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RESUMO

O presente trabalho trata da relevancia da padronizacdo de analises e do controle
de qualidade na producéao cervejeira, principalmente na produgao artesanal, na qual
0 menor porte no processo produtivo por vezes dificulta a analise coerente de alguns
parametros importantes como o amargor (IBU) e a cor (EBC) do produto final. Com
0s objetivos de estudar essa problematica e aborda-la no contexto da padronizagao
de processos dentro do Laboratério de Cervejas e Matérias-Primas (LACEMP) no
IFES campus Vila Velha, visando torna-lo um laboratério de referéncia no estado do
Espirito Santo, foram produzidos alguns Procedimentos Operacionais Padrao
(POPs) com base nas normas da Analytica EBC (European Brewery Convention).
Foram estudados a teoria e os procedimentos para analise de amargor, cor,
dicetonas vicinais, polifenéis e flavonoides. Quatro amostras de cervejas artesanais
foram compradas em supermercado e utilizadas para as analises de amargor e cor
em laboratério, resultando em 2 valores de amargor (IBU) discordantes com os
rétulos. Assim, os resultados foram discutidos e concluiu-se sobre a importancia da
padronizagao e frequéncia de realizagéo na rotina de uma cervejaria e/ou laboratério

cervejeiro.

Palavras-chave: Padronizagdo. Anadlises. Cerveja. Qualidade. Procedimento

Operacional Padrao.



ABSTRACT

The present project deals with the relevance of standardization of analyzes and
quality control in brewing production, mainly in craft beer production, in which the
smaller size in the production process sometimes disturbs the coherent analysis of
some important parameters such as bitterness (IBU) and color (EBC) of the final
product. With the aim of studying this issue and addressing it in the context of
standardization of processes within the Laboratory of Beers and Raw Materials
(LACEMP) at the IFES campus Vila Velha, aiming to make it a reference laboratory
in the state of Espirito Santo, were produced some Standard Operating Procedures
(SOPs) based on Analytica EBC (European Brewery Convention) standards. The
theory and procedures for analyzing bitterness, color, vicinal diketones, polyphenols
and flavonoids were studied. Four craft beer samples were purchased at a
supermarket and used for laboratory analysis of bitterness and color, resulting in 2
bitterness values (IBU) discordant with the labels. Thus, the results were discussed
and it was concluded on the importance of standardization and frequency of

realization in the routine of a brewery and/or brewing laboratory.

Keywords: Standardization. Analytics. Beer. Quality. Standard operational procedure.
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1. INTRODUGAO

A agua, o malte, o lupulo e a levedura sdo os quatro ingredientes principais que
definem a fabricacdo da cerveja, uma bebida alcodlica fermentada e aromatizada
(KEUKELEIRE, 2000). O teor alcodlico proveniente dessa bebida € obtido a partir do
processo natural de fermentagdo do mosto de malte de cevada e agua potavel por
acao de leveduras, e a partir da adicdo de outros adjuntos cervejeiros, mas
principalmente o lupulo, onde nesse caso, a cerveja alcanga os teores de amargor e
aromas agradaveis caracteristicos da bebida (GUERREIRO, 2007).

Ha 5000 anos os sumérios e assirios utilizavam o processo de malteagao de
graos para produzir uma bebida fermentada a partir de cereais (GUERREIRO,
2007). Em decorréncia a sua longa histéria, a producdo cervejeira é prépria do que &
conceituado como biotecnologia tradicional (DRAGONE, MUSSATTO e SILVA,
2007). Embora os processos de (I) malteagao, (ll) produgdo do mosto cervejeiro,
(Ilhfermentagdao e (IV) processamento final (estabilizacdo, engarrafamento, etc)
sejam consistentes para definir a base da producao de cerveja, as possibilidades de
variagao na elaboragao de uma receita, utilizagdo de aditivos de maturacgao, textura,
sabores e aromas, assim como aprimoramentos no proprio processamento, sdo 0s
fatores responsaveis pelo avango do interesse em inovagdes voltadas ao mercado
cervejeiro (KEUKELEIRE, 2000; DRAGONE, MUSSATTO e SILVA, 2007).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), apresenta no
Anuario da Cerveja de 2020 (MAPA, 2021) que esse foi o primeiro ano em que todas
as Unidades da Federacao (UF) passaram a ter uma cervejaria, o0 que ocorreu com
a abertura da primeira cervejaria do Acre. Além disso, ja no ano de 2021 foi
alcancada a marca de 1549 cervejarias registradas no MAPA, o que representa um
aumento de 12,0% em relagdo ao ano anterior, quando haviam 1.383 cervejarias
registradas (MAPA, 2022). O Anuario ainda apresenta dados da Densidade
Cervejeira por UF, na qual o Espirito Santo ocupa o 3° lugar, com 72.079 habitantes
por cervejaria (MAPA, 2022).

Por definicado, de acordo com a Lei n° 13.097/15 (BRASIL, 2015) e o Decreto n°
8.442 (BRASIL, 2015), cervejaria artesanal € aquela que produz até 20 milhdes de

litros por ano e cerveja artesanal € aquela que possui em sua receita, no minimo,
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75% de malte de cevada. Em 2016 foi sancionada a Lei Complementar N° 155, a
qual incluiu as micro e pequenas cervejarias - aquelas que faturam até R$4,8
milhdes por ano - no regime tributario do Simples Nacional, desburocratizando
algumas questdes tributarias envolvidas na comercializacdo de cerveja (BRASIL,
2016).

Nesse sentido, no caminho da ascensdo de micro e pequenas produgdes
direcionadas aos produtos e servigos artesanais, a industria da cerveja artesanal
apresenta no Brasil um desempenho promissor, caracterizado, por exemplo, pela
representacado de 2% do PIB (Produto Interno Bruto) do pais. As particularidades de
um produto Unico, personalizado, de maior qualidade e complexidade sensorial

conferem a cerveja artesanal essa posi¢cao de destaque (FISPAL, [s.d]).

As produgdes artesanais cervejeiras enfrentam, de maneira geral, os desafios de
trabalhar com produtos cujo processamento requer manejos e cuidados especiais
por serem obtidos por alguns procedimentos e principalmente receitas originais, que
convém ao porte financeiro e também criativo de quem produz. Dessa forma, é
importante pensar e ressaltar quais sdo os possiveis métodos que aprimoram a

producao e garantem o controle de qualidade do produto final (BRIGGS et al, 2004).

A histéria e a ciéncia, juntas, apontam a relevancia da padronizagdo de

processos:

Em 1883, o cientista dinamarqués Emil Christian Hansen isolou as primeiras
culturas puras de levedura, iniciando sua utilizagdo de maneira controlada.
Esse procedimento conferiu a cerveja muito maior constancia de sabor e
qualidade. Todos esses avangos, aliados ao inicio da produgao industrial do
frio, langaram as bases para o desenvolvimento da industria cervejeira
moderna (GUERREIRO, 2007).

Os requisitos e procedimentos necessarios para o registro de estabelecimento
produtor de cerveja sdo determinados pela Instrugcdo Normativa n° 72/18 (MAPA,
2018), a qual exige: os dados gerais do estabelecimento, documentos do
responsavel legal, documentos do responsavel técnico e documentos do
estabelecimento. Neste ultimo, sao solicitados: (1) alvara de licenga para localizagao
emitida pelo 6rgao municipal ou DF, (ll) certificado de registro de estabelecimento,
quando possuir registro anterior e desde que este ainda esteja valido, (lll) cépia da
Inscricdo Estadual, (IV) copia de Contrato Social ou Estatuto, (V) copia do CNPJ,

(V1) laudo de analise de potabilidade de agua, (VIl) manual de boas praticas de
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fabricagéo, (VIII) memorial descritivo das instalagdes e equipamentos e (IX) projeto
(planta) do estabelecimento (MAPA, 2018; SINDICERYV [s.d]).

Isto posto, entende-se que o laudo de analise e potabilidade de agua é o unico
parametro fisico-quimico de analise necessario para registrar uma cervejaria no
Brasil, enquanto outros parédmetros importantes para a qualidade final do produto
desejado ndo sdo estabelecidos em lei pelo MAPA. Isso corrobora a situacédo de
muitas cervejarias estabelecerem parametros de cor e amargor, por exemplo,
apenas de acordo com as informagdes das matérias-primas adicionadas a
programas automatizados como o BeerSmith, sem ter um controle de qualidade
fisico-quimico real, o que interfere na originalidade, complexidade e qualidade do

produto final desejado.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Elaborar a padronizagdo de processos nas analises fisico-quimicas feitas pelo
Laboratério de Analises de Cervejas e Matérias-Primas (LACEMP) no IFES campus
Vila Velha, a fim de visar o laboratério como referéncia no estado do Espirito Santo,

por meio do controle de qualidade dos produtos e servicos oferecidos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elencar parametros fisico-quimicos de cervejas a partir de protocolos
internacionais oficiais.

o Padronizar esses protocolos internacionais aos equipamentos, materiais e
insumos disponiveis no LACEMP.

o Realizar analises de amargor (IBU) e cor (EBC) a partir de amostras rotuladas.

e Elaborar Procedimentos Operacionais Padrdao (POPs) e ajustar para serem
utilizados pelo LACEMP.
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3. JUSTIFICATIVA

Como uma bebida presente no cotidiano brasileiro e de grande aceitagao, a
cerveja - no manejo do presente estudo, a cerveja artesanal - movimenta o mercado
financeiro do pais, e sua producido esta em ascensao no Espirito Santo, levando o

estado a posi¢des de destaque nos ambitos produtivos.

Analisando este cenario como promissor mediante ao aumento na produtividade
de cerveja, e pensando em aprimoramento, inovagao e qualificagdo profissional,
surge em 2019 o Laboratério de Analise de Cervejas e Matérias-Primas (LACEMP)
no IFES campus Vila Velha, coordenado pelo professor Dr. Juliano Souza Ribeiro,
com o auxilio de docentes e discentes, dos cursos técnicos, de graduacgdo e

pos-graduacéao do IFES campus Vila Velha.

O interesse pela biotecnologia, bioquimica e quimica envolvidas na produgéo de
cerveja e suas matérias-primas - agua, malte, lupulo e levedura - deu luz as
primeiras brassagens - etapa inicial da produgao cervejeira, na qual os cereais
maltados sdo cozidos em agua quente -, que resultaram em cervejas de boa
palatabilidade, complexidade e corroboraram as primeiras analises fisico-quimicas
feitas pelo LACEMP.

Em 2019, o projeto do campo experimental de lupulo do IFES Vila Velha foi
posto em pratica na cidade de Viana, e a partir das colheitas, muito bem sucedidas,
passou a ser possivel a producdo de cervejas utilizando como matéria-prima as
variedades de lupulo plantadas e colhidas pelos proprios integrantes do laboratério.
Além disso, os parametros de qualidade do lupulo também passaram a ser
analisados (VERISSIMO et al., 2022). Em 2022 foi inaugurado no campus o prédio
de extensao tecnoldgica, que expandiu o espaco fisico e o porte de equipamentos

do LACEMP, e nesse contexto surgiu a ideia desse projeto.

A partir dos avangos descritos, do crescimento do laboratorio em equipamentos,
materiais, matéria-prima, equipe e sobretudo das parcerias do LACEMP com outros
campi, cervejarias locais e prefeituras, ocorre a necessidade da padronizagdo das
analises das cervejas produzidas e também solicitadas por cervejeiros parceiros,

bem como das analises do lupulo do campo experimental.
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Com o objetivo de inserir a biomedicina e suas areas afins - bromatologia,
controle de qualidade, bioquimica e biotecnologia - para sanar essa problematica, o
presente trabalho almeja a elaboragdo de Procedimentos Operacionais Padrao
(POPs) com enfoque em analise de cor (EBC), amargor (IBU) e alcoometria (ABU)
em cerveja e a-acidos e B-acidos em lupulo, baseados em protocolos oficiais

internacionais e adaptados a realidade do campus e do LACEMP.
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4. FUNDAMENTAGAO TEORICA
4.1. Matérias-primas
Agua
Como componente principal da cerveja, a agua € a matéria-prima mais
importante na sua fabricagcdo, e por isso €& importante ressaltar que suas

caracteristicas fisico-quimicas sdo fundamentais para a garantia da qualidade da
cerveja (JUNIOR, VIEIRA e FERREIRA, 2009).

Nesse sentido, ocorre que a escolha do local para instalagdo de uma cervejaria
precisa considerar a qualidade da agua, caso contrario pode necessitar de
tratamentos e correcbes mais minuciosas, o que apesar de ser uma realidade
comum em cervejarias de grande porte, acaba resultando em aumento de custos
(GUERREIRO, 2007).

Para a fabricacdo de cerveja, a agua utilizada, obrigatoriamente, deve ser
potavel, e como ja citado, pode sofrer corregbes quimicas conforme necessidades
em sua composigdo. Por exemplo, na produgcdo de cervejas mais adocicadas e
escuras, associa-se o uso de aguas com maiores teores de carbonato de calcio, por
outro lado, cervejas de caracteristicas mais amargas sao associadas as aguas com
elevados teores de sulfato de calcio (JUNIOR, VIEIRA e FERREIRA, 2009). Ainda
de acordo com JUNIOR, VIEIRA e FERREIRA (2009):

Muito do sucesso de certas cervejas deve-se as caracteristicas da
agua com que sdo produzidas. Por exemplo, a cerveja produzida
em Pilsen na Tchecoslovaquia ficou famosa porque a dgua utilizada em
sua producdo  apresentava uma  caracteristica peculiar com
baixissima salinidade o que conferia a bebida um paladar especial que
conquistou fronteiras chegando a originar um tipo de cerveja conhecido
no mundo inteiro como, “cerveja tipo Pilsen” (JUNIOR; VIEIRA;
FERREIRA, 2009).

Os parametros estabelecidos e exigidos pelo MAPA no laudo de analise
fisico-quimica e microbioldgica para uma boa qualidade de agua incluem: (l) cor, (ll)
turbidez, (lll) pH, (IV) coliformes fecais e (V) cloro residual, atestando sua

potabilidade (BRIGGS et al., 2004; ARAUJO, 2016; MAPA, 2018).

O padrdo de potabilidade de acordo com o indice de Qualidade das Aguas

(IQA), Ministério da Saude e MAPA indica os seguintes resultados necessarios: (l)
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cor: intensidade de cor <5 unidades; (Il) turbidez: <1 unidade; (lll) pH: 6,0 a 9,5; (IV)
coliformes fecais: auséncia de coliformes totais e Escherichia coli em 100 mL; (V)
cloro residual: maximo de 2 mg/L (FUNASA, 2013; MS, 2021). Nessa pesquisa, as
analises dos parametros de qualidade de agua n&o serdo abordados mediante a
auséncia de equipamentos necessarios no LACEMP, mas estabelece-se como

objetivo para pesquisas e trabalhos desenvolvidos futuramente.

Malte

O malte é um produto obtido pela germinagao parcial dos gréos de cereais, é
rico em agucares e por isso coloca-se como ingrediente de qualidade primordial no
processo de fermentacdo (GUERREIRO, 2007). Em 1516, Guilherme IV
(1493-1550), duque da Baviera, na Alemanha, gritou a primeira regulamentacao
sobre a cerveja no pais, a chamada Reinheitsgebot, ou Lei da Pureza da Cerveja
Alema, a qual estabelecia que toda cerveja produzida na Alemanha deveria conter
apenas agua, cevada e lupulo - a agao da levedura so6 foi descrita em 1800 e entao
incluida na lei de pureza em 1952 (DUTRA, 2019).

O malte de cevada utilizado na cerveja €, portanto, o grdo de cevada que
foi  submetido a um processo de germinagdo controlada, a fim de desenvolver
enzimas e modificar o amido, tornando-o mais macio e soluvel (JUNIOR;
VIEIRA; FERREIRA, 2009).

Portanto, entende-se que qualquer cereal pode sofrer os processos de
maltagem - malte de trigo, centeio, aveia e cevada -, mas em producgao cervejeira, a
primeira escolha se faz pelo malte de cevada, e especificamente a cerveja artesanal
precisa possuir em sua receita, no minimo, 75% de malte de cevada (JUNIOR,
VIEIRA e FERREIRA, 2009; BRASIL, 2015).

Em contrapartida a Lei da Pureza da Cerveja Alema e consequentemente ao
que se espera de um produto final, ocorrem algumas adaptacdes decorrentes da
reducdo da cevada e da adicdo de outros adjuntos relacionados - normalmente

maltes mais baratos - com o intuito de reduzir custos.

Nesse projeto, as analises dos parametros de qualidade do malte ndo serdo
abordados mediante a auséncia de equipamentos necessarios no LACEMP, mas

estabelece-se como objetivo para pesquisas e trabalhos desenvolvidos futuramente.
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Lapulo

O lupulo da espécie Humulus Ilupulus, € uma trepadeira perene cujas
flores/cones fémeas sdo ricas em: (l) resinas, responsaveis pelo amargor; (ll)
polifendis, que tém propriedades antioxidantes; e 6leos essenciais, relacionados
com o aroma. Apenas as flores nao fertilizadas das plantas fémeas do lupulo sdo de
interesse para a produgdo cervejeira, isso ocorre porque somente nelas s&o
encontradas quantidades significativas de glandulas de lupulina, responsaveis pela
secregao da lupulina, um p6é amarelo que contém as substancias quimicas ja citadas
de interesse (DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019).

Em torno de 97% do lupulo produzido é destinado a produgao cervejeira, e esse
indice alto diz respeito as caracteristicas de: (I) aroma, (II) amargor, (lll) estabilidade
coloidal, (V) atividade antioxidante e (V) atividade antimicrobiana que o lupulo
confere a cerveja. Nesse sentido, ao variar apenas a quantidade e/ou variedade de
[upulo utilizando uma mesma receita como base, é possivel obter como produto final
cervejas de caracteristicas de amargor e aroma significativamente distintas,
conferindo complexidade sensorial e originalidade (ARAUJO, 2016; GUERREIRO,
2007).

Na fragdo das resinas macias estdo os acidos amargos do lupulo, uma mistura
constituida de a-acidos e B-acidos. Estes, chamados respectivamente de humulonas
e lupulonas, podem corresponder de 5 a 21% da massa total do Iupulo em base
seca. Logo, de acordo com DURELLO, SILVA e BOGUSZ (2019):

No processo cervejeiro, os lupulos de amargor, isto €&, lUpulos que
apresentam mais de 10% de a-acidos, sdo adicionados no inicio da etapa
de fervura do mosto. Durante a fervura, que ocorre por 45 a 60 minutos em
média, as humulonas sofrem um processo de isomerizagdo originado os
iso-a-acidos ou iso-humulonas, que sdo mais amargos e mais soluveis em
agua que as humulonas.28 A isomerizagdo € uma reacgéo favorecida em
temperaturas elevadas (2100 °C) e, durante este processo, cada humulona
gera seus dois diastereoisbmeros na forma cis—iso—humulona e
trans—iso—humulona (DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019).

As analises dos parametros de qualidade do Iupulo n&do serdo abordadas
especificamente, porém, a pesquisa dessa tematica ja € uma realidade no LACEMP,
com pesquisas e analises em andamento a partir do plantio no campo experimental

sediado na cidade de Viana.
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Levedura

Leveduras sdo utilizadas como fermento na produgédo cervejeira em razdo da
capacidade de realizarem fermentacdo alcodlica e transformarem acucares
fermentaveis em alcool. As espécies mais utilizadas sao do género Saccharomyces,
para alta fermentacéo (Ale) a Saccharomyces cerevisiae e para a baixa fermentagao
(Lager) a Saccharomyces pastorianus (GUERREIRO, 2007).

Cada cervejaria tem suas préprias escolhas de cepa a serem utilizadas na etapa
de fermentacdo, pois apesar de todas realizarem basicamente a transformacéo de
agucares em alcool e gas carbbnico, podem ocorrer variacbes de sabor e aroma
provenientes das diferencas de metabolismo (JUNIOR, VIEIRA e FERREIRA, 2009).

As analises dos parametros de qualidade de levedura ndo serdo abordadas
especificamente, porém, a pesquisa dessa tematica ja € uma realidade no LACEMP,

com pesquisas vinculadas a cervejarias parceiras em andamento.

4.2. Tipos de cerveja

A cerveja provém de trés familias de produgado: as de (I) baixa fermentacgao,
denominadas tipo Lager, as de (ll) alta fermentagdo, chamadas Ale e as cervejas de
fermentagao espontanea, sao fatores de variagao: (I) o tempo de fermentacao, (ll) a
temperatura e (lll) a cepa de levedura utilizada. As Lager possuem um maior periodo
fermentativo, o que resulta normalmente em caracteristicas de uma cerveja clara,
com pequenas variacdes de coloragao a depender da variedade de malte utilizado.
Por outro lado, as cervejas Ale sdo processadas em temperaturas mais altas,
resultando em cervejas com maior teor alcodlico e propriedades de aroma, sabor e
corpo mais acentuados (VELLOSO, 2020).

4.3. Processamento

Apo6s escolher o estilo de cerveja que sera produzido, bem como a receita, as
matérias-primas e possiveis aditivos, inicia-se a produgao, que consiste em diversas

etapas que passam desde o preparo dos ingredientes até a embalagem.

Na etapa da maltagem, os graos utilizados como fonte de amido sé&o
preparados. Sao colocados de molho por cerca de 40 horas, sofrem um repouso de

5 dias e depois sao secos, em processo de exposicao a altas temperaturas em forno
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de forma gradual. Finalizado o processo de secagem, os graos sao denominados
malte (CARVALHO, 2007).

Na segunda etapa comega a mostura, que consiste na extragédo e hidrolise dos
componentes do malte e solubilizagdo dos carboidratos - agucares do malte - sob
temperatura e tempos controlados, além de constante agitagdo. A solugao de mosto
composta por agua potavel e malte contém: proteinas, aminoacidos, sais minerais e
carboidratos, os quais sdo disponibilizados a partir de enzimas contidas no préprio
malte. A degradacdo dos amidos ocorre em trés etapas: () gelatinizagao, (ll)

liquefacéao e (lll) sacarificacao.

Na primeira, as moléculas de amido sdo quebradas de forma repentina, sendo
convertidas de forma facilitada pelas enzimas do tipo amilase; Posteriormente, na
liquefagédo, ocorre a absorgdo de agua pelo amido, e esse processo é conduzido
enzimaticamente pela a-amilase; em seguida, durante a etapa de sacarificagao,
ocorre a formagao dos acgucares que serao utilizados na fermentagao (ABOUMRAD;
BARCELLOS, 2016; BRIGGS et al, 2004; SCHUINA, 2018). Ao final da mostura, o
mosto - liquido acucarado extraido na sacarificacdo - € drenado - o mosto é
separado da casca e do material ndo solubilizado - e levado a fervura (CARVALHO,
2007).

Na etapa da fervura, o mosto € levado a ebulicdo e sofre esterilizagao, que
inativa microrganismos contaminantes, como bactérias e leveduras selvagens. Além
disso, as enzimas amilases e proteases ainda presentes também sao inativadas, por
coagulagdo das proteinas, que sao precipitadas em flocos. Ocorre também a
evaporagao da agua - que reduz o volume inicial do mosto - e dos compostos
volateis indesejaveis, que sdo entdao removidos (BRIGGS et al, 2004; SCHUINA,
2018).

Na etapa da fervura o lupulo € adicionado, e nesse processo de adicao primaria
ocorre 0 aumento do amargor, por intermédio da isomerizagdo dos a-acidos contidos
nos lupulos (ABOUMRAD; BARCELLOS, 2016; CARVALHO, 2007; SCHUINA,
2018). Por conseguinte, de acordo com JUNIOR, VIEIRA e FERREIRA (2009):

Muitas vezes, o lUpulo é acrescentado quando a fervura estd no meio

ou mesmo no final, outras vezes pode ser adicionado em parcelas
durante o processamento. A razdo é que o0s Oleos essenciais
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responsaveis pelo desenvolvimento do aroma s&o volateis, podendo
perder-se na fervura (JUNIOR; VIEIRA; FERREIRA, 2009).

Ao final da fervura o mosto passa por resfriamento enquanto é agitado para que
o trub (material mucilaginoso formado a partir da juncao das proteinas do malte, com
os taninos, que séo polifendis do malte e do lupulo e outras particulas que podem
estar presentes no mosto) seja decantado e separado, e o mosto alcance

rapidamente a temperatura ideal para inoculagéo da levedura (SCHUINA, 2018).

Inoculada a levedura, inicia-se o processo de fermentacdo. Por se tratar de um
microrganismo anaerobio facultativo, a presenga do oxigénio dissolvido no mosto
facilitara o processo de adaptacao da levedura ao meio, promovendo o crescimento
celular com formagdo de CO:2 e agua. Esgotado o oxigénio, em ambiente de
anaerobiose tem inicio o processo de fermentagao alcodlica a partir da glicose e de
outros agucares presentes no mosto (BRIGGS et al, 2004; SCHUINA, 2018).

Na etapa seguinte, chamada maturacéo, a levedura acumulada é separada da
cerveja, que é resfriada para passar por alteragoes referentes a reducao do nivel de
outros compostos indesejaveis, como acetaldeidos e compostos de enxofre, além de
ser possivel adicionar substancias voltadas aos ajustes de cor, amargor e sabor
(CARVALHO, 2007; SCHUINA, 2018). A figura | ilustra um fluxograma basico dos

processos descritos acima.
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Figura | - Fluxograma basico do processo produgao de cerveja
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FONTE: Adaptado de Freepik.

4.4. Parametros fisico-quimicos
Amargor

O amargor de uma cerveja é uma caracteristica sensorial de notavel
significAncia na qualidade do produto final disponivel para o consumo, e por
consequéncia, impacta na percepg¢ao dos consumidores de forma facil e primaria
(HUNTER; DOMPKOWSKI, 2018).

A caracteristica amarga da cerveja provém principalmente da isomerizagédo de
acidos amargos chamados de a-acidos, que estdo presentes nas glandulas de
lupulina (DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019). Os a-acidos sdo compostos pelos
humulona, cohumulona, e adhumulona, enquanto sua forma isomerizada, os
iso-a-acidos, tém como seus correspondentes a iso-humulona, iso-co-humulona, e
iso-ad-humulona (KISHIMOTO et al., 2022; SILVA; FARIA, 2008)

Na producdo cervejeira, os lupulos de amargor sdo adicionados -

prioritariamente os que apresentam mais de 10% de a-acidos - no inicio da etapa de
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fervura do mosto, que dura de 45 a 60 minutos. Nessa etapa, os a-acidos passam

pelo processo de isomerizagdo, que é favorecida por altas temperaturas e originam

0s iso-a-acidos, mais amargos e mais soluveis em agua que as humulonas
(DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019; KISHIMOTO et al., 2022; SILVA; FARIA, 2008).
Assim, segundo DURELLO, SILVA e BOGUSZ (2019):

A isomerizagao é uma reagao favorecida em temperaturas elevadas (=100
°C) e, durante este processo, cada humulona gera seus dois
diastereoisdbmeros na forma cis—iso—humulona e trans—iso—humulona. De
modo que as cinco humulonas presentes nos lUpulo vdo dar origem a um
total de dez diastereoisémeros, sendo cinco destes na configuracdo cis e
cinco na configuragdo trans. Na cerveja, as cis—iso—-humulonas séao
consideradas como as principais moléculas responsaveis pelo gosto
amargo da bebida, sendo mais amargas que as trans—iso—humulonas
(DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019).

As figuras abaixo representam, respectivamente (ll) as estruturas quimicas das

principais humulonas

Figura |
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do lupulo, e (lll) a representagédo da reagcado de isomerizagao.
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Figura Il - Isomerizag&o de a-acidos em iso-a-acidos e seus derivados
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FONTE: Adaptado de SILVA; FARIA, 2008.

A concentracdo responsavel por gerar o teor de amargos € expressa em
Unidades Internacionais de Amargor (do inglés International Bitterness Units, IBU),
na qual 1 IBU é equivalente a 1 mg de iso-a-acidos L' (HUNTER; DOMPKOWSKI,
2018).

O método considerado padrao e oficial pela European Brewery Convention
(EBC) e a American Society of Brewing Chemists (ASBC) para fins de estimar o teor
de amargos nas cervejas utiliza técnicas espectrofotométricas para a medida dos
iso-a-acidos totais apds extracao por solventes, e a concentracédo é entao expressa
em Bitterness Units (BU) (KISHIMOTO et al., 2022).

Portanto, partindo da significancia do impacto dos iso-a-acidos no sabor amargo
caracteristico da cerveja, faz-se presente a importancia de conhecer e quantificar
esses compostos, estimando assim o quanto de amargor € colocado na cerveja.
Porém, apenas com essa estimativa ndo é possivel afirmar com eficiéncia o amargor
pretendido, e nesse cenario destaca-se a relevancia do célculo de IBU, com o
objetivo de assegurar o teor amargo presente no produto final DURELLO, SILVA e
BOGUSZ, 2019).
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Cor

Na industria alimenticia a coloracdo € um dos parametros de qualidade mais
importantes, e o mesmo ocorre na produgao cervejeira. Apesar de nao afetar
diretamente o sabor, € um fator critico na percepcédo de qualidade por parte dos
consumidores, e além disso, € um indicativo da qualidade do processo produtivo e

das matérias-primas (“Raise the Colors!”, [s.d.])

A coloragéo da cerveja € diretamente relacionada ao seu estilo, e é determinada
por varios fatores, mas primariamente pela selecdo dos grdos de malte, sua
quantidade e variedade utilizadas, e mais especificamente pelo processo de
torrefacdo pelo qual os grdo passaram; o malte normalmente confere uma cor
“‘palida” a cerveja, referente ao estilo classico “pale ale”, assim, com o objetivo de
obter uma coloracdo mais escura, € necessario adicionar maltes de caracteristica

mais torrada e/ou caramelizada. (CARO et al., 2019).

Dessa forma, é possivel prever a coloragdo final da cerveja pelo célculo
correspondente a contribuicdo de cada variedade de malte, extrato de malte e
possiveis aditivos utilizados, e a produgédo cervejeira possibilita que quem produz
consiga executar suas préprias receitas de acordo com o estilo e os parametros
fisicos e sensoriais que almejam obter (CARO et al., 2019). Entdo, ao final do
processo, necessitam checar se as propriedades do produto final condizem com a

ideia inicial de receita e com o processo produtivo realizado.

Conforme citado, dentre os varios ingredientes possiveis a serem utilizados na
producdo cervejeira, a coloracdo é influenciada de forma primaria pelo
processamento do malte. A cevada em si contém concentracdes baixas de
substancias pigmentadas, e € o processo de torrefagdo que resulta na formagao da
cor. As fases de germinagao e secagem sao as etapas primarias que posteriormente
vao determinar a extensdo da formacdo de cor a partir das reagdes de
escurecimento de Maillard, e em alguns casos, reagbes de caramelizagao e pirdlise
(KOREN et al., 2020; SHELLHAMMER, 2009).

As reagdes de Maillard sdo fundamentais para a cor da cerveja, t€m inicio no
endosperma da cevada durante a maltagem e podem recomecar durante a fervura

do mosto. Os dois componentes principais desta reacao sdo os agucares redutores -
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principalmente a maltose - e aminoacidos livres ou grupos amino de aminoacidos
que compreendem proteinas (KOREN et al., 2020; SHELLHAMMER, 2009).

Além dessas reagbes acionadas por calor, a segunda influéncia na coloragao diz
respeito a oxidacao de polifendis derivados do lupulo e da casca da cevada durante
o armazenamento/envelhecimento da cerveja, que leva a uma interagcao
proteina-polifenol aprimorada que gera um grau de turbidez; a dispersdo da luz
através desta neblina afeta a medicéo da cor e sua a percepcgao pelos consumidores
(KOREN et al., 2020). A Tabela | trata de alguns aspectos referentes a diferentes

variedades de malte de cevada:

Tabela | - Aparéncia e sabor de maltes de cevada

Tipo Cor (SRM) Aparéncia Estilo da cerveja Sabor
Maltes padrao
Wheat 1 Amarelo palha Weizen Maltado
Pale larger 2 Amarelo palido Lagers claras Cereal
Pale ale 3 Amarelo ouro Ales Biscoito, tostado
Vienna 4 Ambar Lagers escuras Nozes carameladas

Maltes de cor/caramelizados

Munich 10-20 Ambar, marrom Amber beer Maltado intenso
Carapils 5-15 Palida Lagers Doce, biscoito
Caramel/Crystal 20-120 e Ales e lagers Caramelo, nozes,
Y vermelha g tostado

Maltes torrados

Chocolate 350 Marrom, preto Porters e stouts Café
Black 400-600 Preto Porters e stouts Neutro
Roasted barley 300-800 Preto Irish stout Amargo, queimado

FONTE: Adaptado de SHELLHAMMER, 2009.

Historicamente, a cor da cerveja era classificada em graus Lovibond (°L). Este

sistema foi criado em 1883 por J. W. Lovibond e consistia em laminas de vidro de
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diferentes tonalidades que poderiam ser combinadas para produzir uma gama de
cores. Um padrao de amostra de cerveja ou mosto era comparado a combinagdes
dessas laminas para determinar a classificagdo. No entanto, essa técnica sofria de
inconsisténcias no resultado devido ao desbotamento da cor devido ao tempo de
exposicao, rotulagem incorreta, influéncia das condi¢gdes de iluminagéo, quantidade
de amostra utilizada e erro humano (“Raise the Colors!”, [s.d.]; SHELLHAMMER,
2009).

Com os avangos tecnoldgicos e produtivos referentes ao processamento
cervejeiro, 0 método espectrofotométrico de analise de cor surgiu e tornou-se padrao
por convengdes europeias e americanas de cervejaria até os dias atuais, com a
grande vantagem de se tratar de um método independente das condigdes de
iluminagao local que alteram a percepg¢ao da cor (CARO et al., 2019). O método
consiste na medigdo da absorbancia da amostra testada no comprimento de onda
de 430 nm em cubeta de 10 mm, e a cor obtida é expressa em unidades EBC
(European Brewing Convention) ou em SRM (Standard Reference Method),

seguindo as formulas:
CorEBC = 25 -A-f

Cor SRM = 12.7 - A - f

Onde f é o fator de diluicdo utilizado para obter o valor de absorbancia na
linearidade do espectrofotdbmetro. Além da diluicdo, o procedimento requer a
descarbonatagcdo da amostra, que consiste em remover - por técnicas padrboes
manuais ou automaticas de agitagdo ou filtracdo - o didxido de carbono (CO,)
contido, que por conta das bolhas formadas pode alterar a confiabilidade do
resultado (CARO et al., 2019). A figura IV representa o espectro de absorbéancia da

cor de diferentes estilos de cerveja.
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Figura IV - Espectro de absorbancia de quatro diferentes estilos de cerveja
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FONTE: Adaptado de SHELLHAMMER, 2009.
Dicetonas vicinais

Além de ser responsavel pela producdo de alcool durante o processo
fermentativo da cerveja, as leveduras dao origem a alguns compostos aromaticos e
de sabor (MARAIS, 2010). Um desses aromaticos € o diacetil (2,3-Butanodiona),
altamente indesejavel no resultado final da bebida, e seus sabores caracteristicos

incluem manteiga rangosa e caramelo (BRESSIANI, 2022).

Durante a fermentac&o, ocorre um acumulo de diacetil resultante da biossintese
de aminoacidos, e tanto a produgao como a reducao de diacetil sdo relatadas como
associadas a atividade da levedura, sendo a reducao o fator limitante do tempo de
fermentagdo, pois precisa ser reduzida abaixo de 100 ppb, antes de iniciar a
maturagdo (ANDERSON et al., 2019).

As dicetonas vicinais sdo moléculas com dois grupos cetona em atomos de
carbono adjacente (vicinais). As mais comuns encontradas na cerveja s&o
2,3-butanodiona - também chamada de diacetil - e 2,3- pentanodiona - que gera
notas indesejaveis de sabor de mel -, responsaveis por caracteristicas indesejaveis
chamadas de off-flavours, associadas também com processos de deterioracéao
(ANDERSON et al., 2019; BRESSIANI, 2022).
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Produzidas no processo fermentativo, as dicetonas sdo formadas por uma
reacao de cadeia longa. Durante a sintese de valina e isoleucina, os precursores o
-acetolactato e a-acetohidroxibutirato sdo excretados pelas células da levedura e
sofrem descarboxilacdo oxidativa para formar diaceti e pentanodiona,

respectivamente, como apresentado na figura V (ANDERSON et al., 2019).

Figura V - Esquema demonstrativo do processo bioquimico de formagéao e redugéo das dicetonas
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FONTE: Adaptado de MARAIS, 2010.

Além de produzir off-flavours, uma proporgao de dicetonas vicinais reflete o grau
de contaminag&o microbiana na cerveja. A concentragdo em ug L™ de pentanodiona
foi reduzida em amostras que foram contaminadas por microrganismos durante a
fermentacgao, e foi observado um aumento consideravel de diacetil ao mesmo tempo
(TIAN, 2010).

Portanto, foi determinado que uma razdo de aproximadamente 1 representava

um cerveja “normal” enquanto cervejas contaminadas tiveram uma proporgdo maior
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que um. Como esses dois compostos sdo usados como analitos-alvo para controlar
a qualidade da cerveja, sua quantificagdo € importante para a industria cervejeira
(ANDERSON et al., 2019; TIAN, 2010).

Compostos fendlicos

A estabilidade do sabor e a estabilidade coloidal da cerveja sao dois indicadores
importantes de qualidade, e estao interligadas, ja que a estabilidade coloidal implica
na remogao de polifendis, os quais sédo significativos na estabilidade do sabor.
Polifendis presentes na composicdo quimica do lupulo e do malte caracterizam o
sabor amargo mais pronunciado e presente no paladar na degustacado de alguns
estilos de cerveja de alta fermentacdo, como a Indian Pale Ale; por outro lado, em
outros tipos como as cervejas lagers, de baixa fermentagcdo, a presenga dessa
caracteristica é indesejada (HABSCHIED et al., 2021).

Além da influéncia no paladar, outros parametros influenciados pelos polifendis
dizem respeito a protecdo contra oxidacdo e adstringéncia e melhoria de
propriedades fisico-quimicas referentes ao corpo da bebida (BAMFORTH, 2000;
HABSCHIED et al., 2021). Sobre os polifendis é possivel afirmar:

Esses compostos fendlicos possuem reconhecida fungao antioxidante, ao
atuarem como doadores de prétons, neutralizando radicais livres, com a
producdo de compostos estaveis, interrompendo assim a cascata de
propagacdo dos radicais livres. Outros antioxidantes atuam impedindo a
decomposicdo de perdxidos e hidroperoxidos, transformando-os em uma
forma inativa. Além disso, algumas espécies podem quelar metais de

transigdo, impedindo que ocorra reagdes redoxes e evitando 0s processos
de oxidagao (BUENO et al., 2021).

Compostos fendlicos na cerveja sdo originados principalmente do malte (70%),
em consequéncia dos processos de maltagem e moagem, e do lupulo (30%) -
polifendis sdo metabdlitos secundarios de plantas e desempenham um papel
importante como agentes protetores -, ou sdo formados a partir de transformacoes

quimicas na producéo cervejeira (HABSCHIED et al., 2021).

Ocorrem acidos fendlicos, flavondides de trés tipos: Flavanodis (catequinas e
epicatequinas); Antocianinas - pelargonidina, malvidina, leucocianidinas e
leucopelargonidina - e seus produtos derivados de oxidagdo (como as chalconas); e

os Flavondis (quercitina, kampferol, mircetina). Também ocorrem compostos
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fendlicos mais complexos, os taninos, sendo o0s mais importantes as

proantocianidinas, de diversos graus de polimerizagao (DE FREITAS, 2006).

Moléculas polifendlicas sdo encontrados em diferentes estagios do processo
produtivo e reagem com proteinas: durante a fervura, polifendis e proteinas se
aglutinam formando uma espuma conhecida como hot break; enquanto a fervura
avanga, a espuma se reintegra ao mosto, e decanta na etapa de resfriamento,
formando o cold break. Além disso, apds a fermentacgao, polifendis e proteinas estao
envolvidos na formagcdao de turbidez, facilitando a remocdo de compostos
indesejaveis com a filtracdo. Por outro lado, também tendem a formar uma turbidez
indesejada ao reagir na bebida mesmo apdés embalada, interferindo no tempo de
prateleira (BAMFORTH, 2000; “O Impacto ao Remover a Espuma da Fervura — The
Impact Of Removing Hot Break During The Boil - HOMEBREWXP”, [s.d.]).

A atividade antioxidante e o teor de polifendis da cerveja, associados ao seu
baixo teor alcéolico sdo fatores relevantes na avaliagdo da qualidade nutricional da
cerveja. Estudos epidemioldgicos sugeriram associagdes entre 0 consumo a longo
prazo de alimentos ricos em polifendis e a preveng¢ao de doencas relacionadas ao
estresse oxidativo, como cancer, diabetes, inflamagédo e doengas degenerativas
(HABSCHIED; LONCARIC; MASTANJEVIC, 2020).

Recentemente, foi relatado que a adicdo de frutas durante o processo de
fermentagdo aumenta significativamente o teor de compostos bioativos e a atividade
antioxidante da cerveja (NARDINI; FODDAI, 2020). Dessa forma, seu consumo
moderado aumenta as atividades antioxidantes e anticoagulantes do plasma, afeta
positivamente os niveis de lipidios plasmaticos e exerce efeitos protetores sobre o
risco cardiovascular (NARDINI; FODDAI, 2020).

Os métodos internacionais padronizados para analise do teor de polifendis totais
sdo da ASBC (Beer 35 — Total polyphenols), no qual utiliza-se um meio reativo com
citrato férrico em solucdo alcalina, produzindo uma coloragdo vermelha que é
medida em espectrofotdmetro, e o0 método da Analytica EBC (section 9, method 9.11
— Total polyphenols in beer by spectrophotometry) que estabelece a concentracéo de
polifendis totais em mg/L™", utilizando espectrofotometria no comprimento de onda de
600 nm.
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4.5. Controle de qualidade e POPs

A fim de assegurar que a produgao e os ensaios feitos em uma cervejaria, ou
em laboratério cervejeiro, sejam executados de forma controlada e padronizada,
cumprindo com as especificacdes pré-estabelecidas, faz-se necessario deliberar o
conjunto de atividades necessarias aos profissionais que definem o controle de
qualidade. A preferéncia do consumidor € um dos critérios da boa qualidade, ja que
o produto ou servigo oferecido precisa atender as necessidades do cliente de forma
segura e confiavel, e para isso, controla-se o0 processo através dos seus efeitos
(GRADIM, 2015).

Dessa forma, os indices de controle em um processo sdo parametros numéricos
que se estabelecem sobre os efeitos As atividades relativas ao controle envolvem
todas as decisbes que estao relacionadas a qualidade final do produto ou servigo
que é oferecido, incluindo gestdo, produgdo e especificidades como laboratorio
fisico-quimico, por exemplo (BOKULICH; BAMFORTH, 2013).

No caso da cerveja artesanal, pensar em um produto final de boa qualidade -
consisténcia em aroma, sabor e aparéncia - € também pensar na boa pratica e no
processo, levando em consideragao que microcervejarias - cervejarias com menor
porte de funcionarios, equipamentos e producdo - tém desafios diferentes se

comparadas a empresas multinacionais (BAMFORTH, 2016).

Mas, de forma geral, pode-se dizer que uma produgédo cervejeira de alta
qualidade conta com consisténcia na producdo do mosto, qualidade de
matérias-primas e cuidado relacionado as etapas de fermentagcdo, maturacédo e
outras necessarias a finalizagdo (BAMFORTH, 2016; ESSLINGER, [s.d.]).

Nesse sentido, o chamado escopo do controle de qualidade de cada cervejaria
pode variar, como um conjunto de atividades repassadas aos profissionais
envolvidos, com poucos detalhes documentados, ou entdo uma série de manuais e

procedimentos referentes as atividades produtivas (GRADIM, 2015).

Para fins de organizagao, faz sentido a utilizacdo de um Sistema de Gestao da
Qualidade, o qual indica que as atividades sdo desenvolvidas com o objetivo de

satisfazer critérios bem definidos e pode contar com certificagcbes de acordo com
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padrées de qualidade da série ISO 9000 - que aborda varios aspectos e fornece
orientacdes para uma qualidade aprimorada de forma consistente - e boas praticas
de fabricacdo (GRADIM, 2015).

Caracteristicas como extrato, alcoometria, cor, amargos, turbidez e pH séao
alguns exemplos de parametros de qualidade comuns em cervejarias (BOKULICH,;
BAMFORTH, 2013). No Brasil, o padrdo adotado pelo MAPA utiliza como base o
método The European Brewery Convention (EBC - Unido Européia), mas além
deste, ha uma variedade de padrbes relacionados aos métodos analiticos

reconhecidos internacionalmente, sdo os principais:

» The Institute of Brewing and Distilling (IBD - Reino Unido); « The American
Society of Brewing Chemists (ASBC - EUA); « The Methodensammlung der

Mitteleuropaischen Brautechnischen Analysen Kommission (MEBAK - Alemanha).

Mediante as dificuldades encontradas no processo produtivo de uma
microcervejaria, ou em um laboratério de analise de cervejas, uma das formas de
auxiliar a realizacdo dos métodos analiticos de forma correta e padronizada se
refere aos Procedimentos Operacionais Padrao (POP), definidos pela Anvisa, de

acordo com a Resolugdo RDC n° 275 de 2002 como:

Procedimento escrito de forma objetiva que estabelece instrugdes
sequenciais para a realizagdo de operagdes rotineiras e especificas na
producéo, armazenamento e transporte de alimentos (BRASIL, 2002).

Um Procedimento Operacional Padrdao (POP), tem como fungdo apresentar
instrucdes de ordem das operagdes e sua frequéncia de execugdo. Ou seja,
descrever as tarefas que fazem parte da rotina de trabalho, de forma simples,
objetiva e completa. O mapeamento dos processos e sua documentagao,
possibilitam que os funcionarios de uma organizagcdo entendam o seu
funcionamento de forma geral e as atividades que cada setor desempenha
(BEERSALES, 2019).

Portanto, a partir do exposto, € possivel compreender a relevancia de um
controle que permita identificar os fatores que precisam ser monitorados, medidos e
controlados no processo de fabricagdo cervejeiro. Enfatizar o controle com o auxilio
dos POPs durante e pds processamento € assegurar a identificagao, redugéo e/ou
eliminacao das fontes de variagao (BEERSALES, 2019).
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5. METODOLOGIA

O presente projeto retrata, do panorama da natureza das pesquisas, a Pesquisa
Aplicada que busca como objetivo gerar conhecimento que tera aplicagao pratica e
experimental, entendida a solugcdo do problema de interesse local acerca da

padronizagao de processos e analises feitas em laboratério (KAUARK et al., 2010).

A forma de abordagem do problema sera uma Pesquisa Quantitativa, pois tera
como base protocolos de analise ja estabelecidos, portanto, trata-se de um evento
mensuravel e especificado, que pode se tornar objetivo por meio da observagao
sistematica (KAUARK et al., 2010).

Da perspectiva dos objetivos ha de ser uma Pesquisa Explicativa, que identifica
os fatores determinantes para a ocorréncia dos fenbmenos referentes aos testes
fisico-quimicos, por meio de método experimental. No sentido dos procedimentos
técnicos a pesquisa tera carater Bibliografico com base nos protocolos e artigos ja
consolidados sobre a tematica e também de Pesquisa Experimental, com a cerveja e
o lupulo como objetos do estudo (KAUARK et al., 2010).

5.1 Planejamento experimental

A analise experimental foi feita de forma pratica para os parametros de amargor
cor. Para os parametros de dicetonas vicinais, polifendis e flavonoides, os POPs
foram confeccionados de acordo com as normas analiticas da Convencao Européia
de Cerveja (EBC, 2010).

Para a analise de amargor e cor, as amostras de cerveja foram obtidas de
cervejas compradas no supermercado Perim, no bairro Aribiri, na cidade de Vila
Velha, sendo estas (respectivamente, estilo e fabricante): Pilsen - Baden Baden;
India Pale Ale - Colorado; Red Amber Lager - Bruder; Porter - Ashby.

As analises foram feitas em triplicata de acordo com as normas analiticas da
Convencao Européia de Cerveja (EBC, 2010). Apos testagem e adequagao, os

Procedimentos Operacionais Padrao foram concluidos.
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5.2 Analise de amargor (IBU)

Foi realizado conforme o método Analytica EBC (section 9, method 9.8 —
Bitterness of beer IM), que consiste em adicionar em 10 mL da amostra
descarbonatada, 0,5 mL de solugcdo de HCI 6 M, 20 mL de isooctano P.A e manter o
sistema em agitacdo durante 15 minutos. A mistura também foi submetida a
centrifugagao por 3 minutos e 3000 rpm. O sobrenadante foi coletado para leitura do
extrato de isooctano a 275 nm, em espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific
Genesys 6), utilizando como o branco o isooctano P.A. A escala IBU (International
Bitterness Unit) foi utilizada para expressar o amargor da cerveja, a partir da
equagao IBU = A,;5 x 50 (ASBC, 2017; EBC, 2010; SCHUINA, 2018).

5.3 Analise de cor (EBC)

A analise da cor feita por leitura direta em espectrofotdmetro foi realizada de
acordo com a Analytica EBC (section 9, method 9.6 - Color of beer:
spectrophotometric method), na qual as amostras foram previamente filtradas
através de um filtro de membrana. A absorbancia da amostra foi medida em
espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific Genesys 6) no comprimento de onda de
430 nm, contra a agua destilada utilizada como branco, o resultado se deu em
unidades EBC.

5.4 Confeccao dos POPs

A confeccado dos Procedimentos Operacionais Padrao para uso no LACEMP se
deu partindo, primeiramente, da escolha das analises, de acordo com as prioridades
necessarias a realidade do laboratério e das demandas atuais e futuras que fazem
parte da rotina de analises. Foram escolhidas seguindo os critérios de analises que
pudessem ser feitas em espectrofotdmetro, mais requeridas por cervejeiros e que

gerassem algum avango também no ambito da pesquisa dentro do laboratério.

Apds a etapa de escolha, as normas analiticas a serem seguidas foram
selecionadas, seguindo o acervo de normas da Analytica EBC (European Brewery
Convention), sendo elas: Section 9, method 9.8 — Bitterness of beer IM; Section 9,
method 9.6 — Color of beer: spectrophotometric method; Section 9, method 9.24.1 —

Vicinal diketones in beer: spectrophotometric method; Section 9, method 9.11 — Total
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polyphenols in beer by spectrophotometry e Section 9, method 9.12 - Flavanoids in

beer by spectrophotometry.

Posteriormente a selecdo das normas analiticas, teve inicio a elaboracdo dos
POPs, seguindo o modelo utilizado no Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da
Universidade Federal de Vigosa (LIMA, 2014). Tal modelo foi escolhido por conter
todos os topicos pretendidos ao uso no LACEMP, bem como uma estrutura
esclarecedora e objetiva para melhor compreensdo de quem for utiliza-lo. Os

modelos produzidos constam no Apéndice A - Procedimentos Operacionais Padrao.

Na ultima etapa, esta experimental, foram testados em Ilaboratério os
procedimentos de analise de cor e de analise de amargor, seguindo os respectivos
POPs produzidos, conforme descrito nos topicos 5.2 e 5.3 da Metodologia do

presente trabalho.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme citado na metodologia, as analises foram feitas de acordo com as
normas da Analytica EBC (European Brewery Convention), base dos POPs
produzidos, que constam no Apéndice Apéndice A - Procedimentos Operacionais

Padrao.

As figuras VI, VIl e VIII representam respectivamente, as quatro cervejas
utilizadas para as analises; o espectrofotdmetro utilizado; e o aspecto macroscépico
das amostras. Todas as figuras referem-se as amostras e equipamentos utilizados
nas andlises de amargor (IBU) e cor (EBC), descritas posteriormente, na

continuacao dos resultados e discussao.

Figura VI - Rotulos (frente e verso) das cervejas utilizadas - Amostras 1,2, 3 e 4

_T_ORTER

gy [

FONTE: Autoria prépria, 2022.

Apenas nos rotulos das cervejas 1, 3 e 4 continham informacgdes do valor de
IBU; No rotulo da cerveja 2 havia um QR code que direciona ao site do fabricante,

no qual continha o valor de IBU; Nenhum dos rétulos apresentava o valor de EBC ou
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qualquer informacéo sobre cor. Os estilos, fabricantes e valores estdo descritos na

Tabela Il, apresentada posteriormente.

Figura VIl - Espectrofotdbmetro Thermo Fisher Scientific Genesys 6

FONTE: Autoria prépria, 2022.

Figura VIII - Aspecto macroscopico das amostras 1,2, 3 e 4

FONTE: Autoria prépria, 2022.

6.1 Amargor (IBU)

A figura IX representa a etapa inicial de preparacdo de amostras, com a

desgaseificacdo das amostras sob agitacdo em baixa velocidade em agitador
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magnético, durante 10 minutos. A amostra 4 foi desgaseificada apds as trés
primeiras, pois no laboratério havia trés agitadores magnéticos, por isso ndo consta

na figura.

Figura IX - Etapa de desgaseificagdo - Amostras 1,2 e 3

FONTE: Autoria prépria, 2022.

Apos a desgaseificacdo das amostras, as solugbes para a extragédo do IBU
foram preparadas em ftriplicata - pipetagem de 10 mL da amostra; 0,5 mL de HCl e

20 mL de isooctano no erlenmeyer -, a figura X ilustra essa etapa.

Figura X - Bancada de trabalho, pipetagem de amostra

e preparo de solugao

FONTE: Autoria prépria, 2022.

Os erlenmeyers com as solugdes preparadas foram colocados sob agitador
magnético por 15 minutos, assim ocorreu a extragdo do amargor e a separagao das

fases, conforme apresentado nas figuras abaixo.
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Figura Xl - Etapa de extragao

FONTE: Autoria prépria, 2022.

Fgura XII - Aspecto da solugdo apods a extragao

FONTE: Autoria prépria, 2022.

A fase sobrenadante das solugdes (de aspecto macroscépico limpido) foi
pipetada e utilizada para leitura em espectrofotdmetro a 275 nm. O valor de IBU de

cada amostra foi calculado seguindo a seguinte equacgéo:
IBU = Absorbancia X 50

Os valores de absorbancia obtidos, o valor final do calculo de IBU e demais
informacgdes estao descritos na Tabela Il.



40

Tabela Il - Resultados da analise de amargor (IBU)

Amargor (IBU)

Amostra1 Amostra2 Amostra 3 Amostra 4
Estilo India Pale Ale (IPA)  Red Amber Lager Porter
Fabricante Baden baden Colorado Briider Ashby
Absn5 1 0,234 0,913 0,583 0,261
Abs, .2 0,187 0,858 0,606 0,304
)‘%EJSU5 3 0,191 0,868 0,574 0,353
Absz?s média 0,204 0,880 0,588 0,306
IBU 10,200 43,983 29,383 15,300
IBU rétulo 10 45 20 30

FONTE: Autoria prépria, 2022.

A partir dos resultados obtidos, € possivel afirmar que as amostras 1 e 2
apresentaram valores de IBU muito proximos ao que consta em seus roétulos,

portanto, valores coerentes para rotulagem e venda das cervejas.

Por outro lado, a amostra 3 apresentou valor de IBU superior ao que consta no
rétulo, o que pode ter acontecido por: (l) alteragao na receita sem mudanga posterior
de rétulo; (ll) alteragdes nao previstas em matéria-prima (lupulo); (lll) mudanga de
lote de algum ingrediente da receita; ou (IV) por préprio erro analitico manual

durante a analise.

A amostra 4 apresentou valor de IBU inferior ao esperado de acordo com o
rotulo, o que normalmente ocorre por alguma alteracdo no uso de matéria-prima
(ldpulo), seja por menor quantidade utilizada na receita sem refazer a analise devida
para a rotulagem ou por uso de matéria-prima que nao esteja nas condigdes iniciais

referentes ao valor esperado.

Nesse sentido, destaca-se a relevancia de manter o controle de qualidade no
uso das matérias-primas nas receitas cervejeiras, refazendo as analises de amargor
com frequéncia e de forma padronizada, a fim de obter resultados que confirmem a
coeréncia entre 0 que consta no rétulo do produto e o que a cerveja realmente

entrega.

6.2 Cor (EBC)
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Foram utilizadas as aliquotas das amostras 1, 2, 3 e 4 ja desgaseificadas
mediante o procedimento de analise anterior. As amostras foram lidas diretamente

em espectrofotdbmetro a 430 nm, e o valor de EBC de cada amostra foi calculado
seguindo a equacéao abaixo:

Cor (EBC) = A X f x 25
A = absorbancia a 430 nm em cubeta de 10 mm
f = fator dediluicao

As amostras 3 e 4, por terem coloracdo mais escura, precisaram ser diluidas
(1:10) para uma leitura eficiente no espectrofotdmetro e obtengdo de resultado

conivente com a realidade. O aspecto macroscépico da solugao esta apresentado na
figura seguinte.

Figura XIII - Aspecto da diluigdo 1:10 das amostras 3 e 4
m

FONTE: Autoria propria, 2022.

Os valores de absorbancia obtidos, o valor final do calculo de EBC e demais
informacdes estao descritos na Tabela lll.
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Tabela Il - Resultados da analise de cor (EBC)

Cor (EBQ)
Amostrat Amostra2 Amostra 3 Amostra 4
Estilo India Pale Ale (IPA) Red Amber Lager Porter
Fabricante Baden baden Colorado Briider Ashby
Abs,., 0,395 %100 4,316 X
Abs,5, - - 0,143 0,747
diluicdo 1:10
EBC 9,875 27,500 32,900 X
EBC
I - 35,750 186,750
diluicdo 1:10

FONTE: Autoria prépria, 2022.

Conforme os dados apresentados na Tabela acima, e comparando o aspecto
macroscopico das amostras (Figura VIII) com a escala utilizada como referéncia
(Figura XIV), todas as amostras foram coerentes com relagdao ao valor de EBC
obtido e a coloragdo vista no produto final - esperado para cada estilo de cerveja.

Apenas algumas observagdes acerca das amostras 3 e 4 sao feitas a seguir.

Tratando-se de uma cerveja do estilo Red Amber Lager, apesar da coloragéo
avermelhada escura, ultrapassando o tom cobre, a amostra 3 foi lida pelo
espectrofotdbmetro, mas passou por diluicdo para fins de comparagao dos valores de
EBC obtidos, que foram bem préximos e dentro da mesma categoria “cobre escuro”

na escala (Figura XIV).

Por se tratar de uma cerveja do estilo Porter, de coloragcdo extra escura -
alcangando o preto -, a amostra 4 sem diluigao nao foi lida pelo espectrofotémetro, ja
com a diluicdo 1:10 a leitura foi feita. O valor de EBC obtido, se comparado a escala
de cores (Figura XIV) ultrapassa significativamente o valor maximo de 79, referente
a cor “negro opaco”. Essa ndo € uma situagdo incomum nas leituras de cervejas
extremamente escuras em espectrofotdbmetro - mesmo que diluidas -, e nesses

casos, conclui-se pela cor mais escura possivel na escala de comparagao.
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Figura XIV - Escala de cores de cervejas

SRM 2-3 3-4 5-6 6-9 10-14 17-18 19-22 22-30 30-35 30+ 40+

EBC 4-6 4-8 10-12 12-18 20-28 33-36 37-43 43-59 59-69 69 79

COR Palha Amarelo Ouro Ambar Cobre Marrom Marrom Marrom Negro Negro
profundo, escuro escuro muito opaco
cobre escuro

FONTE: MAFRA, 2018.

6.3 Elaboragao dos POPs

Para elaborar os POPs de forma eficiente, objetiva e adequada a realidade e as
necessidades do LACEMP, foi importante escolher analises mais requeridas por
cervejeiros e que gerassem algum avango também no ambito da pesquisa dentro do

laboratorio.

Para a elaboragao escrita, 0 modelo utilizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude da Universidade Federal de Vigosa (LIMA, 2014) sofreu algumas
alteracbes mediante aos procedimentos técnicos especificos das normas da
Analytica EBC (European Brewery Convention), sendo elas: Section 9, method 9.8 —
Bitterness of beer IM; Section 9, method 9.6 — Color of beer: spectrophotometric
method; Section 9, method 9.24.1 — Vicinal diketones in beer: spectrophotometric
method; Section 9, method 9.11 — Total polyphenols in beer by spectrophotometry e

Section 9, method 9.12 - Flavanoids in beer by spectrophotometry.

Na pratica da analise de amargor (IBU) foi importante ressaltar a pipetagem
apenas da parte limpida da extragdo, como ilustra a figura Xll. Na analise de cor
(EBC), foi importante perceber a necessidade da diluicdo para leitura coerente da

amostra 4 em espectrofotdmetro, como apresentado na figura XIII.
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7. CONCLUSAO

Com o objetivo de elaborar a padronizacdo de processos nas analises
fisico-quimicas feitas pelo Laboratério de Analises de Cervejas e Matérias-Primas
(LACEMP), em conivéncia ao que foi apresentado e discutido, € possivel consumar
que a testagem das analises e a elaboragédo de Procedimentos Operacionais Padrao
(POPs) adequados a realidade do laboratério se deu de forma satisfatéria, assim, o

os POPs foram executados e validados para o uso.

Ocorreram parametros analiticos dentro do espectro esperado para a cor (EBC),
dois valores de amargor (IBU) discordantes com relagdo ao rétulo e a comprovagao
de que a técnica proposta no POP é passivel de ser compreendida e realizada de

forma coerente e eficiente.

Ademais, os resultados provenientes corroboram a padronizac&o de processos e
analises de cervejas no LACEMP, com os intuitos atuais e também futuros de
tornar-se um laboratorio de referéncia no estado do Espirito Santo, fortalecer a
producao cervejeira local e contribuir para o aprimoramento das pesquisas, produtos

e servigos oferecidos.
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1. OBJETIVOS
o Padronizar a analise de amargor em amostras de cervejas e mostos produzidos

no LACEMP e solicitados externamente.

« Determinar por espectrofotometria UV-vis o IBU (International Bitterness Unit) de

cervejas artesanais e mostos.

2. ALCANCE
Docentes, discentes e técnicos responsaveis pela realizacdo da analise no
LACEMP.

3. PRINCIPIO
3.1 As substancias amargas na cerveja, que sao principalmente iso-a-acidos, séo
extraidas de amostras de cerveja levemente acidificadas por extracdo direta
(liquido-liquido) com iso-octano. Apds agitacdo, a absorbancia da camada de iso-

octano é medida a 275 nm, utilizando o préprio iso-octano como “branco”.

3.2 O método pode ser aplicado a todos os tipos de cervejas filtradas. Cervejas

turvas devem ser clarificadas por centrifugacéao.

3.3 Os resultados s6 séo validos se a cerveja ndo contiver 0s seguintes compostos
conservantes: n-heptil-4-hidroxibenzoato, sacarina, acido salicilico, acido sérbico.

Esses compostos sdo sollveis em iso-octano e absorvidos em 275 nm.

4. MATERIAIS E REAGENTES
e Agitador magnético;
e Pipeta 20 mL;
e Pipeta 10 mL;
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e Pipeta 1 mL;

« Erlenmeyer com tampa,;

e Tubo falcon para centrifuga;

e Centrifuga;

e Cubeta;

o Espectrofotdmetro na regiao do UV-vis;

e Amostra de cerveja e/ou mosto;

« Aguagrau 3;

e« HCI6 M;

e Iso-octano (2,2,4-trimetil pentano). Obs.: A absorbancia deste solvente deve ser

inferior a 0,010 quando medida a 275 nm contra uma referéncia de agua.

5. PREPARAC;AO DE AMOSTRAS
5.1 Desgaseificar as amostras de cerveja sem perda de espuma e trabalhar com
as amostras a temperatura ambiente. Recomenda-se a agitacao suave em agitador
magnético em baixa velocidade para evitar a formacédo de bolhas. A adicao de
agentes de desgaseificacdo ou desgaseificacao por filtragdo pode resultar em
reducdo do amargor e, portanto, ndo € recomendada. Recipientes de plastico ndo

devem ser usados.

5.2 Os iso-a-acidos séo adsorvidos no vidro. Para cada superficie de vidro limpa
(frascos novos ou completamente limpos) em que o0s iso-a-acidos sdo expostos,
haverd uma queda no amargor medido. Portanto, recomenda-se fazer uma
ambientacédo das vidrarias limpas e/ou novas com um extrato de cerveja iso-octano

antes de usar.

6. PROCEDIMENTO
6.1 Pipetar 10 mL da amostra de cerveja (para o mosto: 5 mL da amostra + 5 mL

de agua);
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6.2 Adicionar 0,5 mL de HCI 6 M, 20 mL de isooctano e colocar sobre agitacado

durante 15 min (com o erlenmeyer tampado);

6.3 Caso as fases nao estejam bem separadas ao final do processo, centrifugar por

3 min a 3000 rpm;

6.4 Medir a absorbancia do extrato de isooctano a 275 nm em cubetas com 1 cm
de caminho otico, utilizando o proprio isooctano como branco. As medi¢cdes de
absorbancia devem ser feitas dentro de 20 minutos apds a centrifugacdo, pois

atrasos adicionais afetardo os resultados;

6.5 Anotar os valores obtidos.

7. EXPRESSAO DE RESULTADOS
7.1 Calculos
Amostra de cerveja: BU = Absorbancia,;s x 50

Amostra de mosto: BU = Absorbancia,;s x 100
7.2 Precisao
Cerveja (13 - 36 BU):
r =044 + 0,014m R = -0,7 + 0,18m

Mosto (18 - 42 BU):
r = 036 + 0,05m R

0,72 + 0,14 m
m = média

7.3 Valores padrao
Cerveja: 10-40 BU de acordo com a variedade, estilo, tipo e procedéncia.

Mosto: 20-60 BU de acordo com a cerveja e utilizacdo de compostos amargos.

Lembrete: para altos valores de absorbancia (> 1), refagca a analise com a metade

do volume da amostra e multiplique o resultado por 2 no final.

POP n°: 001 Péagina: 03 de 04
Versdo: 001 Revisao: 000 Validade: 2 anos




Procedimento Operacional Padrao (POP)

ANALISE DE AMARGOR (IBU)

8. REFERENCIAS

1.

ASBC (American Society of Brewing Chemists). Analysis Methods for the Brewery Industry.
Spectroquant Prove. 2017.

European Brewery Convention (EBC). Bitterness of Beer. 2004.

EBC. Analytica-EBC. Nurnberg: Fachverlag Hans Carl, 2010.

POP n°: 001 Péagina: 04 de 04

Versdo: 001 Revisao: 000

Validade: 2 anos




Instituto Federal do Espirito Santo

] ] &
INSTITUTO Campus Vila Velha y ?
FEDERAL N
Espirito 5anto L. - . L. .

Campus Laboratdrio de Analise de Cervejas e Matérias Primas LACEMP

Vila Velha

Procedimento Operacional Padrao (POP)

ANALISE DE COR (EBC)

POP n°: 002 P4gina: 01 de 03
Versao: 001 Revisao: 000 Validade: 2 anos
1. OBJETIVOS

« Padronizar a analise de cor em amostras de cervejas produzidas no LACEMP

e solicitadas externamente.

o Determinar por espectrofotometria UV-vis a cor (EBC) de cervejas artesanais.

2. ALCANCE
Docentes, discentes e técnicos responsaveis pela realizagdo da analise no
LACEMP.

3. PRINCIPIO
3.1 EBC é a sigla para European Brewery Convention, uma organizagao sem fins
lucrativos que representa o setor cervejeiro europeu. Essa organizacao foi
responsavel pelo desenvolvimento da escala EBC da cerveja, que as classifica de
acordo com sua coloracdo. De 1 a 140, a EBC abrange gradativamente todos 0s

tons, desde a mais clara Lager até a mais escura Stout;

3.2 Utiliza-se um espectrofotbmetro UV-vis para medir a influéncia da luz azul
escura (violeta) a 430 nm, quando passa por 1 cm de cerveja contida em uma
cubeta de vidro. A cor na escala EBC € obtida pela multiplicacdo da absorbancia

pelo fator de diluicao.

4. MATERIAIS E REAGENTES
o Espectrofotdmetro na regiao do UV-vis;
e Suporte de filtro de membrana,;
o Filtros de membrana, com poros de tamanho de 0,45 micron;
e Cubetas de 10 mm ou 5 mm;

« Agua grau 3;
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» Reagente Kieselguhr;

e Amostra de cerveja ou mosto;

5. PREPARACAO DE AMOSTRAS
5.1 Diluir a amostra para que a absorbancia em 430 nm esteja dentro da linearidade
do espectrofotometro. As medi¢cdes podem ser feitas em cubeta de 10 ou 5 mm; o
uso de cubeta de 5 mm tem como vantagem o fato de que cervejas com valores
altos na escala de cor podem ser medidas sem a necessidade de diluicdo da

amostra;

5.2 Filtrar a amostra através de um filtro de membrana. A filtracdo é desnecessaria

se a turbidez da amostra foi inferior a 1 EBC;
5.3 Se necessario, clarificar a amostra adicionando o reagente Kieselguhr (1 g L™?)
e fazer uma pré-filtracao antes da filtracdo por membrana.
6. PROCEDIMENTO
6.1 Configurar o comprimento de onda do espectrofotdmetro 430 nm;
6.2 Fazer a calibracdo com agua, ajustando a absorbancia para 0,00 nm;
6.3 Ambientar e colocar a amostra pretendida na cubeta;

6.4 Ler a absorbancia e anotar os resultados obtidos.

7. EXPRESSAO DE RESULTADOS

7.1 Célculos
Cor (EBC) = AX f x 25
A = absorbancia a 430 nm em cubeta de 10 mm
f = fator de diluicao
ou
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Cor (EBC) = A X f x50
A = absorbancia a 430 nm em cubeta de 5 mm

f = fator de diluicédo

o Expressar os resultados em unidades EBC com 2 algarismos significativos;

7.2 Preciséao

Cerveja (7-16):
r =01 R =152+ 0/12m

m = média

SRM  2-3 3-4 5-6 6-9 10-14 17-18 19-22 22-30 30-35 30+ 40+

EBC 4-6 4-8 10-12  12-18 20-28 33-36 37-43 43-59 59-69 69 79

COR Palha Amarelo Ouro Cobre Marrom Marrom Marrom Negro

escuro muito opaco
escuro

Figura 1: Escala de cores de cervejas
Fonte: MAFRA, 2018
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1. OBJETIVOS
« Padronizar a andlise de cor em amostras de cervejas produzidas no LACEMP e

solicitadas externamente.

o Determinar por espectrofotometria UV-vis o teor de dicetonas vicinais em

cervejas artesanais.

2. ALCANCE
Docentes, discentes e técnicos responsaveis pela realizacdo da andlise no
LACEMP.

3. PRINCIPIO
3.1 O termo “dicetonas vicinais” engloba a soma das dicetonas 2,3-butanodiona
(diacetil) e 2,3-pentanodiona. O diacetil e a pentanodiona estdo presentes nos
produtos secundarios do metabolismo fermentativo da levedura cervejeira, e se
formam através da oxidacdo das moléculas de 2-acetolactato e 2-

acetohidroxibutirato.

Na cerveja, em funcédo do pH, tempo e temperatura, o 2-acetolactato € oxidado a
diacetil. O diacetil formado é novamente assimilado pela levedura e reduzido para

acetoina e 2,3-butanodiol.

3.2 As dicetonas sao formadas durante o processo de fermentacao e sua formacao
esta relacionada ao consumo de aminoé&cidos pela levedura. Assim, sua producéo
e reducgao sao as principais causas de tempos elevados na etapa de fermentacao
e consequente aumento no tempo total do processo, uma vez que ndo se pode
passar 0 produto para a etapa seguinte sem a completa reducdo das dicetonas,

devido esse subproduto da fermentacao ser considerado critico, pois possui baixo
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limiar de percepcédo e prejudica a qualidade sensorial, influenciando de forma

negativa o aroma da cerveja.

3.3 As dicetonas vicinais sdo destiladas da cerveja. O destilado € misturado com
uma solucdo de o-fenilenodiamina a partir de derivados de quinoxalina. Apos a
acidificacdo, a quantidade de produtos da reacdo € medida
espectrofotometricamente. A concentracao de dicetonas vicinais € calculada com a

ajuda de um fator de calibracgéo.

. MATERIAIS E REAGENTES

o Espectrofotdbmetro na regido do UV-vis;

e Cubetas de 10 mm;

e Provetas de 25 e 100 mL;

e Tubos de ensaio;

o Pipeta volumétrica;

e Micropipeta;

« Sistema de destilagédo a vapor de amostras de 100 mL (Alambigue ou Markham);

« Agua grau 3;

e HCI 4 mol/L;

o o-fenileodiamina 10 g/L em HCI 4 mol/L (Preparar no dia do uso e manter as
solucdes em local escuro. A o-fenilenodiamina é téxica e pode causar reacoes
alérgicas; manusear com cuidado, utilizando luvas);

e Solucéo estoque de diacetil 5 g/L em &gua (Armazenar a solu¢cdo em frasco
ambar na geladeira. Estabilidade: 6 meses);

e Solucao padrao de diacetil 250 mg/L (Diluir 5 mL da solucdo estoque em 100 mL

de agua em baldo volumétrico. Estabilidade: 6 meses).

. PREPARACAO DE AMOSTRAS
5.1 Amostras contendo levedura devem ser clarificadas por centrifugagdo ou

filtracéo.
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6. PROCEDIMENTO

6.1 Determinacao

Medir 100 mL da amostra em uma proveta e adicione ao baldo de destilacao;

Destilar a amostra para obter 25 mL de destilado na proveta. O periodo de
aquecimento deve ser de pelo menos 6 min; O tempo de destilagéo € de 8 a 10
min;

Misturar o destilado e pipetar 10 mL em tubo de ensaio seco;

Pipetar 0,5 mL de solugdo de o-fenilenodiamina no tubo de ensaio e

homogeneizar;

Deixar a mistura repousar em local escuro de 20 a 30 min;
Adicionar 2 mL de HCI 4 mol/L a mistura;

Medir a absorbancia em 335 nm contra agua no espectrofotdémetro;

Anotar os resultados obtidos (Ap - Absorbancia do procedimento).

6.2 Teste em Branco

Paralelamente ao procedimento, realizar um teste em branco, utilizando agua ao

invés do destilado;
Proceder conforme o tépico procedimento descrito anteriormente (6.1 a 6.7);

Anotar os resultados obtidos (Ab - Absorbancia do branco).

6.3 Calibracao

Pipetar 9,9 mL de agua para um tubo de ensaio seco;
Adicionar 0,10 mL da solugéo padrao de diacetil e homogeneizar,
Proceder conforme o tépico procedimento descrito anteriormente (6.1 a 6.7);

Anotar os resultados obtidos (Ac - Absorbancia da calibracao).
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7. EXPRESSAO DE RESULTADOS

7.1 Calculos

O teor de dicetonas vicinais, expresso em mg/L, € dado pela formula:
VDK = Ap — Ab/Ac — Ab 0,625

Ap: Absorbancia do procedimento

Ab: Absorbancia do branco

Ac: Absorbéancia da calibracao

Se o denominador da férmula (Ac — Ab) se desviar consideravelmente de 0,230,

a razdo deve ser investigada fazendo uma nova solugdo de diacetil recém-
destilado;

Expresse os resultados com 2 casas decimais.

7.2 Precisao

(0,06 — 0,13):7 = 0,02 R = 0,06

8. REFERENCIAS

1. ASBC (American Society of Brewing Chemists). Analysis Methods for the Brewery Industry.
Spectroquant Prove. 2017.

2. European Brewery Convention (EBC). Vicinal Diketones in Beer: Spectrophotometric Method.
2000.
EBC. Analytica-EBC. Nurnberg: Fachverlag Hans Carl, 2010.
MEDEIROS, Claudio Dantas de. Effect of process variables in fermentation time and in total
vicinal diketones concentration. 2010. 75 f. Dissertacdo (Mestrado em Pesquisa e

Desenvolvimento de Tecnologias Regionais) - Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
Natal, 2010.

POP n°: 003 Péagina: 038 de 04
Versao: 001 Revisao: 000 Validade: 2 anos




Instituto Federal do Espirito Santo

Ty :
NeTUTO Campus Vila Velha 'y ,@
FEDERAL R
Espirito 5anto L. L. . , . .

Gampus. Laboratorio de Analise de Cervejas e Matérias Primas LACEMP

Procedimento Operacional Padréao (POP)

ANALISE DE POLIFENOIS TOTAIS

POP n°: 004 Pagina: 01 de 05

Versdo: 001 Revisdo: 000 Validade: 2 anos

1. OBJETIVOS
« Padronizar a analise de polifendis totais em amostras de cervejas produzidas no

LACEMP e solicitadas externamente.

o Determinar por espectrofotometria UV-vis o teor de polifendis totais presentes

em cervejas artesanais.

2. ALCANCE
Docentes, discentes e técnicos responsaveis pela realizacdo da analise no
LACEMP.

3. PRINCIPIO
3.1 Os polifendis de baixo peso molecular sdo antioxidantes naturais e
contribuem em grande parte no poder redutor durante a mosturacao,
protegendo a cerveja contra a oxidacdo e melhorando a estabilidade das
propriedades fisico-quimicas. O poder redutor decresce com o aumento do
peso molecular e alguns polifendis sdo antioxidantes por sua habilidade em
guelar ions metdlicos e outros sao considerados pro-oxidantes devido a sua

capacidade de transferir elétrons para ions metalicos.

Os compostos fendlicos estdo presentes em plantas que podem ser consumidas
por humanos e tem como funcédo reduzir radicais livres — que danificam tecidos
organicos —, prevenir contra danos macromoleculares e prevenir a diminuigdo da
atividade enzimatica antioxidante no cérebro e no figado. Os polifendis ndo estédo
presentes somente em vegetais, mas também em cereais, como a cevada, que
origina o malte para a producdo de cerveja. O contetdo total de antioxidantes
depende do tipo de cerveja, das matérias-primas e do tipo de fabricagéo utilizado.
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Cerca de 70-80 % dos polifendis da cerveja provém do malte e 20-30 % do IUpulo.

3.2 Tratamento da amostra com solucéao de carboximetilcelulose e EDTA.

3.3 Reacdo de polifenéis com ions férricos em solucdo alcalina. Medicdo da

absorbancia a 600 nm da solucéo de cor vermelha contra uma solugdo em branco.

. MATERIAIS E REAGENTES

Espectrofotbmetro na regido do UV-vis;

Centrifuga;

Cubetas de 10 mm;

Baldes volumétricos graduados e com tampa, de 25 mL, 50 mL, 100 mL e 1000
mL;

Pipetas graduadas de 0,5 mL, 1 mL, 10 mL e 25 mL;

Pipetas de 1 mL e 10 mL;

Agua grau 3;

Carboximetilcelulose/acido etilenodiaminotetracético (CMC/EDTA) 10 g/L (CMC
de sodio, contendo 2 g/L de EDTA). Preparar a solucdo fresca a cada més.
Adicionar lentamente 10 g de CMC de sédio e 2 g de EDTA dissddico a 500 mL
de 4gua, sob agitacdo. Quando todo o material sélido estiver dissolvido, apos
repouso de 1 a 3h, agitacdo, ou homogeneizacdo, transferir para baldo
volumétrico de 1 L e completar com agua. Se necessario clarificar a solugéo por
centrifugacao;

Reagente férrico 5,6 g/L de Fe3+. Dissolver 3,5 g de citrato de ferro aménio verde
(16 % de ferro) em 100 ml de agua. A solucdo deve ser completamente limpida.
Preparar fresco a cada semana (ou com mais frequéncia) e guardar em vidro e
local escuro;

Reagente amoniaco, diluir 100 mL de amoniaco concentrado (d= 0,92g/mL) em

300 mL de agua.
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5. PREPARACAO DE AMOSTRAS
5.1 Desgaseificar a amostra de cerveja por agitacao;

5.2 Clarificar amostras turvas por centrifugacao e nao por filtracao;
5.3 Utilizar a cerveja desgaseificada em temperatura de 20°C.
6. PROCEDIMENTO
6.1 Amostra de Medicéao

o Pipetar 10 mL da amostra e 8 mL de reagente CMC/EDTA em um baldo

volumétrico de 25 mL;
o Tampar e homogeneizar bem o conteldo;
6.2 Diluicdo da Amostra
e Se o teor de polifendis for superior a 400 mg/L é necessario diluir a amostra,

« Utilizar baldes volumétricos graduados de 50 mL para a amostra e as solucdes

em branco;

e ApOs a adicdo do CMC/EDTA e dos reagentes férricos, adicionar 25 mL de

agua,
« Homogeneizar bem e adicionar o reagente de amonia;
6.3 Determinacgéo
o Adicionar 0,5 mL de reagente férrico a amostra de medi¢cdo e homogeneizar;
« Adicionar 0,5 mL de reagente amoniaco e homogeneizar;
o Completar até 25 mL (ou 50 mL) com agua e misturar;

« Deixar em repouso por 10 min e medir a absorbéncia a 600 nm. Certifique-se

de que a solucéo a ser medida € limpida.
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6.4 Amostra em Branco
e Misturar 20 mL da amostra de cerveja e 8 mL de reagente CMC/EDTA em um
baldo volumétrico de 25 ou 50 mL;

« Adicionar 0,5 mL de reagente amoniaco e homogeneizar. Completar o volume

até 25 ou 50 mL com agua;

o Deixar em repouso por 10 min e medir a absorbéncia a 600 nm. Certifique-se
de que a solucdo a ser medida é limpida.

7. EXPRESSAO DE RESULTADOS
7.1 Calculos
Obtenha o teor de polifenois usando a formula:
P =AX%x820xf
P = teor de polifendis (mg/L)
A = absorbancia a 600

f = fator de diluigdo (2 se for usado um baldo volumétrico de 50 mL)

7.2 Precisao
(73 — 176 mg/L):r = 41mg/L R = 18 + 0,13 m

m = média

8. REFERENCIAS

1. ASBC (American Society of Brewing Chemists). Analysis Methods for the Brewery Industry.
Spectroquant Prove. 2017.

2. European Brewery Convention (EBC). Total Polyphenols in Beer by Spectrophotometry (IM).
2002.

3. EBC. Analytica-EBC. Nirnberg: Fachverlag Hans Carl, 2010.

4. FEISTAUER, Lucas Brambilla Hilbig. Propriedades antioxidantes da cerveja artesanal. Porto
Alegre, 2016. Disponivel em <https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/147871/001000
713.pdf?sequence=1&isAllowed=y>.
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5. VIEIRA, Anderson Eduardo de Oliveira. Controle de qualidade fisico-quimico de cerveja de uma
indUstria paraense. Belém, 2015. Disponivel em
<https://bdm.ufpa.br:8443/jspui/bitstream/prefix/2607/1/TCC_ControleQualidadeFisico-

quimico.pdf>.
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1. OBJETIVOS
o Padronizar a andlise de flavonoides em amostras de cervejas produzidas no

LACEMP e solicitadas externamente.

o Determinar por espectrofotometria UV-vis o teor de flavonoides em cervejas

artesanais.

2. ALCANCE
Docentes, discentes e técnicos responsaveis pela realizacdo da andlise no
LACEMP.

3. PRINCIPIO
3.1 Os principais polifendis presentes na cerveja provem essencialmente da casca
de cevada malteada e do lupulo. S&o acidos fendlicos, flavonoides de trés tipos:
flavandis (catequinas e epicatequinas), as antocianinas entre elas estdo a
pelargonidina, malvidina, leucocianidinas e leucopelargonidina e seus derivados
produtos de oxidacao (como as chalconas) e os flavonoéis (quercitina, kampferol,
mircetina). Também aparecem compostos mais complexos como 0s taninos sendo
0S mais importantes as proantocianidinas de diversos graus de polimerizacdo. Os
antioxidantes naturais presentes nas cervejas, exercem, entre outras, uma funcéo
protetora de qualidade sensorial da cerveja, evitando deterioracdo oxidativa de sua

gualidade.

3.2 Em condigbes é&cidas, o cromégeno p-dimetilaminocinamaldeido reage com

flavonoides como a (+)-catequina, para formar pigmentos coloridos.

3.3 O método permite uma determinacdo quantitativa dos precursores de turbidez

de catequina e proantocianidina, enquanto flavanadis e glicosideos de flavonol néo
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sao estimados.

3.4 A cerveja diluida é misturada com uma solugdo &cida do cromogeno e 0s

pigmentos resultantes séo determinados pela medicédo da absorbancia da mistura.

3.5 A concentracdo de flavonoides € determinada diretamente por meio de uma

equacao de regressdo. Como o método foi calibrado com (+)-catequina, todos os

resultados sé@o equivalentes a esta.

. MATERIAIS E REAGENTES

Espectrofotbmetro na regido do UV-vis;

Cubetas de 10 mm;

Proveta de 250 mL;

Baldes volumétricos de 100 mL e 500 mL;

Pipetas volumétricas de 1 mL, 5 mL e 10 mL;

Erlenmeyer de 1000 mL;

Agua grau 3;

HCI concentrado, d = 1,19;

Metanol;

p-dimetilaminocinamaldeido

Solugdo de cromégeno 1g/L (Dissolver p-dimetilaminocinamaldeido (500 mg)
numa mistura previamente resfriada de 125 mL de HCI concentrado e 350 mL
de metanol. Diluir a solugdo para um volume final de 500 mL com metanol.
Preparar o reagente fresco uma vez por semana e armazenar o reagente sob

abrigo da luz).

. PREPARACAO DE AMOSTRAS

5.1 Trabalhar com a amostra de cerveja a cerca de 20°C;

5.2 Desgaseificar a amostra em erlenmeyer com sob balanco suave e depois

intenso;
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5.3 Nao desgaseificar por filtracéo, pois o papel absorve flavonoides.

6. PROCEDIMENTO
6.1 Diluicao
« Pipetar 10 mL de cerveja desgaseificada para um baldo volumétrico de 100

mL;
o Completar até 100 mL com agua.
6.2 Reacdo e Estimativa Espectrofotométrica
e Pipetar 1 mL da amostra de cerveja diluida em tubo de ensaio;
« Adicionar 5 mL do reagente cromdgeno e homogeneizar;
e Apbs 10 min, transferir para uma cubeta de 10 mm e ler a absorbancia a 640
nm.
6.3 Teste em Branco
e Misturar 1 mL de 4gua com 5 mL do reagente cromégeno;
« Transferir o conteddo para uma cubeta de 10 mm e ler a absorbancia a 640

nm. Realizar determina¢des em duplicata.

7. EXPRESSAO DE RESULTADOS
7.1 Célculos
Calcule o conteudo de flavonoides como:

Flavonoides (equivalentes a catequina) = 335 (Ap — Ab)
Ap: Absorbancia do procedimento
Ab: Absorbancia do branco

Expresse os resultados em mg/L com 1 casa decimal.

7.2 Precisao
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Coeficiente de variacdo do erro de repetibilidade (CVSr) = +4,7%

Coeficiente de variagao do erro de reprodutibilidade (CVSR) = + 7,6%

8. REFERENCIAS

1. ASBC (American Society of Brewing Chemists). Analysis Methods for the Brewery Industry.
Spectroquant Prove. 2017.

2. European Brewery Convention (EBC). Flavanoids in Beer by Spectrophotometry. 1997.

3. EBC. Analytica-EBC. Nirnberg: Fachverlag Hans Carl, 2010.

4. DE FREITAS, Gisele Laisa. Potencial antioxidante e compostos fendlicos na cerveja, chopp,
cevada (Hordeum vulgare L.) e no bagaco de brassagem. Florianépolis, 2006. Disponivel em
<https://repositorio.ufsc.br/bitstream/handle/123456789/88407/231715.pdf?sequence=1&isAllo

wed=y>.
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