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ELEMENTOS BIOTECNOLOGICOS

FUNDAMENTAIS NO PROCESSO CERVEJEIRO:

3° PARTE - A MATURACAO

Resumo

A cerveja é uma solugdo aquosa complexa, contendo COZ, etanol, diversos sais inor-
ganicos e cerca de 800 compostos organicos. O flavour da cerveja é determinado
principalmente, por compostos produzidos pela levedura durante a fermentagido e em
parte na maturacio. O presente artigo finaliza uma série de revisdes sobre os elemen-
tos biotecnolégicos fundamentais no processo cervejeiro demonstrando os aspectos
basicos na maturagio da cerveja.
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SUMMARY

Beer is a complex watery solution, containing CO,, ethanol, several inorganic salts and
about 800 organic compounds. The flavour of the beer is determined, mainly, through com-
pounds produced by the yeast during the fermentation and in part of the maturation. The
present paper finishes a series of revisions on the basic biotechnological elements in the
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brewing, demonstrating the basic aspects in the maturation of the beer.
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INTRODUCAO

Entende-se por Biotecnologia a utilizagdo de sistemas ce-
lulares para a obtencdo de produtos ou desenvolvimento de
processos industriais. A cerveja é um produto biotecnolégico
classico para o qual a imagem é muito importante. Qualquer
mudanga no processo de produgdo com vistas a redugiao de
custos deve preservar as caracteristicas organolépticas do
produto final, tradicionalmente denominadas de flavour.

O sabor da cerveja é determinado pela matéria-prima,
pelo tipo de processo e pela levedura utilizados, além dos
compostos produzidos durante a fermentagdo e maturagio,
que exercem maior impacto. Entre os compostos produzi-
dos pela levedura, que influenciam marcadamente o flavour da
cerveja obtida, encontram-se dlcoois, ésteres, acidos organi-
cos, compostos carbonilados e compostos sulfurados.

Ao iniciar-se a maturagio, a maior parte dos agucares foi
metabolizada em etanol, gis carbonico, glicerol, acidos or-
ganicos e alcoois superiores. Durante o processo de matu-
racdo, ocorrem algumas alteragdes de grande importéincia
para a qualidade da cerveja, como o gas carbénico produzido
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durante a fermentagdo do extrato restante provoca a car-
bonatagdo da cerveja e é suficiente para fornecer a cerveja
o teor ideal de carbonatagio, e se nio alcan¢ado, pode ser
corrigido apds a filtragdo; o repouso a baixa temperatura
provoca a precipitagdo dos residuos de leveduras que ainda
permanecem na cerveja; maturagdo do sabor pelas transfor-
macdes que ocorrem na concentrag¢do de dcido sulfidrico, de
acetaldeido e de diacetil, os quais sio minimizados durante
o processo. Os alcoois superiores e acidos graxos que se
formam durante a fermentagio ndo se modificam significati-
vamente no decorrer da maturagdo. Durante o periodo de
maturagio sido formados ésteres dando origem a aroma e
sabor que caracterizam a cerveja; entre os ésteres, predomi-
nam o acetato de etila, acetato de isoamila, caproato de etila
e caprilato de etila.

Neste artigo, encontram-se revisados e sumariados os
aspectos bdsicos mais relevantes da etapa de maturagio da
cerveja, finalizando a série de revisdes sobre os elementos
biotecnolégicos fundamentais no processo cervejeiro.
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A MaTuracAo DA CERVEJA E SEUS
AspecTos BAsicos

Pode-se dividir o processo de fermentagdo da cerveja
em duas etapas distintas. A primeira, denominada fermenta-
¢do primaria, cobre a fase de grande atividade metabdlica da
levedura, durante a qual quase todo extrato fermentavel é
convertido em etanol e gas carbénico. Essa fase dura apenas
alguns dias. A segunda etapa, chamada fermentagiao secunda-
ria, diz respeito ao periodo de maturagdo da cerveja. Apos
a fermentagido primaria, o extrato fermentavel residual da
cerveja verde continua a ser lentamente fermentado. Mas o
processo de maturagdo continua por um longo tempo, mes-
mo depois do término da fermentagio secundaria (Venturini
Filho & Cereda, 2001).

Até algum tempo atras a cerveja era fermentada em um
tanque e maturada em outro. Atualmente hda uma nitida ten-
déncia de as cervejarias realizarem a fermentagdo primaria e
secundaria em um Unico tanque (Figura 1). Este, normalmen-
te, é denominado “outdoor” ou unitanque (Venturini Filho
& Cereda, 2001). A utilizagdo do processo de fermentagio e
maturagido em dois tanques separados nao é proibida, porém
implica em maiores gastos com equipamentos e utilidades e
menor aproveitamento do espago disponivel. Ademais do
maior risco de contaminagdo e oxidagio por causa da trasfe-
ga (Tschope, 2001).

Figura |. Fermentador / maturador da microcervejaria do Departamento de
Biotecnologia da USP de Lorena (SP)
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A maturagio é conduzida a baixa temperatura, normal-
mente 0°C, por um periodo que varia de duas a quatro sema-
nas. Mas em virtude dos custos envolvidos nessa fase, tém-se
proposto a redugdo do tempo de maturagdo com a adogdo
de novas técnicas. Por exemplo, nos Estados Unidos ha cer-
vejarias que, terminada fermentagdo primaria, com a cerve-
ja “verde” apresentando um minimo de diacetil e nenhum
oxigénio dissolvido, maturam a cerveja a 2-4°C por 2 a 4
dias. Outros processos envolvem o chamado “repouso do
diacetil”. Apds a fermentagio primaria a cerveja é mantida a
12-18°C por uma semana (repouso do diacetil) e em seguida
armazenada a frio (proximo de 0°C) por mais outra. Esse mé-
todo é semelhante ao antigo sistema britdnico de armazena-
mento a “‘quente” seguido por outro a frio, para melhorar o
paladar da bebida (Venturini Filho & Cereda, 2001). Segundo
Madrid et al. (1995) a cerveja verde oriunda do fermentador
ainda tem um sabor grosseiro, por falta de maturacio, e ain-
da contém aglcares que fermentam durante o periodo de
maturagio ou armazenamento. Ao finalizar a fermentacio,
quando cessa a produgio de CO,, as leveduras comegam a
sedimentar e nestas condi¢des nio turbulentas, a clarificagio
se acelera com o frio.

Assim, a maturagdo tem por objetivo: a) iniciar a clarifica-
¢do da cerveja mediante a remogdo, por sedimentagao, das
células de levedura, de material amorfo e de componentes
que causam turbidez a frio na bebida; b) saturar a cerveja com
gas carbodnico, através da fermentagio secundaria; c) melho-
rar o odor e sabor da bebida, através da redugdo da concen-
tracido de diacetil, acetaldeido e 4cido sulfidrico, bem como
o aumento do teor de éster; d) manter a cerveja no estado
reduzido, evitando que ocorram oxidagdes que comprome-
tam sensorialmente a bebida (Almeida e Silva, 2005; Venturini
Filho & Cereda, 2001).

Clarificacao por sedimentacao

Quando cessa a fermentagdo primaria, o volume ¢é
mantido em repouso por alguns dias para ocorrer a sepa-
racio dos fermentos (leveduras) no tanque. Uma maneira
de reduzir o tempo nesta etapa é separar o fermento por
meio de uma separadora centrifuga. Normalmente, nio
se remove todo fermento, pois a cerveja verde, como ¢
conhecida, nio tem desenvolvido todo seu sabor, e ain-
da possui algum agucar disponivel para posterior fermen-
tacio (fermentagido secundaria). Assim, este aglcar serd
fermentado durante a maturagdo por aquele fermento
residual (Tornic, 1986). De acordo com Venturini Filho
& Cereda (2001), na maturagdo, para que ocorra a fer-
mentagido secundaria (e os beneficios dela decorrentes)
é necessario que a cerveja verde contenha um adequa-
do nivel de extrato fermentdvel (0,5-1,5 % m/m) e uma
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contagem de leveduras vidveis na faixa de 2 a 5.10° cé-
lulas/ml. Nesse caso, a levedura deve apresentar apenas
um moderado poder de floculagdo. Leveduras muito flo-
culantes sedimentam rapidamente, permanecendo poucas
células em suspensdo na cerveja em maturagdo. O tipo de
levedura normalmente define o método de maturagio.
Durante a fermenta¢ao e a maturacao da cerveja, for-
mam-se também redes coloidais que podem precipitar, e
ocasionar a turvagdo da cerveja engarrafada, durante o ar-
mazenamento a frio. Esses precipitados coloidais consis-
tem de agregados de proteinas e polifendis, extraidos do
malte e do ltpulo. No processo de fabricagdo de cerveja,
a maioria desses precipitados se forma durante a fase de
maturagdo a frio. Os polifendis e as proteinas remanes-
centes que poderiam levar a turvagio do produto enva-
sado, durante o armazenamento a frio, sio normalmente
removidos por tratamento com polivinilpolipirrolidona
(PVPP) ou silica hidrogel, antes ou apds a filtragao. Foi
estabelecido, hda muitos anos, que somente as chamadas
“proteinas precursoras de turva¢ao” sdo capazes de agre-
gar-se aos polifendis. A literatura disponivel relaciona o
elevado contetdo de prolina dessas proteinas ao proces-
so de formagdo de precipitado. Na cerveja, as proteinas
responsdveis pela turvagido se originam, predominante-
mente, da fracio de a-gliadina rica em prolina (hordeina)
da cevada maltada. Substancias polifendlicas tais como os
flavonoides, estio presentes na maioria das plantas es-
tando concentradas em suas sementes, pele ou casca do
fruto e flores. O mecanismo que leva a formagio de redes
de proteinas-polifendis foi demonstrado por experimen-
tos de difusdo. Foi observado que, antes da dimerizagdo
e precipitagdo, os peptideos ricos em prolina se tornam
cada vez mais cobertos com polifenoéis. Acima de certa
carga de polifendis, a associagdo dos polifendis entre si
pode conferir estabilidade aos complexos de proteina-po-
lifenol. Dessa forma, a associagio de cadeias peptidicas
ocorre simultaneamente via pontes com polifendis e via
associacao de polifendis entre si. Pode-se esperar que tais
redes precipitem, turvando a cerveja, em condi¢des de
baixa temperatura (Edens et al, 2006a). Segundo Edens
et al. (2006b), entre varias opgdes disponiveis, o uso de
adjuntos é a que, mais provavelmente, traz uma significa-
tiva contribui¢do para a redugdo do potencial de turvagdo
a frio da cerveja. As fragdes de proteinas presentes no
milho e no arroz tém conteldos relativamente baixos de
prolina, diluindo o nivel de proteinas formadoras de tur-
vagdo, que sio extraidas do malte. Entretanto, resfriar a
cerveja a aproximadamente 0°C num tanque de matura-
¢do, adicionar PVPP e/ou silica hidrogel e filtrar o preci-
pitado da cerveja continua sendo o padrao industrial para
prevencido da turvagio a frio. Ha algumas desvantagens no
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uso do PVPP. Estas incluem elevados custos operacionais,
elevados custos de investimento, se o PVPP for regene-
rado, e uma redugdo do potencial antioxidante natural da
cerveja, ja que o PVPP se liga seletivamente aos polifendis
presentes (o PVPP se assemelha a poliprolina). Embora a
silica hidrogel tenha menor custo, sua capacidade de re-
mogdo do residuo de proteinas formadoras de turvagdo
é limitada, de modo que as cervejas clarificadas por este
método devem apresentar estabilidade coloidal meramen-
te marginal. Assim, estes pesquisadores desenvolveram
uma solugdo enzimdtica capaz de aumentar a estabilidade
coloidal da cerveja a partir do entendimento das reagdes
quimicas envolvidas no processo de turvagio da cerveja,
durante o armazenamento a frio. Eles sugerem a utilizagdo
da protease prolina-especifica da DSM Beverage Enzymes,
comercializada com o nome de “Brewers Clarex”.

Saturacdao com gas carbonico

A pressdo tem como efeito saturar o meio gas, no caso
da fermentagdo com CO,. Isto tem como conseqiiéncia, pri-
meiramente, a reduciao da formagdo de alguns subprodutos
como alcoois superiores; pode levar, também, a diminui-
¢do da velocidade da fermentagio (consumo de extrato),
por causa dos efeitos toxicos deste gis sobre a levedura,
ou ainda, a problemas de autélise da levedura, levando a
diminuicdo da qualidade da espuma, escurecimento e per-
da da qualidade microbiolégica e fisico-quimica da cerveja.
No geral, a pressdo ¢ utilizada quando ja foram consumi-
dos 85% dos aglcares disponiveis para a levedura e este
residual sera utilizado para a saturagido gasosa do produto
(Tschope, 2001). Segundo Venturini Filho & Cereda (2001),
durante a fermentagio secundaria a cerveja é naturalmente
carbonatada pelo gas carbdnico produzido pela atividade da
levedura e mediante uma contrapressio de CO, de 0,8-1,0
atm no tanque de maturagio. Entretanto, dadas as dificul-
dades de controle da fermentacio final e do nivel de CO,
no produto, as cervejarias normalmente optam por outros
métodos de carbonatagio. Esses outros métodos de car-
bonatar cerveja sio chamados de mecanicos. Nesses casos
utiliza-se CO, comprado de empresas especializadas ou re-
cuperado na proépria cervejaria, a partir do gas carbénico
produzido na fermentagdo da cerveja. Quando recuperado,
o CO2 deve ser desidratado, purificado com carvao ativo e
liquefeito. Dentre as varias técnicas de carbonatagdo meca-
nica de cerveja, as mais conhecidas sdo a carbonatagdo em
linha e a carbonatagdao em tanque.

Na carbonatagio em linha, o gas carboénico é injetado
durante a passagem da bebida por uma tubulagio. Um di-
fusor produz bolhas muito pequenas de CO, (10-100 um),
que sdo facilmente absorvidas pela cerveja. Normalmente,
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realiza-se a carbonatacio em linha durante a transferéncia
da cerveja filtrada para o tanque de armazenamento final
(tanque de pressao).

Na carbonatagdo em tanque, o CO, ¢ injetado na cerveja
através de um difusor localizado no fundo de um tanque de
armazenamento, até que se atinja uma determinada contra-
pressdo. Seja qual for o método empregado, o nivel de CO,
na cerveja antes do envase deve estar entre 2,5 a 2,8 v/v.

Melhora do flavour da bebida

Na maturagio do sabor da cerveja, trés reagbes tém
grande influéncia sobre este fator: a redugio na concentra-
cio de acido sulfidrico, de acetaldeido e de diacetil. Todos
estes compostos sao produtos do metabolismo da levedura.
Podem ser minimizados mediante a menor temperatura de
fermentacdo, a selecdo da levedura e a composi¢ao do mos-
to. O sulfeto de hidrogénio, acido sulfidrico ou gas sulfidrico
(H,S), possui odor repugnante, o que, aliado ao seu baixo
limite de detecgdo sensorial (“threshold”), torna a sua pre-
senga nas bebidas indesejavel. Na fermentagdo da cerveja, o
sulfeto de hidrogénio produzido pelas leveduras é removido
durante a maturagio (Carvalho et al, 2007). O acetaldeido
pode exceder o valor de detecgdo sensorial durante a fase
ativa da fermentagio (fermentagdo primaria), mas normal-
mente é reduzido a etanol na fase de maturacdo. Entre os
compostos carbonilados, acetaldeido e diacetil sio os mais
importantes. O diacetil é o composto chave na determina-
¢do das caracteristicas organolépticas do produto final. Este
composto determina um sabor de manteiga no produto final
(Angelino, 1991).

A remocgio de diacetil (2,3-butanodiona) e 2,3-pentano-
diona, coletivamente denominados dicetonas vicinais, e de
seus precursores, o-acetolactato e a-acetohidréxibutirato,
respectivamente, € um dos principais objetivos da fermen-
tacdo secundaria da cerveja (Masschelein et al, 1994). Trés
passos estdo envolvidos na formagio e remocéo de dicetonas
vicinais: |) sintese e excre¢do de o-acetohidroxiacidos pela
levedura, 2) descarboxilagio oxidativa de a-acetohidroxiaci-
dos até as respectivas dicetonas, e 3) redugio das dicetonas
vicinais pela levedura (Masschelein et al, 1994). Embora am-
bos compostos (diacetil e 2,3-pentanodiona) sejam impor-
tantes no controle da maturagdo da cerveja, o diacetil é o
composto que apresenta maior impacto no flavour do pro-
duto final (Carvalho et al, 2007). De acordo com Linko et al.
(1998), o limite de detec¢io sensorial do diacetil é de apenas
0,05 mg/L ou menos.

O controle eficiente da concentragio de diacetil pode ser
obtido de duas maneiras: a) prevencio da formagdo do pre-
cursor (o-acetolactato), ou b) aumento da taxa de descarbo-
xilagdo quimica do precursor (Carvalho et al, 2007).
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A prevengdo da formagdo do precursor o-acetolactato
pode ser alcangada através de leveduras que contém o gene
que codifica a sintese da enzima o-acetolactatodescarboxila-
se integrado a seu genoma. Desta forma, o excesso de a.-ace-
tolactato produzido através da via de biossintese do aminoa-
cido valina é convertido diretamente a acetoina pela enzima
incorporada ao genoma da levedura (Linko et al,, 1998). Estu-
dos em escala piloto confirmam a possibilidade de uso desta
estratégia (Kronlof & Linko, 1992). Entretanto, a aplicagio
da tecnologia de DNA recombinante na cervejaria moder-
na pode ser retardada, ou até mesmo rejeitada, por regula-
¢des governamentais e/ou rejeicio por parte do consumidor
(Masschelein et al., 1994).

A fase limitante na maturagdo da cerveja é a baixa taxa
de conversio espontidnea (nio enzimitica) de o-aceto-
lactato em diacetil. Esta reagdo, como todas as reagdes,
procede mais lentamente a baixas temperaturas, sendo
limitada pela temperatura de maturagdo de 4°C (Linko
et al, 1998). Backer & Kirsop (1973), foram os primei-
ros pesquisadores a reportar o emprego de tratamento
térmico da cerveja e rapida conversdo de precursores a
dicetonas vicinais e remog¢ao dos produtos formados por
células imobilizadas. Este conceito é o fundamento através
do qual, processos continuos de fermentacio secundaria,
sdo utilizados em escala industrial hoje em dia. Apds a
fermentagio principal, a levedura residual é removida por
meio de uma centrifuga hermeticamente fechada, e a cer-
veja verde é aquecida a 90°C por |0 minutos utilizando-se
trocadores de calor. Este tratamento térmico é suficiente
para converter todo o a-acetolactato presente em diacetil
e acetoina. Apds resfriamento, o diacetil remanescente é
entdo convertido em acetoina através de um sistema con-
tinuo, operado em reator de leito empacotado, com célu-
las imobilizadas em DEAE celulose, um derivado granular
da celulose. Um tempo de residéncia no reator de apenas
duas horas é suficiente para completar a maturagio da
cerveja e alcancgar niveis de diacetil inferiores ao limite de
detecgio sensorial (Masschelein et al., 1994; Linko et al.,
1998). Deve-se ressaltar que nio foram detectadas mu-
dangas significativas nos espectros analiticos e sensoriais
impostas por esta nova tecnologia de maturagio, poden-
do-se citar como exemplo de aplicagdo industrial deste
processo a producio de cerveja pela Sinebrychoff Kerawa
Brewery, Finlandia (Virkajarvi, 2001).

E importante também saber que os alcoois superiores
e acidos graxos se formam durante a fermentagdo e nio se
modificam significativamente durante a maturagao. O alcool
amilico pode aumentar durante o repouso prolongado. Os és-
teres aumentam na mesma propor¢io que se produz etanol.
Durante o periodo de maturagio sdo formados ésteres dando
origem a aroma e sabor que caracterizam a cerveja “madura”.
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Entre os ésteres formados, predominam o acetato de etila,
acetato de isoamila, caproato de etila e caprilato de etila (Car-
valho et al,, 2007).

Prevencao das reacoes de oxidacao

Conforme relatado por Venturini Filho & Cereda
(2001), um dos objetivos da maturagio, é manter a cer-
veja no estado reduzido, evitando que ocorram oxida-
¢bes que comprometam sensorialmente a bebida. Como
a maioria dos alimentos e bebidas, a cerveja ndo tem uma
estabilidade ilimitada. As reacdes de oxidagcao parecem
ser o principal mecanismo de deterioragdo do flavour da
cerveja, e elas comegam tio logo termina o processo de
fermentagio e se tenha perdido o efeito redutor natural
das leveduras. Com o passar do tempo havera desenvolvi-
mento de compostos indesejaveis que estdo presentes na
cerveja fresca em niveis extremamente baixos ou como
precursores. Além do fator tempo, a temperatura elevada
também acelera as reacdes de oxida¢des, envelhecendo a
bebida mais rapidamente.

Para desacelerar o envelhecimento da cerveja, a in-
dastria deve: |) usar matérias-primas de boa qualidade;
2) apresentar um processamento adequado; 3) utilizar
antioxidantes, tais como sulfitos e ascorbatos; 4) reduzir
a0 maximo os tracos de metais e a quantidade de ar na
cerveja; 5) pasteurizar minimamente a cerveja; 6) armazenar
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