alimentares com teores de glaten abaixo do
limiar permitido pelo Codex Alimentarius, tornando-o0s seguros para os individuos com sensibilidade e
intolerancia ao gliten (Scherf et al., 2018). No esquema que se segue estao representadas algumas

fontes de degradacéo enzimatica (Figura 9).
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-Triticum sp.
-Secale cereale
-Hordeum vulgare
-Carica papaya

— Vegetal

-Aspergillus flavus var. oryzae
-A. niger

— Fungica

-Sphingomonas capsulata
-Myxococcus xanthus
-Flavobacterium meningosepticum
-Rothia mucilaginosa
-Pseudomonas aeruginosa
-Bacillus sp.

- Lactobacillus sp.
-Bifidobacterium sp.

Degradacéo do
Gluten por peptidases Bactéria
de origem:

—  Animal Insectos Rhizopertha dominica

Artificial
—produzida em
laborat6rio

-KumaMax
-Kuma030

Figura 9: Fontes de degradacdo enzimatica de glGten (Adaptado: Scherf et al., 2018).

Relativamente aos tratamentos enzimaticos, a enzima transglutaminase microbiana (TG) é
frequentemente utilizada na degradacao de gliten de alimentos e bebidas, onde propicia a precipitacao
destas proteinas, possibilitando a remocao das mesmas por filtracdo (Colgrave et al., 2017b).

A endopeptinase de prolil ou endopeptidase p6s-prolina ou ainda prolil oligopeptidase, é uma
enzima apta a hidrolisar ligacdes peptidicas que é utilizada para degradar sequéncias de péptidos com
prolina, responsaveis pela doenca celiaca. Estudos efetuados relatam que 100% das cervejas de malte
de cevada, com adicao desta enzima no decorrer da fermentacédo, resultam em cervejas com valores
inferiores de gluten estipulados pelo Codex Alimentarius, sem comprometer a estabilidade da espuma
(Hager et al., 2014).

Existem outros auxiliares para a estabilizacdo da espuma da cerveja que também colaboram
na remogédo de gluten, como € o caso da polivinilpolipirrolidona (PVPP) e a silica gel ou taninos
condensados (Colgrave et al., 2017b). O gel de silica € um derivado de didxido de silicio que, por
adsorcgdo fisica, possui uma grande afinidade para residuos de prolina. Esta técnica desenvolve
grandes bandas constituidas pelo conjunto deste composto com as proteinas que, posteriormente, sao
removidas por filtragdo ou por tratamentos de precipitacdo. A utilizacdo desta técnica, ao remover as
proteinas, pode dificultar o desempenho fermentativo da levedura, resultando numa instabilidade da
formacéo da espuma e no perfil sensorial, potenciando o amargor (Fanari et al., 2018).

Outra abordagem alternativa € a utilizacao de bactérias durante o processamento dos produtos
alimentares. Estes microrganismos possuem a capacidade de minimizar o risco associado a

contaminacédo de produtos sem gliten, sendo que numa contaminacao inicial com 400 ppm de glaten,
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este foi reduzido para 20 ppm com recurso a estirpes de Lactobacillus, mais uma vez demonstrando
gue conseguem reduzir a contaminacdo para niveis inferiores aos estipulados. Para além disso, uma
co-fermentacdo com bactérias laticas, ndo so6 reduz a toxicidade em termos de gliten, como também
complementa a cerveja com sabor e propriedades benéficas para a satude do consumidor (Hager et al.,
2014).
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3. Materiais e métodos
3.1. Estirpes e matérias primas utilizadas

3.1.1. Estirpes de leveduras e bactérias
Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas as estirpes de leveduras e bactérias

apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Estirpes de leveduras e bactérias utilizadas nos ensaios fermentativos.

) . Temperatura de
Estirpe Proveniéncia .
fermentagao (°C)
Levedura S. cerevisiae Blanche Brewferm 18-24
» Lactobacillus brevis ISA codigo 4281 25
Bacteria i i
Lactobacillus plantarum ISA cédigo 4386 25

A levedura aplicada neste estudo foi adquirida na loja Oficina da Cerveja, tendo sido mantida a
temperaturas de 4 °C antes da sua utilizacéo. Esta foi plaqueada em meio YPD (Yeast Extract Peptone
Dextrose) sélido (extrato de levedura 0,5% (m/v)). Antes dainoculac¢éo da levedura no mosto, preparou-
se uma suspensdo de células em meio YPD liquido, (Extrato de levedura 0,5% (m/v); peptona 1% (m/v);
glucose 2% (m/v)), com a inoculagdo de uma ansa das coldnias formadas em meio sélido. Esta solucéo
foi incubada a 28 °C com agitagédo orbital de 150 rpm, durante 24-48 h até a leitura da densidade 6tica

(DOe40nm) para posteriormente ser inoculada no mosto.

Relativamente as BAL, estas foram adquiridas através do banco de bactérias do ISA, cultivadas
em tubos de ensaio, em meio MRS (De Man, Rugosa and Sharpe) liquido. Até serem utilizadas, foram
incubadas na estufa de cultura a temperatura de 28 °C, sendo refrescadas em meio MRS novo até a

leitura da DOs4onm para posteriormente se proceder a inoculacao das BAL no mosto.

3.1.2. Malte
O malte utilizado na preparacdo do mosto de cerveja do estilo Weissbier foi obtido na empresa
LX Brewery, Lda., proveniente do fornecedor Castle Malting (Bélgica). Relativamente a moagem dos

diversos maltes utilizados, foi realizada através do moinho Piccolo 15 S 400 V (Sommer, Alemanha).

3.1.3. Lapulo
Os lupulos foram obtidos igualmente na empresa LX Brewery, Lda., proveniente do mesmo
fornecedor (Castle Malting). Estes até serem utilizados no processo de brassagem foram mantidos em

vacuo a -18 °C, de forma a evitar a volatilizagdo dos aromas.

Na Tabela 7 estdo presentes os maltes e os lUpulos que constituem o mosto da cerveja
estudada, com as quantidades correspondentes de cada um. Além destas matérias primas, também

esta demonstrado o programa de brassagem efetuado.
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Tabela 7: Receita para a obteng&o do mosto da cerveja do estilo Weissbier.

Matérias primas do malte de Weissbier Programa de brassagem
) Quantidade utilizada
Tipo de malte Fase de empastagem
)
Pilsner (3,9 EBC) 2000 Duracédo (min) | Temperatura (°C)
Trigo (3,9 EBC) 2500 15 45
Caramel (39,4 EBC) 200 15 57
40 67
10 78
Tipos de lupulo Fase de ebulicéo -
Quantidade utilizada (g) Tempo de adi¢&o do lapulo (min)
Hallertauer
20 60
Hersbrucker
Saaz 15 20

3.2.Ensaios fermentativos

O presente trabalho pretendeu avaliar o impacto das BAL na degradacéo do teor de gliten na
cerveja a base de trigo, do estilo Weissbier. Como tal, e com o intuito de alcangar o objetivo deste
estudo, foram executados trés ensaios em duplicado. Os detalhes de cada ensaio sdo demonstrados

na Tabela 8.

Tabela 8: Detalhes sobre os ensaios executados neste estudo.

Ensaio Detalhe do ensaio
Inoculagdo da levedura S. cerevisiae Blanche no mosto da cerveja
Controlo o
Weissbier.
. Inicio da fermentacdo do mosto com inoculagdo das BAL L. brevis e L.
Fermentacéo o o ) )
s ial plantarum e adicdo da levedura S. cerevisiae Blanche no terceiro dia de
eguencia ) .
fermentacéo (48 horas apés a inoculacéo das BAL).
o Inoculagé@o simultanea da levedura S. cerevisiae Blanche e das duas BAL
Consorcio o .
no primeiro dia de fermentagéo.

Cada ensaio teve duragdo de oito dias e, de modo a obter mais tempos de analise, estes

duplicados foram executados de forma desfasada com 12 horas de intervalo entre os duplicados.
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3.2.1. Preparacdo do mosto
Para a producéo de cerveja do estilo Weissbier, foram produzidos 20 L de mosto, com recurso

ao equipamento Braumeister 20 L (Speidel, Alemanha), observado na Figura 10.

¥

/'a.l"ﬂ/

;

Figura 10: Equipamento Braumeister utilizado no processo de brassagem do mosto de cerveja. (Adaptado de:
Speidel, 2020).

O volume total de 4gua utilizado para o processo de brassagem foi de cerca de 20 L, sendo
que 5 L foram utilizados para o sparging a 70 °C. De forma a que a agua do mosto possuisse uma
concentracdo de sais equilibrada, recorreu-se a agua engarrafada da marca LUSO durante o processo
de brassagem.

ApGs a fase de empastagem, procedeu-se a centrifugagdo do mosto com recurso de uma pa
desinfetada, para que o sedimento formado na fase de ebulicdo se mantivesse no centro do

equipamento.

Na etapa de ebulicdo, os lupulos foram adicionados nos tempos descritos na Tabela 7.
Posteriormente a esta fase, seguiu-se o processo de arrefecimento, onde, com auxilio de um
arrefecedor em serpentina de aco inoxidavel oco, se promoveu o fenédmeno de arrefecimento do mosto
para temperatura préxima de 25 °C. Ja arrefecido, 0 mosto que se encontrava no equipamento foi
vertido, a uma distancia que permitisse a oxigena¢éo do mosto, para dois frascos de Schott de um litro,
enguanto o restante mosto foi guardado em garrafées de plastico de 5 L e congelado a -80 °C para
ensaios fermentativos posteriores.

3.2.2. Processo fermentativo do mosto

Todos os ensaios foram efetuados em duplicado, sendo que cada fermentacao foi efetuada em
frascos de Schott estéreis com capacidade de um litro, com recurso a um borbulhador adaptado, com
alcool, de forma a evitar possiveis contaminacdes. Cada frasco possuia cerca de 900 mL de mosto,
sendo que, consoante o ensaio executado, foi inoculado segundo os detalhes observaveis na Tabela
8. As fermentacdes decorreram num banho a temperatura controlada de 25 °C. Conforme os ensaios

efetuados, estes frascos foram inoculados com as estirpes respetivas de cada ensaio. Cerca de uma
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semana antes do ensaio decorrer, as estirpes foram preparadas, refrescadas em meio novo, para
garantir que no primeiro dia de fermentagdo estivessem operacionais para iniciar o processo de

fermentacédo do mosto.

Relativamente & quantificagdo da biomassa, para posterior célculo do volume de inéculo
necessario para cada frasco de Schott, procedeu-se a determinacdo da absorvancia a 640nm, com o
espectrofotdmetro Ultrospec2100pro (Amersham Biosciences, Reino Unido). Sabendo que, para
leveduras, 1 DO equivale a uma concentragéo proxima de 3,3x107 células levedura/mL, e que para as
BAL este equivale a uma concentracdo aproximadamente de 2,5x108 células BAL/mL, determinou-se
o volume a inocular de cada estirpe por forma a obter 1x10° células/mL em cada frasco de Schott com

0 mosto.

3.2.3. Engarrafamento e maturacéo

Apébs o processo de fermentacdo com duracdo de oito dias, a cerveja foi engarrafada em
garrafas de vidro escuras e esterilizadas, com volume de 200 mL. Primeiramente, e de maneira a filtrar
0 material que depositou durante a fermentacdo (como impurezas e/ou leveduras), a cerveja verde dos
frascos de Schott foi vertida cuidadosamente para um baldo Erlenmeyer de um litro. Nesse baldo foi
ainda adicionada sacarose (acgucar branco da marca Continente), por forma a promover a carbonatagéo
e a segunda fermentacdo em garrafa. A concentragdo adicionada foi cerca de 6 gagicar/L de cerveja

verde. J& engarrafada, a cerveja foi maturada a temperatura ambiente (20 °C) durante 15 dias.

3.3. Andlise microbiolo6gica
Durante o processo fermentativo, houve um acompanhamento diario, recolhendo-se amostras
para avaliacdo microbioldgica, de forma a permitir observar o crescimento e evolugdo das estirpes nos

ensaios executados.

A cada tempo de andlise, e com a devida homogeneizacdo das suspensfes presentes nos
frascos Schott, retiraram-se cerca de 10 mL de amostra para um tubo eppendorf de 15 mL dentro da

camara de fluxo laminar, por forma a proceder-se a analise microbioldgica e fisico quimica.

3.3.1. Determinacao do nimero de células viaveis e células totais
Com o propésito de acompanhar o crescimento das leveduras e posterior contagem utilizou-se

o hemocitdbmetro.

Para esta andlise, juntaram-se cerca de 25 pL de amostra ao reagente azul metileno (1:1). O
mesmo foi realizado com a amostra diluida em &gua miliQ, cuja diluicdo foi 1:10. O reagente azul
metileno tinge as células ndo-vidveis com uma coloracdo azul, sendo que as células incolores

correspondem as células viaveis.

Assim, apés o repouso da mistura durante 15 minutos, observou-se ao microscopio e foi feita
a contagem das células viaveis e ndo-viaveis que se encontravam dispostas no interior da quadricula
central do hemocitometro, constituida por 9 quadrados com igual tamanho, com um volume de 2,5 x

10 mm?.
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3.3.2. Determinagdo do numero de células viaveis cultivaveis

A monitoriza¢&o do crescimento das estirpes de levedura e das BAL presentes no mosto, com
a garantia de que o numero de coldnias por placa estivesse compreendido entre 30 e 300 UFC
(Unidade Formadora de Coldnias), foi efetuada através de diluicdes da amostra com agua miliQ até
10,

O plagueamento realizou-se em duplicado e foi efetuado por espalhamento a superficie com
100 pL de suspensdo. O meio YPD sélido foi utilizado para propiciar o crescimento da levedura,
enquanto o meio MRS foi aplicado para as BAL. Finalizado o espalhamento, as placas foram incubadas
a temperatura ambiente durante 72 horas. ApOs o crescimento realizou-se a contagem das UFC.

3.4. Analises dos parametros fisico quimicos

Em cada tempo deste estudo, além de se retirar amostra de 10 mL para um tubo para realizar
as analises microbioldgicas, esta mesma amostra foi ainda utilizada para realizar a andlise fisico
quimica.

3.4.1. Determinacgéo do teor de sdlidos sollveis (°Brix)

Com vista a acompanhar a quantidade de sdlidos sollveis/aglcares, recorreu-se ao
refratometro HI 96801 ATC (Hanna, Inglaterra) para determinar o °Brix das amostras em estudo. Foram
colocados cerca de 50 yL de amostra no suporte de leitura do refratdmetro, e apontando o aparelho
para uma fonte luminosa tornou-se possivel observar e efetuar a leitura. Para cada amostra efetuaram-

se duas leituras, cujo resultado é a média respetiva das réplicas.

3.4.2. Determinag¢ao do pH
O pH do mosto, foi determinado com recurso a um elétrodo de pH (Broadley James
Corporation, Inglaterra) acoplado ao potenciometro pHM82. Antes de realizar a leitura das amostras, o

elétrodo foi calibrado com duas soluc6es tampao da Sigma-Aldrich, EUA, de pH4 e 7.

3.4.3. Determinacao dos acgucares, etanol, glicerol e acidos organicos

O acompanhamento do consumo de glucose nas amostras durante o processo fermentativo foi
efetuado com recurso as tiras Keto-Diabur-Test 5000. Porém, esta andlise foi apenas considerada
como uma andlise qualitativa, uma vez que é pouco precisa e suscita muitos erros. Assim, foi
exclusivamente utilizada para detetar e interromper o ensaio perante um resultado que pudesse ser

anémalo.

Para a determinagdo dos acUcares, e dos metabolitos de fermentacao de forma mais precisa
recorreu-se a analise por HPLC. Efetuou-se a recolha das amostras de forma idéntica as restantes
analises microbiologicas, sendo que apds a recolha estas foram diretamente congeladas até a
realizacdo da andlise. Depois de descongeladas, as amostras foram agitadas no vortex e centrifugadas
a 10000 xg durante 5 minutos, para remoc¢do da biomassa celular. O sobrenadante foi diluido numa
proporcdo de 1:10 em uma solucdo de acido sulfarico (50 mM). As amostras diluidas foram agitadas
no vortex e centrifugadas a 10000 xg por 5 minutos, e os sobrenadantes obtidos filtrados usando filtros

de seringa com 0,22 pm de didmetro de poro (BGB-Analytic, EUA).

36



As amostras foram analisadas em duplicados biolégicos usado um sistema de HPLC da
Waters, equipado com injetor automatico (Autosampler 717 plus, Waters) e um detetor de indice de
refracdo (Refractive Index Detector 2414, Waters). Foi usada uma coluna de excluséo iénica Rezex™
ROA Organic Acid H+ (8%) (300 x 7,8 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA), para analise de
acucares, acidos organicos e etanol. O forno da coluna foi mantido a 65 °C, e foi usada uma solucéo

de acido sulfarico a5 mM como fase movel a um fluxo de 0,5 mL/min.

A determinacdo da concentracdo de cada um dos compostos foi realizada utilizando retas de
calibracdo para glucose (BDH), maltose, maltotriose, glicerol, 4cido malico, acido citrico (Sigma-
Aldrich), etanol, acido acético (Merck) e &cido lactico (Fluka) (Anexo I).

3.4.4. Determinacado do amido

Com a finalidade de se estudar o consumo de amido ao longo da fermentacéo, fez-se a analise
do mesmo, utilizando o método espectrofotométrico do 4cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) no inicio e no
final da fermentacéo para cada ensaio. Para esta andlise foi necessario preparar varias solu¢des: KOH
(2 M), PBS (0,2 M com pH 6,9) e DNS, cuja prepara¢do das mesmas esta explicada em detalhe no
Anexo Il. As amostras foram centrifugadas a 10000 xg durante 5 minutos e foram realizadas analises
ao amido presente no pellet e no sobrenadante de forma independente. Foi ainda realizada uma reta

de calibragdo com solugBes de glucose de concentracdes conhecidas (Anexo II).

Na Figura 10 esta demonstrado o esquema das diluicdes usadas para obter o sobrenadante e

o pellet a ser usado para a determinacéo do teor de amido.

Diluir com agua destilada

Sobrenadante (1:100)

1 mL de amostra

Psllet il Diluir em 1 mL de agua
destilada

Figura 10: Esquema da diluicdo das amostras iniciais para usar na determinagdo do amido.

De cada amostra de pellet ou sobrenadante diluido de acordo com a Figura 10, foram
recolhidos 400 pL de amostra e misturados com 400 pL da solucdo de KOH. Esta mistura foi mantida
durante 30 minutos a temperatura ambiente e com agitacao orbital a 220 rpm. ApoOs este tempo a
mistura foi dividida em duas fragGes de 200 pL da amostra anterior onde foram adicionados: (i) 1200
pL de PBS; ou (ii) 600 pL de PBS e 600 pL de uma solucdo de a-amilase (20 mg de a-amilase 2.5 MU
da Sigma em 50 mL PBS). As misturas (i) e (ii) foram colocadas num banho agitado a 37 °C durante
45 minutos. Passado este tempo foram adicionados 400 pL de DNS as amostras e estas foram
colocadas num banho com agua a ferver durante 5 minutos, seguido de arrefecimento em gelo. Foi

entdo adicionado 1,6 mL de 4gua a cada amostra e a absorvancia medida a 540 nm.
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As concentracdes de aclUcar nas amostras foram determinadas usando a curva de calibragdo de
glucose presente no Anexo Il. Para cada amostra os valores obtidos para o respetivo pellet e
sobrenadante foram somados no final dos calculos. Os valores das concentracdes de amido foram
calculados por diferenca entre as concentracdes de glucose em amostras com presenca (ii) e auséncia

(i) de a-amilase, e os mesmos multiplicados por um fator de 0,9 (Yong et al., 2019).

3.4.5. Determinacgao do teor de glaten
De modo a alcancar o objetivo do presente estudo, analisou-se o teor de gliten no inicio e no
final da fermentacdo de cada ensaio para assim entender o impacto das BAL no processo de

degradacéo do glaten durante a fermentacao numa cerveja a base de trigo.

Esta anadlise foi realizada através de um kit comercial desenvolvido pela R-Biopharm
(Ridascreen Gliadin Competitive). Este teste ELISA competitivo € um método quantitativo, utilizado para
analisar produtos fermentados e hidrolisados como cerveja, xarope de amido, extrato de malte e molho
de soja. Este imunoensaio enzimatico permite quantificar fragmentos de prolaminas de trigo, centeio e
cevada.

Primeiramente foi necessario fazer uma solucdo com 60 mL etanol absoluto com 40 mL de
agua miliQ, contendo 10 g de gelatina liquida de peixe (SERVA). Esta foi bem homogeneizada com um
magnete numa placa de agitagao. Durante a agitacao, foi efetuado um acerto do pH, através do elétrodo
de pH (Broadley James Corporation, Inglaterra) acoplado ao potenciémetro phM82, com recurso a uma

solucdo concentrada de NaOH (Merck) para um pH final de 8,5.

As amostras dos ensaios encontravam-se congeladas, sendo que apenas no momento de
executar esta andlise estas foram descongeladas e agitadas no vortex. Com recurso a uma micropipeta,
retiraram-se 0,5 mL de cada amostra para um eppendorf de 15 mL, onde foram misturadas com a
solucdo de etanol numa diluicdo de 1:10 e novamente submetidas a agitacdo no vortex. Desta mistura
foi retirado 1 mL para um eppendorf com capacidade de 1,5 mL, e posteriormente foram centrifugadas
durante 10 minutos a velocidade maxima da centrifuga Sigma 1-14 microfuge e a temperatura ambiente

(20 — 25 °C). Centrifugadas as soluc¢des retirou-se 1 mL de sobrenadante.

Paralelamente a este procedimento foram preparadas outras solu¢des que se encontram no
kit, tais como: a solu¢do-tampéo (1:5), o anticorpo (1:10) e a solu¢do tampéao de lavagem (1:10), todos

a temperatura ambiente e diluidos com agua miliQ na camara de fluxo laminar.

O sobrenadante de cada amostra em estudo foi diluido de 1:4 com a solugio-tampéao
preparada, onde foram retirados 10 pL dessa mistura para ser novamente submetida a uma diluicao
com a mesma solucéo-tampéo de 1:50. Posteriormente colocou-se com auxilio de uma micropipeta 50
pL desta mistura nos pogos da microplaca em duplicado, adicionando também 50 pL da solucéo
preparada com anticorpo em cada poco. Aquando dos pogos preenchidos, a microplaca foi incubada a
temperatura ambiente durante 30 minutos sob uma suave agitacdo. Na microplaca para além de
estarem as solugcdes com as amostras em estudo, também foram colocadas em pocos independentes

solucdes-padréo prontas a utilizar. Estas solugdes-padréo contém hidrolisado de trigo e prolaminas de
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cevada com concentracdes conhecidas, sdo elas: 0 ng/mL, 10 ng/mL, 30 ng/mL, 90 ng/mL e 270 ng/mL,
de forma a construir uma reta de calibracdo ap6és a leitura de absorvancias no espectrofotdmetro de

microplacas, presente no Anexo lIl.

ApGs agitacdo, o liquido presente nos pocos foi vertido e para retirar o excesso de liquido, o
suporte dos micropogos foi sacudido contra papel absorvente. Aparentemente seco, cada poco utilizado
fora preenchido com 250 pyL de solugdo-tampé&o de lavagem, igualmente vertido e sacudido. Este

processo foi repetido mais duas vezes.

Depois do processo de lavagem terminado adicionou-se 100 pL de solugdo cromogéneo
(pronto a utilizar) pertencente ao kit em cada pogo. Este composto, quando estando na presenca de
solu¢des com glaten muda a coloracdo dos pogos para azul, sendo mais visivel nas solugdes-padréao
gue as diferentes tonalidades de azul para as diferentes concentragdes. Adicionado o cromogéneo, a
placa foi incubada a temperatura ambiente, no escuro e submetido a uma agitagdo manual.

Ao fim dos dez minutos decorridos, foram adicionados 100 pL de solugdo-tampéo de paragem
(também de utilizagdo imediata) inserido no kit em cada pogo. Durante a adicao deste composto, 0s
pocos mudaram de uma coloragdo de azul para amarelo, sendo também visivel as diferentes
tonalidades. Desta forma, na Figura 11 esta representado uma microplaca que torna mais percetivel as

tonalidades criadas ap0s a adi¢cdo de cromogéneo e a de solucédo tampéo de paragem, respetivamente.

E s
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" Jii!l

Figura 11: Esquema representativo da microplaca com as solu¢des-padrdo em duplicado (por ordem crescente de
concentragdo na primeira e segunda coluna) e as amostras em estudo em duplicado com a adicdo de cromogéneo
(A). As mesmas solucdes com posterior adi¢do de solugdo-tampé&o de paragem (B).

Adicionado a solugao-tampédo de paragem, o suporte dos pocos foi introduzido num leitor
espectrofotémetro de microplacas Synergy™ HT Multi-detection microplate reader — Biotec, para se

A

proceder a leitura das absorvancias a 450 nm. A absorcdo lida é inversamente proporcional a

concentracdo de gliadina.

3.5.Andlise sensorial
As cervejas resultantes dos ensaios fermentativos foram submetidas a uma avaliag&o sensorial
por parte de consumidores de cerveja. Com o intuito de averiguar a perce¢do destes perante as
diferencas impostas de cada ensaio foi efetuado um teste de ordenacgéo de preferéncia e aceitacéo do

produto para os consumidores.
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No Anexo IV encontra-se uma adaptacéo da ficha de prova anteriormente referida, uma vez
que devido a crise pandémica, as provas foram efetuadas através da plataforma GoogleForms. Neste
questionario além de serem avaliados os seguintes atributos através de um sistema de pontos como a
aparéncia (cor, claridade, formacao e retencdo de espuma), aroma, sabor, carbonatacéo e apreciacdo
global, observou-se a ordenacé@o de preferéncia dos produtos pelos consumidores, bem como a

intencao de compra.

Os inquiridos foram previamente selecionados com base naidade, género, de modo a abranger
uma representatividade da populacdo em geral. Esta selecdo também teve cuidado em eliminar
consumidores que apresentassem alguma alergia e/ou intolerancia, de forma a ndo comprometer a

salide face aos produtos testados.

De modo a nédo influenciar o provador, foram servidos cerca de 50 mL de cerveja a temperatura
de 10°C, cuja ordem de degustacdo (da cerveja resultante do ensaio de controlo e das co-
fermentacdes) foi aleatéria, de maneira a evitar qualquer tipo de influéncia na andlise sensorial de cada

provador.

Para se proceder a esta analise sensorial, a cada inquirido foi-lhe facultado os seguintes
materiais: as amostras em estudo engarrafadas e devidamente identificadas com um cédigo, trés copos
de vidro claro e transparentes identificados com o cédigo respetivo das amostras, bolachas crackers e

um copo com 4gua, de forma a lavar o palato e tirar o sabor entre as avaliagbes da amostra.

3.6. Andlise estatistica
Complementando os resultados obtidos, nomeadamente °Brix, pH, HPLC, determinacdo do
amido e gluten, efetuou-se uma andlise estatistica aos diferentes ensaios com o objetivo de averiguar
a possivel ocorréncia de diferencas significativas entre as médias dos resultados obtidos. Para esta
analise utilizou-se o programa de analise estatistica Prism 5 (GraphPad) para a analise de variancia
(ANOVA), através do teste de Tukey de forma a comparar mais que duas amostras, enquanto que para
a comparacédo entre duas amostras recorreu-se ao teste T, onde ambos os testes foram estudados com

um grau de confianca 95% (a=0,05).
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4. Resultados e Discusséao

4.1.Selecédo do estilo de cerveja utilizado

A cerveja do estilo Weissbier, como referido anteriormente, € uma cerveja do tipo ale (alta
fermentag&o) cujo malte € composto em cerca de, pelo menos, 50% de malte de trigo. O critério de
selecdo do estilo de cerveja para o presente estudo teve em consideracdo o facto de o trigo conter uma
elevada fragdo proteica e mais gliten, comparativamente a outros cereais como a cevada. Tendo o
mosto resultante teores elevados de gluten, espera-se que tal permita observar de forma mais evidente
o impacto da reducéo do teor de gluten, por co-fermentacdo de bactérias laticas, numa cerveja que a
partida apresenta teores elevados de glaten.

Considerando a receita presente na Tabelo 7, obteve-se um mosto com a composicao quimica
seguinte, cujos valores apresentados sdo as médias dos duplicados de cada ensaio, juntamente com
0s respetivos desvios-padrao (Tabela 9).

Tabela 9: Composigéo fisico-quimica do mosto Weissbier.

Mosto Weissbier
Glucose (g/L) 10,92 + 1,56
Maltose (g/L) 38,93 +5,78
Maltotriose (g/L) 15,80 + 2,40
Glicerol (g/L) 0,09 £0,04
°Brix 12,53 +1,55
pH 5,33+0,21
Teor de Amido (g/L) 28,343 £0,13
Teor de Glaten (ppm) 113,21

4.2.Caracterizacao e selecdo das estirpes e das condi¢cdes de fermentacao

A selecdo de bactérias acido laticas como forma de reducgdo do teor de gliten de cervejas
resultou da pesquisa bibliogréafica realizada no inicio do trabalho. A acidificacdo do mosto promovida
pela presenca das BAL incita a atividade proteolitica, acelerando as reacdes enziméticas, e
consequentemente assegurando a degradacao da fracéo proteica. Esta degradacéo resulta da redugdo
do teor de gliten na cerveja, tornando-a assim num produto mais saudavel. Ainda em termos
tecnoldgicos, as BAL aumentam a atividade de B-glucanases, que ao degradar os B-glucanos, reduzem
a viscosidade da cerveja auxiliando a etapa de filtragao, resultando assim numa cerveja mais limpida e

brilhante, bem como numa espuma mais estavel (Rouse & Van Sinderen, 2008).

Tendo como ponto de partida a utilizacéo de BAL, procedeu-se a selecao das estirpes de BAL
mais adequadas de entre as estirpes disponiveis no Laboratério de Bioenergética Microbiana e na
colecdo de culturas de bactérias do laboratério de Microbiologia do ISA. O método de selecao das

bactérias acido laticas baseou-se em estudos prévios que revelaram resultados quer em termos de
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reducéo do teor de gliten em bebidas fermentadas (objetivo principal do trabalho), como também com

atributos sensoriais e benéficos para a satde do consumidor.

Entre as diversas espécies de bactérias acido laticas que apresentam uma boa capacidade
fermentativa e com produtos metabdlicos que suscitem interesse, nao comprometendo a identidade da
cerveja, selecionaram-se duas espécies de bactérias do género Lactobacillus: L. plantarum e L. brevis.
Ambas as espécies, quando utilizadas em co-fermentacdo com a levedura S. cerevisiae, toleram as
condi¢cbes ambientais a que estdo sujeitas ao longo da fermentacdo do mosto de cerveja: stress
osmotico devido a elevada concentragéo de aglcares do mosto, pH proximo de 5, presenca de etanol
e de CO2. Em estudos anteriores foi demonstrado que L. brevis tem maior capacidade adaptativa ao

meio comparativamente a L. plantarum (Dysvik et al., 2020).

Relativamente a aspetos sensoriais, em estudo realizado por Dysvik e colaboradores (2020), a
cerveja produzida por co-fermentacéo com L. plantarum resultou numa cerveja com um odor frutado e
a frutos secos, enquanto L. brevis proporcionou um sabor acido e adstringente (Dysvik et al., 2020).
Além destes perfis organoléticos apresentados, tanto L. plantarum como L. brevis apresentam uma
atividade proteolitica elevada (Afriani et al., 2018). Esta caracteristica conduz a uma série de vantagens,
quer a nivel tecnol6gico, enquadradas no objetivo principal do presente trabalho, como em termos de

saude.

Em relagdo a estirpe de levedura, optou-se por utilizar uma estirpe de Saccharomyce cerevisiae
comercial, habitualmente utilizada pelos cervejeiros artesanais para producao de Weissbier, a estirpe
Blanche (Brewferm), de forma a ter como controlo uma fermentac@o com as caracteristicas padrdo de

uma tipica cerveja Weissbier

Em relacdo as condi¢cdes de fermentacdo, foram selecionados dois métodos: inoculacédo
sequencial de BAL e Saccharomyces cerevisiae, e co-inoculagdo simultinea de BAL e Saccharomyces

cerevisiae.

4.3.Evolucdo dos parametros microbiolégicos e fisico-quimicos ao longo dos ensaios
fermentativos

4.3.1. Evolucdo damicrobiota

Os diversos ensaios fermentativos foram sujeitos a avaliacdo da evolugdo da populacédo
microbiana das diferentes estirpes utilizadas. Para as duas estirpes de bactérias laticas apenas se
observou em conjunto o nimero das células viaveis cultivaveis, uma vez que nos dois ensaios as
estirpes foram adicionadas em conjunto, sendo também indistinguiveis em placa com meio de MRS.
Relativamente & Unica estirpe de levedura utilizada, além da avaliagdo o nimero de células viaveis

cultivaveis, também se complementou esta analise através da contagem de células viaveis e totais.

Na Figural2A, esta representada a evolugéo da concentragao de células viaveis cultivaveis de

levedura. Estes valores resultam da média de valores observados nos duplicados. Na Figural2B
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observa-se a evolucdo da percentagem da percentagem de células viaveis face as células totais, que

~ . . . iy . élul iavei
se obtém da seguinte maneira: viabilidade relativa = =" 100.
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Figura 12: Evolugédo da viabilidade da estirpe S. cerevisiae Blanche (comercial). (A) Evolucédo das células viaveis
cultivaveis ao longo da fermentacao dos trés cenarios existentes. (B) Variagao da viabilidade relativa dos diferentes
ensaios fermentacao dos trés cenarios existentes.

Quanto aos resultados obtidos da Figura 12, observam-se padrdes de crescimento bem
percetiveis. Além disso, os trés ensaios atingem o crescimento maximo 48 horas apds a inoculacdo da
levedura no mosto Weissbier.

No crescimento de células viaveis totais relativamente as leveduras observa-se que a
populacéo inicial em todos os ensaios é de cerca de 10° ocorrendo um aumento da populacdo até
cercade 107. Comparando os declives da fase inicial, observa-se um crescimento mais célere no ensaio
Controlo, que se pode dever & auséncia das BAL durante este processo de fermentacdo, sendo mais
facil a adaptacéo da levedura ao meio do mosto, promovendo o crescimento e consequente produgcéo
de metabolitos.

No ensaio com BAL e S. cerevisiae em simultaneo (Consorcio), verifica-se que a inoculagéo de
bactérias acido laticas em conjunto com as leveduras atrasa o crescimento destas Ultimas face ao
observado no ensaio sem BAL (Controlo), o que pode estar relacionado com a adaptacdo ou até
competicdo entre estes dois microrganismos. Este atraso foi igualmente observado no ensaio
respeitante a Fermentacdo Sequencial, em que a levedura foi adicionada 48 horas apds a inoculagéo
das BAL, reforcando a conclusdo anterior. Outra observacdo que podera justificar este atraso é a
producdo de &cidos, como o acido acético, por parte das bactérias que pode interferir e
consequentemente dificultar a multiplicacéo das leveduras.

Além do estudo da evoluc¢édo da populagéo por parte das leveduras, analisou-se também o
numero de células viaveis cultivaveis relativas as duas estirpes de bactérias laticas utilizadas em
conjunto nos dois ensaios: Fermentacdo Sequencial e Consorcio. Estes valores presentes na Figura
13 correspondem as médias dos duplicados de cada ensaio.
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Figura 13: Evolucédo das células viaveis cultivaveis das bactérias acido laticas (L. brevis e L. plantarum).

Como é observavel no ensaio da Fermenta¢édo Sequencial, pode-se concluir que a populacao
de bactérias laticas ndo aumentou acima de 107 UFC/mL, contudo estas permanecem viaveis durante
toda a fermentacgéo. As estirpes selecionadas possuem a capacidade de resistir a um meio desfavoravel
€como 0 mosto e a cerveja, isto é, com elevada concentracéo inicial de agucares e pH proximo de 5 no
mosto, e a presenca de etanol e baixo teor de oxigénio e, consequentemente, alto teor de COz2, néo
perdendo viabilidade, muito embora 0 meio ndo tenha demonstrado promover o aumento do ndmero
de células de BAL. Complementando esta confirmacao, verifica-se ainda que nesta fermentacéo o
crescimento do nimero de células viaveis das bactérias laticas s6 foi impulsionado a partir das 48
horas, tempo correspondente a introdugéo das leveduras no meio. Tal comportamento permite colocar
a hipétese de as leveduras disponibilizarem condi¢des de crescimento para que as bactérias laticas se
possam reproduzir neste meio, isto €, existir uma interacdo entre estes os dois tipos de microrganismos.
Ja no ensaio correspondente ao Consorcio, que se iniciou com uma menor concentracao de BAL,
denota-se um crescimento desde o inicio da fermentag&o, uma vez mais confirmando que a presenca

das leveduras auxilia o crescimento das bactérias laticas.

Ainda relativamente ao crescimento destes microrganismos no mosto de cerveja, observa-se
que estes poderdo ter conduzido a um aumento da concentracdo de acidos fracos, podendo influenciar

0 produto final em termos sensoriais.

4.3.2. Evolucéo dos parametro fisico-quimicos ao longo da fermentacéo

Dada a complexidade da etapa de fermentacdo e de modo a garantir as condi¢cfes inerentes
para que ocorram 0s processos metabdlicos, foram analisados alguns parametros fisico-quimicos, tais
como: variacao do valor de pH, variacdo do teor de solidos solveis (°Brix), o0 consumo dos aglcares e

ainda a producéo de glicerol e etanol.

4.3.2.1. Evolucéo do pH e do consumo dos sélidos sollveis totais
Na Figura 14 esta representada a evolugéo do pH e do teor de sélidos sollveis no decorrer da

fermentacdo.
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Figura 14: Evolucdo pH (a esquerda) e do grau Brix (a direita) nos trés ensaios executados durante a etapa de
fermentacéo.

Referente aos valores de pH observados, verifica-se que todos os ensaios respeitam o0
comportamento expectavel, isto é, pela produc¢édo de metabolitos por parte da microbiota ocorre uma
diminuicdo dos valores deste parametro durante a fermentagdo. Nos trés ensaios executados, cujas
condicdes de inoculagéo foram descritas na Tabela 8, também se observa que os valores de pH final
ndo sdo significativamente diferentes entre si (p>0,05), onde o Ensaio Controlo termina com um pH
equivalente a 4,33, enquanto os ensaios com co-fermentacdo com bactérias laticas (Fermentagéo

Sequencial e Consorcio) terminam ambos com um pH de 4,37.

O ensaio alusivo a Fermentacao Sequencial possibilita observar que, durante a presenca
apenas de BAL (as primeiras 48 horas), ndo ha um decréscimo de pH muito consideravel, o que indica
gue estes microrganismos, apesar de viaveis (visivel na Figura 13), ndo contribuem para a acidificacéo
da cerveja. Ao invés, apos a inoculacao da levedura é que se inicia a diminuicdo deste parametro, o
que esta de acordo com os resultados obtidos numa fermentacdo alcodlica de mosto com trigo por
leveduras (Tafera e Admassie, 2020). Ainda comparando este ensaio com o Consércio, o produto final
obtém o mesmo valor de pH que é ligeiramente inferior ao Controlo, o que pode evidenciar que o
momento de adicdo das leveduras 48 horas ap6s a inoculacdo das BAL néo influencia este parametro
(Ripari et al., 2018).

Observando os trés ensaios e comparando os gréaficos de viabilidade celular das Figura 12 e
13, verifica-se que as leveduras sdo as principais responsaveis pelo decréscimo do pH, uma vez que
os declives dos trés cenarios ndo sao significativamente diferentes entre si (p>0,05) ap0s a inocula¢éo
das leveduras no meio.

Quanto a determinacéo dos solidos totais soliveis presentes no mosto, na Figura 14B, também
se observa um comportamento expectavel durante a fermentagcdo (Grassi et al.,, 2014), isto &€, o
consumo de acgUcares por parte dos microrganismos inoculados e por isso, um decréscimo do °Brix
durante a fermentacdo. Em ambos 0s ensaios que se iniciam com a inoculacéo de leveduras (Controlo
e Consorcio) € observado um decréscimo continuo até as 72 horas apés o inicio da fermentacéao,
indicando a ocorréncia do consumo e esgotamento dos diferentes aglcares presentes no mosto a

fermentar.
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Analisando o comportamento do ensaio da Fermentacdo Sequencial neste parametro, este
permite afirmar que as bactérias laticas, quando isoladas, ndo contribuiram para a diminui¢cdo do °Brix,
comparativamente aos restantes ensaios (p<0,05), porém na presenca das leveduras poderéo ter
ajudado a esgotar os acUcares. Assim, mais uma vez pode-se observar que as leveduras tiveram um
papel preponderante para o consumo dos sélidos totais soltveis. No final da fermentacdo as médias
dos valores obtidos foram: 7,85 °Brix para 0 ensaio Controlo, para a Fermentacéo Sequencial 6,43 °Brix
e no Consorcio 7,85 °Brix. Estes valores estdo de acordo com os valores apresentados abaixo para a
variacdo do consumo de aclcares determinada por HPLC.

4.3.2.2. Evolucéo do consumo de substratos e producdo metabolitos ao longo da fermentacéo

Complementando os parametros estudados anteriormente fez-se uma analise mais pormenorizada do
consumo de agucares e ainda da producédo de glicerol e etanol durante a etapa de fermentacao por
HPLC. Dado os valores dos aglicares no mosto inicial presente na Tabela 9, a Figura 15 demonstra o

comportamento destes compostos nos trés diferentes cenarios estudados.

Controlo A Fermentagédo sequencial B
45 _ 45 3
> >
4 E :40 25 E
35 2 E} 35 =
3 5 S 30 2 3
25 § S 25 15 8
2 £20 !
153 015 -[ Ly
1 2 5 10 ¢ 2
055 | O s [ %53
o 2 0 o 3
0 20 40 ] 80 100 120 140 160 @ 0 20 40 60 80 100 120 140 160 @
Tempo (h) Tempo (h)
—8—Glucose —#—Maltose Maltotriose —@— Glicerol —@—Etanol —8—Glucose —®—Maltose Maltotriose —@— Glicerol —@—Etanol
Consérecio
¢}
5
4,5 g
355
25 b
[ " 2
15 =‘&
1=
05 g
3 0 s
120 140 160 O
Tempo (h)
—8—Glucose —e—Maltose Maltotricse —@— Glicerol —@—Etanol

Figura 15: Evolugdo do consumo de aglcares e producao de glicerol e etanol no ensaio Controlo (A), Fermentacéo
Sequencial (B) e do Consoércio (C).

Relativamente ao perfil de consumo de agUcares € possivel observar-se em todos 0s ensaios
que ocorreu um consumo sequencial. A glucose foi o primeiro composto a esgotar-se, sendo que o
consumo da maltotriose € iniciado justamente apds o consumo maioritario da maltose, tal como
evidenciado no ponto 2.2.3.3. Repara-se também que a maltose ndo foi totalmente esgotada nos trés
cenarios de estudo, porém este dissacarido encontra-se em maiores propor¢des no inicio da
fermentagéo, sendo maioritariamente consumido, mas dificilmente metabolizado quando presente em

concentracdes residuais.
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No grafico da Figura 15, referente & Fermentagdo Sequencial, observa-se que ndo ocorre
praticamente o consumo destes acUcares por parte das bactérias laticas (entre as zero horas e as 48
horas), uma vez que as concentracdes dos mesmos permanecem quase inalteradas, estando em
concordancia com a andlise do °Brix (p>0,05). Contudo, ap0s a inoculagdo da levedura no mosto, o
consumo da glucose foi ligeiramente retardado, tendo demorado mais tempo comparativamente aos
outros ensaios. Estas observagfes possibilitam assim admitir que o desempenho do consumo de
aclcares provém significativamente da presenca de leveduras. Ja a velocidade de consumo dos
restantes aclcares permanece igual nos trés ensaios efetuados, o que do ponto de vista tecnoldgico
transparece que é mais viavel inocular a microbiota no mesmo momento, como assim representa o

ensaio de Consorcio.

Relativamente a questdo da producéo de glicerol, os trés ensaios comprovam que a producao
deste metabolito podera ser atribuida as leveduras, uma vez que ndo aparenta qualquer evolucao
significativa nas primeiras 48 horas da Fermentacdo Sequencial. Porém, uma producdo maior de
glicerol permite uma maior sobrevivéncia das BAL, pois estes microrganismos utilizam este metabolito
gquando sao sujeitos a um stress osmatico (Bartle et al., 2019). Além disso, o produto final dos restantes
ensaios, devido ao aumento de pelo menos o dobro da concentragéo inicial de glicerol, podera a nivel

sensorial resultar numa cerveja com maior viscosidade, maior corpo.

Quanto ao principal produto de fermentag¢éo alcodlica dos acgUcares, o etanol, de um modo
muito sucinto é possivel visualizar que ha uma maior producao deste composto no ensaio do Consorcio.
Este comportamento é justificado pela rapida assimilagdo dos monossacéridos por parte das leveduras,
permitindo assim a producdo de etanol. Mais uma vez est4d demonstrado que na Fermentacéo
Sequencial, as BAL ao atuarem isoladamente nas primeiras 48 horas ndo tém um papel preponderante
na producéo de etanol.

Uma observagdo efetuada na Fermentacdo Sequencial relativamente as BAL é que estas,
mesmo que consigam resistir a um meio como o mosto de cerveja, nao tém a capacidade de se
multiplicarem, necessitando possivelmente que as leveduras atuem e hidrolisem parcialmente os di e
trissacaridos para que as BAL os possam metabolizar. Ao comparar o esgotamento dos aglcares entre
0 ensaio da Fermentagcdo Sequencial e 0 Consorcio, neste Ultimo cenério este € mais célere, o que
pode comprovar que as leveduras possam produzir fatores de crescimento necessarios para que as
bactérias laticas auxiliem no consumo destes compostos e consequente crescimento, a semelhanca
do que é por exemplo observado no caso do kefir de 4gua (Leroi e Pidoux, 1993). Para além disso, L.
plantarum sendo heterofermentativa facultativa, tal como as leveduras, consome preferencialmente
glucose, enquanto que L. brevis sendo heterofermentativa obrigatoria podera consumir primeiramente
a maltose (Peyer, 2017). Este ultimo aspeto, poderd justificar a maior velocidade de redugéo deste

dissacéarido na Fermentacao Sequencial e no Consorcio, relativamente ao ensaio Controlo.

Além dos compostos consumidos e produzidos representados na Figura 15, também foi consumida
frutose e produzidos &cidos organicos, como acido latico e acético. Estes compostos ndo estdo
representados uma vez gque se encontravam numa concentracdo muito préxima de zero. Os acidos

organicos produzidos ddo a entender que ocorreu uma fermentagdo hétero-latica por parte das
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bactérias laticas. De forma a estudar-se a producéo destes acidos dever-se-ia ter feito uma andlise de
absorvancia na gama do ultravioleta, uma vez que o método utilizado (medi¢do do indice de refracdo
dos agucares por HPLC) néo é tao sensivel para a dete¢cdo e quantificacdo destes compostos (Yu et
al., 2020).

Conciliando ainda a andlise do consumo de aclUcares com a evolugdo da viabilidade da
microbiota, observa-se que apdés o consumo dos monossacaridos ndo ocorre multiplicacdo da
viabilidade de leveduras nem de bactérias laticas.

4.3.2.3. Analise do amido

De modo a quantificar o teor de amido antes e apés a fermentagdo utilizou-se o método
espetrofotométrico do acido 3,5-dinitrosalicilio (DNS). Esta andlise, além da quantificacdo de amido no
mosto e no final da fermentacdo, permitiu quantificar o teor de aclcares redutores, sendo que na

cerveja estdo presentes a glucose, maltose, maltotriose e frutose (MacLeod, 1953).

Tal como indicado nos métodos, as amostras analisadas (inicio e fim de fermentacéo) foram
submetidas ao mesmo método de analise, variando volumes e diluicdes para a analise ao sobrenadante
e para o pellet, com a presenga ou auséncia da enzima a-amilase. Determinadas as absorvancias, com
recurso a reta de calibragdo presente no Anexo Il e multiplicadas pelo fator 0,9 (Yong et al., 2019),
foram calculadas as concentragdes dos agucares redutores (na auséncia de a-amilase) e de amido
(calculado a partir da diferenga entre os valores das amostras hidrolisadas pela a-amilase e das

mesmas amostras sem a enzima).

Na Figura 16 observam-se as médias e os desvios-padréo correspondentes as concentracdes

de amido e agUcares redutores, respetivamente.
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Figura 16: Quantificacdo do teor de amido (A) e dos aglcares redutores (B) no inicio e final da fermentagéo.

Em ambos os graficos presentes na Figura 16 o tempo zero corresponde a média, assim como

os desvios-padrao, dos tempos iniciais dos trés ensaios em duplicado.

Como € observavel e expectavel, existe uma reducdo do amido e dos aglcares redutores
durante o processo de fermentacdo em todos 0s ensaios efetuados, sendo notavelmente maior no
ensaio do Consoércio, onde ocorre uma reducdo do valor inicial (28,343 g/L) para um valor final de
14,582 g/L de amido.
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Complementando este estudo com a andlise estatistica, conclui-se que quer para o teor de
amido, quer de acUcares redutores, o inicio da fermentacgéo é significativamente diferente de todos os
resultados obtidos nos trés ensaios (p<0,05), porém comparando apenas entre os finais das

fermentacBes estes ndo apresentam uma diferenca significativa (p>0,05).

Ainda relativo & quantificacdo dos acUcares pelo método DNS contém um erro associado,
comparativamente aos resultados determinados por HPLC, sendo este Ultimo considerado mais fidvel
na detecéo e quantificacao destes componentes. Porém, e de forma a quantificar o teor de amido, este
deve ser comparado aos acUcares determinados pelo mesmo método. Assim, uma forma de obter um
valor mais proximo da realidade nos trés ensaios € a partir da extrapolacédo da relagdo deste método

colorimétrico aos resultados obtidos dos agucares por HPLC.

4.3.2.4. Analise do teor de gluten
Relativamente ao conteddo em gliten de cada uma das fermentacdes realizadas os resultados
obtidos encontram-se apresentados na Figura 17.
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Figura 17: Teor em gluten nas cervejas produzidas pelo método padrdo e por co-fermentagdo com BAL (adi¢céo
sequencial e consorcio).

Tal como é possivel observar na Figura 17, o mosto ndo fermentado apresenta um valor de
gldten de 113,1 ppm. Apos a fermentagdo dos trés ensaios, todos apresentaram uma redu¢éo, sendo
gue no Controlo em termos estatisticos esta ndo € considerado como sendo uma reduc¢do significativa
(p>0,05).

Em ambas as fermentacdes com BAL as cervejas obtiveram uma reducéo de concentragéo de
glaten significativa comparativamente ao mosto por fermentar e entre os diferentes ensaios (p<0,05),
cujos valores médios finais para a Fermentagdo Sequencial obtida foi 83,4 ppm e no Consorcio 102,8
ppm. Esta reducéo foi mais significativa no caso da Fermentagdo Sequencial, na qual as BAL foram
adicionadas no inicio da fermentacéo, sé sendo adicionada a estirpe de S. cerevisiae ao fim de 48
horas de fermentacao, tendo sido a Unica em que o0 processo permitiu obter uma maior reducéo do teor

em glaten, revelando ser o mais promissor (p<0,05).
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Comparando os ensaios Fermentacdo Sequencial e Consorcio, é possivel afirmar que a
ativacdo das proteases pelas BAL ¢€ iniciada logo ap0s a inoculagédo destas no mosto, reduzindo o teor
de glaten. Apesar de existir uma interacdo entre as estirpes inoculadas e de as leveduras
disponibilizarem substrato, hidrolisando parcialmente os acUcares presentes de forma a manter as BAL

vidveis, estes microrganismos reduzem significativamente o teor de gliten quando isolados.

Neste caso, os valores obtidos no ensaio relativo & Fermentacdo Sequencial (83,4 ppm),
segundo consta no regulamento (CE) n.° 41/2009, permite alegar esta cerveja como sendo de “teor
reduzido de gluten”, uma vez que contém valores inferiores a 100 ppm, porém néo pode ser classificada
como cerveja “sem glaten” dado que estes teores ainda séo superiores aos 20 ppm considerados no
regulamento (Vassiliou, 2009).

4.4.Avaliagcéo dos parametros em andlise na pds fermentacéao

Terminada a fermentacéo, a Tabela 10 sumariza o perfil dos parametros avaliados resultantes
de cada ensaio, comparativamente ao mosto. Estes valores representados sao relativos as médias das
fermentacbes efetuadas em duplicado de cada ensaio + desvio-padrao. Relativamente aos aglcares
residuais expressos na tabela, estes representam a soma das médias das concentracdes finais de
glucose, maltose e maltotriose, respetivamente.

Tabela 10: Caracteristicas dos trés ensaios no final da fermentacéo.

Final da Fermentacao

Mosto Controlo Fgggﬁgrt_]ac?glo Consorcio
Aclcares (g/L) 65,65 + 13,052 0,67 +0,90° 0,54 £0,71¢ 0,67 +0,87°
Glicerol (g/L) 0,09 + 0,04 1,958 1,38 £ 0,058¢ 2,04 £0,22°¢
Etanol %(v/v) 0,02 +0,03¢ 3,31¢ 2,62 +0,25° 4,35 £0,379
°Brix 12,53 + 1,55P 7,85 +1,01F 6,43 +0,81F 7,85 +0,49F
pH 5,33 £0,21" 4,33 4,38 +0,01i 4,37 +0,07!

Teor (dgG;LA)mido 28343 +0,13¢ | 17,35+2,50t | 19,28+ 345" 14,58

Teor(ggnf;me” 113,10% 111,50% 83,40" 102,807

Embora o consumo de acglcares tenha sido mais demorado no ensaio da Fermentagéo
Sequencial, este apresenta um maior consumo total, além disso, esta observacdo também é
comprovada pelo °Brix, uma vez que este ensaio apresenta menor valor neste parametro. Também
neste ensaio € percetivel compreender que a insercdo das leveduras tardia, comparativamente aos

outros cenarios, afetou a producao de etanol.

Outro aspeto visivel nesta tabela é que a acidez resultante do metabolismo das bactérias acido
laticas nao interfere com o momento em que estas sdo inoculadas, uma vez que o pH é

consideravelmente igual entre o ensaio da Fermentacédo Sequencial e a do Consércio.
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Estes valores representados na Tabela 10 ndo séo, contudo, relativos ao produto final, uma
vez que ainda se adicionou sacarose (6 g/L) de forma a fomentar uma refermentacdo em garrafa e

permitir a carbonatacéo da cerveja.

4.5 Anédlise sensorial

Apos refermentacéo em garrafa, os produtos finais de cada ensaio foram sujeitos a uma analise
sensorial, sendo que os inquiridos nesta prova foram consumidores ndo treinados e néo celiacos. Desta
forma, o teste implementado nao contém descritores concretos, contudo efetuou-se um teste aceitacéo
do produto, utilizando alguns pardmetros, tais como aparéncia, aroma e sabor, bem como a respetiva
ordenacdo de preferéncia, prova presente no Anexo IV. Nesta prova, os codigos utilizados foram: TE8
para a cerveja resultante do ensaio Controlo, D3F corresponde ao ensaio Fermentagdo Sequencial,

enquanto o 1XC é respeitante ao Consdércio.

Face aos 34 provadores inquiridos foi possivel apurar os seguintes resultados apresentados
na Figura 18.
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Figura 18: Resultados da andlise sensorial dos produtos finais relativos aos trés ensaios efetuados.

Embora o teste presente no Anexo IV tenha sido classificado por um sistema nao-numérico, foi
convertido para uma escala numérica, de forma a possibilitar e facilitar a analise dos dados, tornando-

se mais percetivel.

Analisando de um modo geral o grafico aranha presente na Figura 18, os trés produtos finais
possuem uma maior cotacdo média na cor, que foi grandemente avaliada como um aspeto agradavel.
Com menor cotacdo encontram-se os parametros de claridade e a formacéo e retencdo de espuma. A
claridade para os trés produtos foi classificada maioritariamente entre um produto turvo ou com ligeira
turbidez. Este aspeto pode dever-se a falta da etapa de filtragcdo no processo artesanal de cerveja
comparativamente a producéo industrial, bem como a ndo precipitacdo da maioria das proteinas apos
engarrafamento. Porém, esta classificagdo atribuida “de serem turvas”, ndo devera ser considerado um

aspeto negativo, uma vez que as cervejas do estilo Weiss, ao utilizarem trigo (cereal com maior teor
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proteico), resultam em cerveja mais turvas quando comparadas a cervejas de outros estilos que utilizam

exclusivamente malte de cevada (ERlinger, 2009).

A cerveja resultante da Fermentacdo Sequencial apresenta uma melhor pontuacéo
relativamente a claridade (2,27 em 4), esta pode dever-se ao facto das BAL terem uma acao proteolitica
capaz de diminuir o teor de glaten quando atuam isoladamente no mosto, reduzindo o teor de proteina

e originando cervejas menos turvas.

Quanto a formacao e retencdo de espuma, sendo uma cerveja do estilo Weissbier, conhecida
por possuir uma espuma estavel e consistente, os resultados obtidos das provas nao refletem as
carateristicas desejadas. A espuma é importante para reter o aroma e flavour, desacelerar a libertacéo
de CO2 e manter a temperatura (ERlinger, 2009). Durante a prova, as trés cervejas nao verificaram uma
formacao e retencdo de espuma agradavel, sendo esta quase nula. Este aspeto podera estar
relacionado com a forma de como foram servidas nos copos, dado que na maioria das provas tentou-
se evitar verter os depdésitos presentes da garrafa resultantes das leveduras. Noutras situacdes ocorreu
formacéo de espuma, porém prejudicou a avaliagdo da claridade, resultando numa cerveja turva. Algo
que pode confirmar esta hipdtese sdo 0s comentarios relativos ao sabor e aroma que foram percetiveis
e que permaneceram durante a prova, 0 que evidencia que a problematica relativa a espuma pode

dever-se a forma como foram servidas as amostras.

Sabendo que as trés cervejas produzidas resultam do mesmo mosto do estilo Weissbier,
diferenciando-se apenas nas estirpes inoculadas presentes na Tabela 8, denota-se que a cerveja
resultante do ensaio Controlo € a que possui uma melhor classificacdo na maioria dos parametros
avaliados, com uma pontuacdo média de 2,78 em 4, seguindo-se da cerveja Consdrcio com 2,40 e, por

ultimo a Fermentacdo Sequencial com 2,24. Esta conclusdo também é reforcada no pardmetro

respeitante a intencao de compra do produto, onde se pode averiguar a mesma ordem.

Ainda na prova sensorial foi questionado se haveria semelhancgas entre as trés cervejas, as
respostas foram muito dispares, sendo que 31,25% reconheceu que as cervejas ndo eram idénticas
entre si e 25% considerou que o produto correspondente ao Controlo era semelhante ao do Consércio.
Outra observacao interessante obtida neste questionario foi que a pouca expresséo visual de espuma
poderia induzir o consumidor a pensar que a cerveja poderia estar “morta”, mas que durante a

degustacio a maioria considerou assinalar a resposta “Ligeiramente carbonatada”.
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5. Conclusobes finais e perspetivas futuras

A industria cervejeira tem demonstrado um crescimento relativamente a melhoria tecnolégica
dos processos, a inovacao de matérias primas de forma a ganhar notoriedade no mercado e a suprir
todas as necessidades do consumidor, fazendo com que a identidade do consumidor se relacione com

0 produto.

Dado que uma das principais preocupacgfes dos consumidores € a sua saude e que a
prevaléncia de alergias e intolerancias alimentares, mesmo sendo ainda sub-diagnosticadas, tem vindo
a aumentar, os consumidores sao motivados a procurar produtos alimentares que contribuam para a
manutencdo ou melhoria do seu bem-estar. Em 2018, estimou-se que pelo menos 1% da populagéo
portuguesa fosse doente celiaca, sendo ainda maior o nimero de pessoas que apresenta algum grau
de intolerancia ao gluten. Desta forma, o presente trabalho teve o intuito de estudar a possibilidade de
reducdo do teor de gliten numa cerveja de trigo por processos fermentativos, utilizando bactérias
laticas em co-fermentacdo com uma estirpe comercial de Saccharomyces cerevisiae. Esta estratégia
surgiu como forma a possibilitar a producéo de uma cerveja tendo por base o mesmo tipo de cereais
habitualmente usados em cervejas com gliten e manter assim as caracteristicas sensoriais do produto

final tAo préximas quanto possivel das cervejas tradicionais.

Comparando os ensaios efetuados, é possivel concluir que as bactérias laticas nao tiveram um
impacto consideravel em diversos parametros fisico-quimicos do produto final: tais como pH, °Brix e
ainda o consumo de acUcares analisados por HPLC. Desta forma e observando os resultados da
andlise sensorial, é possivel afirmar que as bactérias laticas ndo alteraram negativamente a identidade
da cerveja, uma vez que ndo acidificaram acentuadamente o meio, nem houve producao significativa
dos metabolitos resultantes da fermentacdo heterolatica (acido acético e &cido latico). Ainda que
viaveis, estes microrganismos nao resistiram ao meio do mosto, sendo que as leveduras S. cerevisiae
Blanche impulsionaram, como expectavel, o processo de fermentacao. Por sua vez as BAL devido aos
seus sistemas proteoliticos, possibilitaram a reducdo do teor de gliten, sendo visivel que na

Fermentacdo Sequencial ocorreu uma reducao superior relativamente ao Consorcio.

O objetivo deste estudo em reduzir o teor de gliten numa cerveja do estilo Weissbier foi bem-
sucedido em ambos os ensaios por co-fermentacdo com bactérias laticas. De um mosto com 113,1
ppm de gluten, o ensaio correspondente a Fermentacdo Sequencial reduziu para um teor de 83,4 ppm,

ja o ensaio relativo ao Consércio obteve um teor de glaten equivalente a 102,8 ppm.

Como consta no Regulamento (CE) n° 41/2009, um produto alimentar pode conter a alegacéo
“teor muito baixo de gluten” se obtiver valores inferiores a 100 ppm. Desta forma, a cerveja resultante
do ensaio da Fermentacdo Sequencial cumpre a condicdo alegada. Contudo, a Fermentacéo
Sequencial, mesmo sendo o modo mais eficiente para a reducdo do glaten, pode suscitar outras
desvantagens para a producéo de cerveja, nomeadamente a nivel tecnoldgico, pois o facto de inocular
os diferentes microrganismos em momentos distintos complica o processo de fabrico, ao invés da
inoculagdo conjunta, e além disso pode comprometer a seguranca do mosto e promover possiveis

contaminacoes.
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Esta tematica estudada origina uma pandplia de trabalhos futuros como o estudo do impacto
de cada estirpe de bactérias laticas utilizada neste trabalho perante o mosto de cerveja, de forma a
entender, tanto a nivel fisico-quimico como sensorial, o contributo individual das mesmas. Também
seria interessante utilizar-se outras estipes de bactérias laticas como as L. sanfranciscensis, tendo sido

anteriormente utilizadas em estudos relativos a reducéo de glaten noutros produtos alimentares.

O presente trabalho selecionou o estilo Weissbier, uma vez que esta contém um teor de glaten
elevado comparativamente a outras cervejas, porém seria Gtil aplicar esta temética noutros estilos, com

menor teor de glaten.

Além das andlises efetuadas poder-se-ia estudar o perfil dos compostos aromaticos

desenvolvidos em cada ensaio e uma analise sensorial a um painel de provadores treinado.
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Anexo |: Curvas de calibragdo HPLC
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Anexo Il: Amido

Preparacéo das solucgbes:

e Solucdo de KOH (2 M): o peso molecular do KOH é 56,1 g/mol, de modo a preparar uma
solugdo com 2 mol/L devera adicionar-se 112,2 g de KOH a um litro de 4gua destilada.

e Solucdo PBS (Phosphate buffer saline): para a preparagéo desta solu¢éo é necessario
preparar, de forma independente, duas solugdes: solucdo A e B. A solucéo A (de KzHPO4
a 0,2 M), para um litro de solucao é constituida por 34,8 g de K2HPO4, enquanto que
para a solucao B (de KH2PO4 0,2 M) necessita de 27,2 g para perfazer o mesmo volume.
Para a preparacdo do PBS com pH 6,9; mistura-se 50,1 mL da solu¢cdo A com 49,9 mL
da solucdo B. Por fim, deve-se confirmar o valor do pH da solugdo PBS, que deve ser
de 6,9.

e Ainda para a quantificacdo do amido, preparou-se uma solucdo com 50 mL de PBS
juntamente com 20 mg de a-amilase (2,5 MU da Sigma).

e Solucdo de DNS (Dinitrosalicylic Acid Solution): dissolver 10 g de acido 3,5-dinitrosalicilio
em 500 mL de agua destilada. Sob agitacdo, adicionar-se lentamente 30 g de tartarato
de sdAdio e potassico tetrahidratado e acrescentar 16 g de NaOH. Perfazer com agua
destilada até ao volume final de um litro. De forma a que essa solugéo seja protegida da
luz deve-se envolver o recipiente com folhas de aluminio e manté-la num local protegido

da luz.

Para efetuar a leitura das concentracbes de amido presente em cada amostra, foi
previamente construida uma reta de calibracao utilizando glucose de concentrac6es conhecidas.
Esta reta apresenta-se na Figura 22.
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Figura 22: Reta de calibracdo de glucose efetuada para a determinacdo do teor de amido nas amostras
antes e apos fermentacéo.
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Anexo lll: Curva de Calibracao da Gliadina para o método de quantificagdo do gluten

Curva de Calibracao Gliadina
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Figura 23: Curva de calibracdo de gliadina para a quantificacéo do teor de gluten das amostras em estudo.



Anexo IV: Prova de andlise sensorial de cervejas

IndicacBes e dados pessoais
POR FAVOR LEIA TODAS AS INSTRUCOES ATENTAMENTE.

A seguinte prova de andlise sensorial de cervejas do estilo Weissbier (cerveja a base de
trigo) insere-se no ambito da realizagdo de uma dissertacdo de mestrado em Engenharia
Alimentar. Por favor, ndo comente as suas opinibes até que todas as pessoas do seu
grupo/agregado tenham efetuado e submetido a prova, de forma a n&o influenciar nem
comprometer a opinido de cada um. Caso seja ALERGICO e/ou INTOLERANTE ao GLUTEN,

deverd informar o responséavel pela prova, antes da andlise sensorial.

Uma vez que nos encontramos nesta crise pandémica, a presente prova ndo podera ser
realizada numa sala de prova adequada ao efeito. De forma a superar esta situagdo
inconveniente que limita a andlise sensorial, pedindo desde ja desculpa, esta prova devera ser
realizada num local calmo, silencioso, luminoso e sem estimulos (presencga de outras pessoas,

presenca de produtos alimentares que a prova ndo permita, som da televisdo ou musica).

Antes de iniciar a prova certifique-se que tem a sua frente trés copos de vidro
transparentes identificados com os cédigos das amostras, um copo com agua e, se possivel,
rodelas de magé ou bolachas crackers (de dgua e sal) - tudo isto serd facultado pela responsével

da prova. Muito obrigada pela sua colaboragéo!

Data de realizacdo da prova: !

Idade:
o 18-25 o b56-65
o 26-35 o 66-79
o 36-55 o >80

Com gue frequéncia consome cerveja:

o Diariamente o Vérias vezes ao més
o Varias vezes por semana o Algumas vezes por més
o Algumas vezes por semana o Raramente

Analise Sensorial de Cervejas

Ira receber trés amostras de cerveja. Registe/memorize o cdédigo das amostras presentes no topo
das folhas de prova, de modo a néo repetir a avaliacéo e responda adequadamente aos atributos

em avaliacao.

Cédigo da amostra:




o TE8
o D3F
o 1XC

Por favor, beba dgua antes de provar o produto de modo a limpar o palato e eliminar qualquer sabor

presente na boca (como por exemplo o da analise efetuada anteriormente).

Amostra . Servida a bebida faca uma atenta observacéo, cheire e prove. De seguida, responda as

seguintes questdes de acordo com a sua opinido.

Aroma

Cor Claridade Formacéo e Retencéo
de Espuma

Muito o Transllcido Muito agradavel
agradavel o Claro Agradavel
Agradavel o Ligeira Indiferente
Indiferente turbidez Desagradavel
Desagradavel o Turvo Muito
Muito o Opaco desagradavel
desagradéavel
Sabor Carbonatacéo Apreciacéo global
Muito o Carbonatada o Muito
agradavel o Ligeiramente agradavel
Agradavel carbonatada o Agradavel
Indiferente o Ausente o Indiferente
Desagradavel (morta) o Desagradavel
Muito o Muito
desagradavel desagradavel

Observacdes:

Muito
agradavel
Agradavel
Indiferente
Desagradavel
Muito

desagradavel

Intencdo de Compra

o Compraria de
certeza

o Provavelmente
compraria

o Néo sei se
compraria

o Provavelmente
nao compraria

o N&o compraria

de certeza
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Provadas as 3 amostras, ordene-as (TE8, D3F, 1XC) consoante a sua apreciacao.

TES

D3F

1XC

12 opgéo (mais apreciada)

22 opcéo

32 opc¢éo (menos apreciada)

Existem amostras idénticas? Se sim, indique quais.

Tem alguma observacao geral gue possa complementar esta avaliacdo?

Muito obrigada pela sua disponibilidade!
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