Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Qualidade quimica e perfil sensorial da cerveja envelhecida em barris de
diferentes madeiras

Giovanni Casagrande Silvello

Dissertagdo apresentada para obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncias. Area de concentragdo: Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos

Piracicaba
2019



Giovanni Casagrande Silvello
Engenheiro Agrénomo

Qualidade quimica e perfil sensorial da cerveja envelhecida em barris de diferentes

madeiras
versdo revisada de acordo com a resolugdo CoPGr 6018 de 2011

Orientador:
Prof. Dr. ANDRE RICARDO ALCARDE

Dissertacdo apresentada para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias. Area de concentracdo: Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos

Piracicaba
2019



Dados Internacionais de Catalogac¢édo na Publicacdo
DIVISAO DE BIBLIOTECA — DIBD/ESALQ/USP

Silvello, Giovanni Casagrande

Qualidade quimica e perfil sensorial da cerveja envelhecida em barris
de diferentes madeiras / Giovanni Casagrande Silvello. - - versao revisada
de acordo com a resolugéo CoPGr 6018 de 2011. - - Piracicaba, 2019.

96 p.

Dissertacdo (Mestrado) - - USP / Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz”.

1. Cerveja 2. Qualidade 3. Envelhecimento 4. Madeiras brasileiras I.
Titulo



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida e pelas virtudes.

Aos meus pais Oscar e Sandra pelo incentivo, por todo suporte e pela educacio que eles me
proporcionaram.

A minha irmd Milena por todo apoio 2 minha satide e bem estar e pelo companheirismo.

A minha querida namorada Alana por todos valores ensinados, pelos conselhos e por sempre apoiar e
fazer parte dos meus planos.

Ao meu orientador, professor André, pela confianga e oportunidades oferecidas que tiveram papel
fundamental em meu desenvolvimento pessoal e académico.

Aos caros amigos e amigas, brasileiros, brasileiras e estrangeiras, Alice, Aline, Amanda, Ana, Karine,
MaryAnne, Melissa, Nicolas, Thiago, Zoé Cristina que conheci gragas ao Laboratério de Tecnologia e Qualidade de
Bebidas, pelas contribui¢des, trocas de experiéncias e ajuda na realizagdo deste projeto.

Aos caros amigos da Xdo Preto que a ESALQ me apresentou, pelo apoio ao sonho cervejeiro, em alguns
casos mesmo distante, e pelas belas recordacdes.

Aos grandes amigos de longa data do colégio Atlantico e da cervejaria A Tutta Birra pelos bons
momentos de descontragdo e apoio.

Aos queridos amigos da A.AAL.Q. e ao time de Ténis de Campo pela injecio de motivagio e
contribui¢io a minha saude.

Aos queridos funcionarios e funcionarias do Setor de Actcar e Alcool pelo auxilio, pela prontidio e pelo
bom-humor.

Aos professores e professoras pela contribui¢io e conhecimento ofertados durante as disciplinas da PG.

Aos membros da banca examinadora pelas contribuicdes e pela disponibilidade.

Aos provadores que participaram da andlise sensorial.

As secretarias da PG pelos esclarecimentos e suporte a conclusio do mestrado.

Aos pesquisadores e pesquisadoras da area de tecnologia e ciéncia da cerveja pelo legado.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sio Paulo — FAPESP, pela bolsa concedida (processo
2016/24158-0).

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Supetior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.



BIOGRAFIA

Iniciou suas atividades de pesquisa na area de bebidas em 2011 quando ingressou no curso de Engenharia
Agronémica na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sdo Paulo. No mesmo ano
tornou-se estagiario no Laboratério de Tecnologia e Qualidade de Bebidas, no qual acompanhou pesquisas com
cachaga, ufsque e cerveja. Especializou-se em cerveja durante intercimbio na Université Catholique de Louvain de
2014 a 2015, em Louvain-la-Neuve, periodo no qual cursou o programa de formacio complementar em Mestre
Cervejeiro (Génie Brassicole). Durante intercambio, realizou pesquisas sobre analise sensorial, cromatografia GC-O e
MS novos métodos de extragao de compostos derivados de dry-bgpping em cervejas. Concluiu a graduagao em 2016 e

iniciou o mestrado no programa de Ciéncia e tecnologia de Alimentos na ESALQ-USP em 2017.



EPIGRAFE

“Here's to a long life and a merry one.
A quick death and an easy one. [...]
A cold beer and another one!”
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RESUMO

Qualidade quimica e perfil sensorial da cerveja envelhecida em barris de diferentes

madeiras

O setor cervejeiro estd em expansio tanto no Brasil quanto no mundo. Nos dltimos anos,
tem ocorrido uma expansio de microcervejarias que buscam produtos com qualidade diferenciada,
atendendo a um numero crescente de consumidores mais exigentes. O envelhecimento da cerveja
possibilita diversificacdo e inova¢io do produto. O objetivo deste trabalho foi acompanhar a evolugio
na composi¢ao quimica da cerveja envelhecida e a influéncia sensorial do processo de envelhecimento
em barris de dez litros de diferentes madeiras: Carvalho Americano (Quercus alba), Amburana
(Amburana cearensis) e Cabreava (Mycrocarpus frondosus); durante 6 meses. Amostras de cervejas
armazenadas em barris de carvalho foram analisadas mensalmente. A comparacdo das caracteristicas
quimicas e sensoriais das cervejas envelhecidas com a cerveja nio envelhecida permitiram o
conhecimento das modificagbes ocorridas ao longo do tempo e a determinacio da qualidade do
produto e caracteristicas sensoriais. As amostras foram avaliadas mediante analises de indicadores de
qualidade de cerveja, tais como grau alcodlico, pH, cor, compostos fendlicos totais e amargor; além de
método cromatografico (CG-DIC) para detalhar perfil de compostos aromaticos da bebida
envelhecida. Testes sensoriais holisticos foram aplicados ao final dos processos para avaliacio das
amostras. Obtiveram-se parametros necessarios para caracterizar o processo de envelhecimento da
cerveja armazenada em barris de diferentes madeiras. O tratamento prévio dos barris garantiu
estabilidade microbiolégica durante o envelhecimento da cerveja durante os primeiros meses. A
evolug¢do da composicio geral da cerveja do tipo Barleywine foi distinta em cada madeira, bem como
as caracteristicas sensoriais observadas segundo diferentes metodologias (Napping e Ultraflash profile).
As cervejas envelhecidas em madeiras brasileiras se destacaram quanto ao teor de compostos fenélicos
totais e diferiram entre si quanto aos parametros fisico-quimicos de coloragiao e medida de amargor.

Palavras-chaves: cerveja; qualidade; envelhecimento; carvalho; madeiras brasileiras.



ABSTRACT

Chemical quality and sensory profile of beer aged in barrels made of different woods

The beer industry is expanding both in Brazil and in the world. In recent years
microbreweries have been expanding, seeking products with differentiated quality to serve a growing
number of discerning consumers. Aging beers enable product diversification and innovation. The
objective of this work was to follow the evolution of the chemical composition and the influence on
sensory profile of aging beer in ten-litter barrels made of different woods: American oak (Quercus alba),
Amburana (Amburana cearensis) and Cabretva (Mycrocarpus frondosus); during six months. Samples of
beers stored in new barrels made of different woods were analyzed monthly. The comparison of
chemical and sensorial characteristics between aged and non-aged beer allowed the knowledge of the
changes that have occurred over time and the determination of the optimum quality product and
sensory aspects. Samples will be evaluated through quality analysis, such as alcohol content, pH, color,
total phenolics and bitterness. The profile of congeners and aromatic compounds were analyzed by
chromatographic method (GC-FID). Holistic sensory tests were applied at the end of the maturation
processes for evaluation of the samples. The barrel previous treatment assured beer microbiological
stability during the first months of aging process. General composition evolution of the Barleywine
beer was distinct for each wood, as well as sensory characteristics observed through different methods
(Napping and Ultraflash profiling). Beers aged in brazilian-wood barrels highlighted regarding their
total phenolic contente and differentiated from each other after physic-chemical parameters namely
color and bitterness.

Key-words: beer; quality; aging; oak; Brazilian woods.
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1. INTRODUGAO E OBJETIVO

O setor cervejeiro estd em expansio tanto no Brasil quanto mundialmente. Atualmente ha 610 cervejarias
no Brasil, sendo a maior parte delas pequenas cervejarias categorizadas como “artesanais” ou “microcervejarias”
(MARCUSSO; MULLER, 2017), as quais produzem cervejas diferenciadas que atendem a um nimero crescente de
consumidores que apreciam cervejas de qualidade. Neste sentido, diversas pesquisas véem sendo conduzidas
propondo o desenvolvimento de novos processos e produtos para atender o setor crescente, cada vez mais
fortalecido pela continua inovagio e pela competi¢io entre empresas do ramo.

Com o aumento do poder aquisitivo da populac¢do, as cervejas artesanais ganham mercado em nosso pais
por ser um produto diferenciado, normalmente empregando diferentes matérias-primas (adigdo de ingredientes
regionais como rapadura, café, mel, frutos, ervas etc.) além do malte de cevada, dos lapulos, da agua e da levedura.
Cervejas envelhecidas em barris de carvalho sdo produzidas por cervejarias belgas, que as armazenam por até dois
anos, com a finalidade de acrescentar sabores e aromas, aumentando a qualidade da bebida (SCHOLTES; NIZET;
COLLIN, 2012). Maccari Junior (2012) citou a introducdo das cervejas amadeiradas no mercado brasileiro,
principalmente utilizando o carvalho na matura¢io das cervejas. Contudo, na literatura, ndo sio encontrados dados
que revelem detalhadamente a interacdo entre a cerveja e a madeira ao longo do envelhecimento.

Historicamente, tanques de madeira eram usados para fermentar e maturar cervejas sem a inten¢ao de que
o produto final adquirisse suas caractetisticas, por isso os barris recebiam um tratamento interno de resina, ou entdo
eram lavados com agua quente e acido cloridrico (OLIVER, 2012), para inibir a acdo da madeira na modula¢do dos
aromas e sabores da bebida. Na década de 90 a utilizacdo de madeira na maturacio reapareceu nos Estados Unidos
com o ctrescimento das “cervejarias artesanais”, mas neste caso com a intencdo de que a cerveja adquirisse
compostos da madeira ou da bebida que foi anteriormente armazenada no bartil, como vinho, conhaque, uisque e
rum (CANTWELL; BOUCKAERT, 2016). Atualmente muitas cervejarias utilizam barris de madeira para fermentar
e maturar a cerveja, especialmente na Bélgica, Inglaterra e Estados Unidos (OLIVER, 2012), com o objetivo de
aumentar a complexidade sensorial do produto, agregar valor e gerar inovagéo. No Brasil esta técnica ¢é recente e
comegou a ganhar projecio ha menos de cinco anos. O perfodo de maturacio pode durar de semanas a anos,
dependendo do tipo de cerveja e do resultado pretendido.

Normalmente a cerveja passa por um longo perfodo de maturagio nesses barris e depois ¢ misturada a
uma cerveja jovem para equilibrar a acidez adquirida no processo. Do ponto de vista fisico-quimico a matura¢do no
barril de madeira se diferencia por permitir uma série de reacGes que ndo acontecem no a¢o inoxidavel, material
amplamente utilizado devido a facilidade de limpeza e sanitizagdo. Enquanto este é impermeavel e ndo reage com o
liquido, a madeira libera substincias que interagem com a composi¢io da cerveja em maturagio e permite a difusdo
de gases. Os poros da madeira permitem a entrada de ar, ocasionando uma lenta oxidagdo. Além disso,
microrganismos instalados no interior das aduelas podem realizar uma segunda fermentagio dos carboidratos
residuais presentes na mattiz cerveja. Ao longo do processo de envelhecimento, as interagdes fisico-quimicas entre a
madeira e a bebida sdo inimeras, ocorrendo diversos fenémenos de migracdo de constituintes néo volateis e voldteis
da madeira, a evolugdao de componentes fendlicos, aeracdo da bebida, estabilizagdo da cor e do sabor e o surgimento
do carater amadeirado que contribui para a riqueza e complexidade do buqué aromatico (RAMIREZ-RAMIREZ,
2002). Segundo Oliver (2011) cervejas maturadas em barris que ja foram utilizados na maturacdo de outras bebidas

incorporam algumas notas de sabores da bebida anteriormente armazenada.
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A madeira de carvalho ¢ a principal madeira utilizada no envelhecimento de bebidas alcodlicas, adquirindo
supremacia mundial, pois participa ativamente do flavour da bebida de qualidade gracas a extracio de moléculas
aromiaticas (RAMIREZ-RAMIREZ, 2002). Esta madeira é explorada para envelhecimento de diversas bebidas
(cognac, uisque, cachaga, vinho, grapia etc.), e além da madeira de carvalho, algumas espécies madeiras nacionais vém
ganhando espago no meio cervejeiro, como a amburana (Awburana cearensis) que ja é bastante difundida na inddstria
de aguardente envelhecida (LEAO, 2006; BORTOLETTO; ALCARDE, 2013). As madeiras nacionais representam
uma alternativa de obtencdo mais facil e que permite a diversificagdo de bebidas pela pluralidade de compostos
aromaticos que as compoem (DIAS; MAIA; NELSON, 1998).

A maioria dos estudos sobre evolu¢io de caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da cerveja ao longo
do tempo avaliam parametros relacionados a produtos envelhecidos em garrafa, que perdem as caractetisticas
originais ao longo do tempo de estocagem (NOEL et al., 1999; GJIS et al., 2002; SAISON et al., 2009). Estas reagoes
sdo resumidas na formacio de compostos ditos marcadores de envelhecimento, que caracterizam uma cerveja como
“velha”, e normalmente correspondem a compostos considerados indesejaveis (ou off-flavours). A associacdo destes
marcadores a caracteristicas de aromas indesejados ¢ totalmente influenciada pelo tipo do principal objeto de estudo
de evolugio de compostos, ou seja, cervejas claras, normalmente do tipo /ger e com baixo teor alcodlico que devem
ser consumidas em curto prazo.

Segundo Vanderhaegen et al. (2006), a apreciacio dos consumidores esta diretamente relacionada as
expectativas de aromas e sabores para uma marca de bebida usualmente consumida, e como o envelhecimento da
cerveja em garrafa altera a composicdo aromatica da bebida, o padrio apresentado pelo produto é perdido, ou seja,
aromas e sabores de cerveja fresca sao transformados. Em um estudo realizado com consumidores por Stephenson e
Bamforth (2002), foi conclusivo que nem sempre os marcadores de cerveja envelhecida em garrafa sao caracterizados
como aromas indesejaveis, o que reforca a ideia de expectativa sobre produto como pretexto para qualificar um
aroma como desejavel ou indesejavel. Essa justificativa sobre o processo de aceitagdo pelo consumidor viabiliza o
envelhecimento de cerveja em barris de madeiras, visando a obten¢do de novos produtos com caracteristicas
sensoriais atribuidas por estes recipientes ativos.

O objetivo deste trabalho foi acompanhar a evolu¢ido da composigiao quimica da cerveja envelhecida em
barris de Carvalho Americano (Quercus alba), Amburana (Amburana cearensis) e Cabreava (Mycrocarpus frondosus) durante
6 meses. As transformagSes da cerveja foram avaliadas segundo andlises dos indicadores de qualidade da cerveja ao
longo do periodo, tais como grau alcodlico, pH, cor, compostos fendlicos totais e amargor. Também foi verificada a
modificagdo na composicio volatil da cerveja por meio de andlise cromatografica (GC-FID). Ao final do processo de
envelhecimento, as caracteristicas sensoriais das amostras obtidas foram analisadas por meio de uma metodologia
holistica para melhor compreender os atributos que indicam semelhangas e diferencas entre os diferentes

tratamentos testados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PANORAMA DO MERCADO CERVEJEIRO

O mercado mundial de cervejas estd em franca expansio. Estima-se que as receitas mundiais do mercado
cervejeiro devem aumentar em 2,4 % ao ano durante o periodo de 2016 até 2020 (INFINITI RESEARCH
LIMITED, 2016). Neste segmento, segundo o mesmo estudo de mercado, os grandes grupos cervejeiros AB-InBev,
Carlsberg, Heineken e SABMiller devem contar com inovagio de produtos para obter a taxa de crescimento
indicada. Além disso, alguns pequenos grupos que apresentam cervejas “especiais” em seus portfélios sido
promissores neste periodo de crescimento da industria cervejeira mundial.

No Brasil, o setor cervejeiro representa 1,6 % do PIB e ¢é responsavel por criar 2,2 milhdes de empregos.
Em termos de producdo de cerveja, com 14,1 bilhées de litros, o Brasil j4 ultrapassou a Alemanha, ficando atras
somente da China e dos Estados Unidos. Com rela¢io ao consumo per capita, o pais ocupa a 272 posi¢io, com 66,9
litros, enquanto que os tchecos, austriacos e alemaes ficam no topo (CERVBRASIL, 2016).

Estes dados de consumo nacional, embora discretos quando comparado ao de outros paises, seguem uma
tendéncia de aumento, em decorréncia da qualificacio da producio, melhoria da renda populacional e da difusio do
conhecimento sobre bebidas no pafs.

A concorréncia do setor cetvejeiro tem levado a uma dinamizacdo de cervejas diferenciadas, que além de
muito rentaveis, sio um forte mercado em expansio, apresentando crescimento dobrado frente as cetrvejatias
convencionais. E um mercado com um grande potencial a ser explorado (ESPERANCINI, 2011). Dentro desse
segmento, varios fatores tém contribuido para a melhoria do processo e qualidade do produto, tais como escolha e

qualidade de matérias primas empregadas, melhorias no processo de producio e técnicas de producio.

2.2. MATERIAS PRIMAS E PROCESSO DE PRODUCAO

2.2.1. Agua

A 4gua, nio diferente dos demais componentes, ¢ um dos principais fatores a serem levados em
consideragdo na produgdo de cervejas, pois ¢ indispensavel a todas as reagbes quimicas e bioquimicas da
fermentagio. E a principal matéria prima, em termos de quantidade, visto que 85 a 95 % do volume da cerveja ¢ agua
(KUNZE, 2004).

A agua cervejeira deve ser insipida e inodora para ndo interferir nas propriedades organolépticas da
cerveja pronta, e pode ser obtida por sistemas de tratamento como filtracio em celulose, osmose reversa, passagem
em carvao ativado com o intuito de eliminar cloro ativo (HOUGH et al., 1982) e tratamento UV.

Corregbes sao feitas apos estes tratamentos. O pH da agua deve encontrar-se entre 4,5 a 5,8 (TSCHOPE,
2001), faixa na qual as enzimas do malte podem ser ativadas e iniciarem a atuagdo sobre o amido de forma a
transformd-lo em actcares fermentaveis. F também nesta faixa de pH que ocorrem as extracdes das moléculas
amargas e aromaticas do lupulo, bem como uma boa formagdo de complexos proteina-polifenol, que leva a

formacao da borra (#rub) ap6s a fervura.
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2.2.2. Malte de cevada

A cevada é uma graminea do género Hordeum e cultivada principalmente em regides de clima temperado.
Na América do Sul a Argentina é a grande produtora (CARVALHO; BENTO; ALMEIDA E SILVA, 2007).

O grio de cevada é submetido a um processo de germinagdo controlada (maltagem), promovendo
modifica¢do fisica e quimica. Fisicamente ocorre a formacgao de radiculas e da acrospira (precursora da primeira
folha) e quimicamente se d4 a formacdo das enzimas (x-amilase, B-amilase, dextrinase, endo-peptidase, exo-
peptidase) que irdo quebrar o amido e as proteinas no ponto adequado para o inicio da produgao da cerveja durante
a fase de mosturagdo (TSCHOPE, 2001).

A utilizacio da cevada para fabricacio de malte e, posteriormente, da cerveja é justificada pelo alto
potencial deste grio em apresentar a relacdo entre quantidade de carboidratos e proteinas necessaria para fornecer

nutrientes para as leveduras (BRIGGS et al., 2004).

2.2.3. Lapulo

O lapulo (Humulus lupuins 1.) é uma planta da familia Cannabinaceae tipica de regides frias, mais
precisamente entre os paralelos de latitude 35 e 55°, sendo produzido principalmente pelos EUA, Alemanha,
Republica Tcheca, Polonia, Australia, Nova Zelandia, Japao, China, Chile e Argentina (TSCHOPE, 2001). Desta
espécie didica, s6 tém interesse cervejeiro as plantas femininas nao fecundadas. O lapulo, além de aroma e amargor,
apresenta acio anti-séptica e contribui para a estabilidade da espuma da cerveja (ALMEIDA E SILVA, 2005).

As flores femininas do Iipulo contém as bracteas e as bractéolas que formam glindulas onde sdo
produzidos os granulos de lupulina, que é substancia responsavel por conferir o amargor e o aroma caracteristico da
cerveja (ALMEIDA E SILVA, 2005). O ldpulo constitui-se de 6leos essenciais (0,2-3 %), de B-acidos ou lupulonas
(1,5 -9,5 %) e de a-acidos ou humulonas (2,0 — 16,0 %). Os 6leos essenciais sao muito volateis, sendo de 96 a 98 %
perdidos durante a fervura do mosto. A pequena quantidade restante sofre oxidacdo que caracteriza o cardter
aromatico a cerveja (ISCHOPE, 2001).

A quantidade de amargor depende da concentra¢io de a-acidos insoliveis que sdo isomerizados durante a
fervura do mosto gerando os compostos iso-a-acidos, que sao mais amargos e mais solaveis. O lipulo de amargor ¢é
adicionado no inicio da fervura do mosto, processo no qual ocorre a isomerizagio dos acidos de amargor. O lapulo

aromatico, por sua vez, geralmente ¢ adicionado no final da fervura do mosto (TSCHOPE, 2001).

2.2.4. Leveduras

Para a transformacdo dos aguicares disponiveis no mosto em etanol e gis carbonico sdo utilizadas
leveduras do género Saccharomyces. As cepas responsaveis por esse processo sao as Saccharomyces cerevisiae tipo lager e
tipo ale, que sao utilizadas na produ¢io dos dois grandes estilos de cervejas, as de baixa e as de alta fermentagdo. A
baixa fermenta¢do é conduzida sob temperatura de 7 a 15 °C durante 7 a 10 dias. Ao final do processo as leveduras
tendem a se sedimentar no fundo do tanque, originando a cerveja denominada tipo Lager. A alta fermentacio é

conduzida entre 18 e 25 °C por um periodo de 3 a 5 dias (TSCHOPE, 2001).



15

2.3. Processo de fabrica¢ao da cerveja

A cerveja é uma bebida maltada resultante da fermentacio alcodlica do extrato aquoso do malte de cevada
com lapulo (WALKER, 2000). No entanto, a legislagio brasileira permite que parte do malte de cevada (até 45 %)
seja substituida por adjuntos, que podem ser cereais (milho, trigo, aveia), maltados ou nio, bem como amidos e
agucares de origem vegetal DRAGONE; SILVA, 2010).

A legislagdo brasileira para cervejas segue o Dectreto no 6.871, de junho de 2009, que regulamentaa lei no
8.918, de 14 de julho de 1994, Secao III, onde pode ser verificada a descricio do que é cerveja. Cerveja é a bebida
obtida pela fermentagao alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e 4gua potavel, por acido da
levedura, com adi¢ao de lapulo. Essas matérias-primas sdo representadas por: dgua de boa qualidade; malte, cujo
cereal mais utilizado ¢ a cevada; lupulo, que da o amargor caracteristico a cerveja; fermento ou levedura cervejeira,
que propiciara a fermentacio do mosto cervejeiro (ALMEIDA E SILVA, 2005). A cerveja contem ainda CO»,
etanol, varios sais inorganicos e cerca de 70 compostos orginicos (CARVALHO; BENTO; ALMEIDA E SILVA,
2007).

O processo tradicional de obtengdo de cerveja consiste basicamente em duas etapas: producio do mosto
cervejeiro e produgio da cerveja (KUNZE, 2004). Durante a fabricagio do mosto cervejeiro, ocorre o
processamento do grio maltado rico em amido (normalmente cevada, mas, em geral, qualquer cereal) até sua
transformagao em um liquido formado principalmente, por agtcares fermentesciveis.

A etapa de produgio do mosto se inicia com a moagem do malte em moinhos regulados (KUNZE, 2004)
de forma a expor seu conteido amiliceo que é transformado em agucares fermentesciveis e preservar as cascas do
malte que servirdo como elemento filtrante. O gris7, ou malte moido, segue para o processo de mostura que consiste
na adicdo de 4gua a fonte amilacea, aquecimento em rampas de temperatura (KUNZE, 2004) para ativacio de
enzimas (e.g. proteases, amilases etc.) que transformarao a matriz original na base do mosto. Este processo também é
denominado sacarificagio (KUNZE, 2004) pois ¢ a etapa que corresponde a transformacdo de amido em agucares.

Em seguida a parte liquida, que consiste basicamente em agucares ¢ demais nutrientes para a levedura, é
separada da parte sélida composta por embriGes e cascas integras por meio de uma filtragdo, na qual o elemento
filtrante sdo as proprias cascas do malte (KUNZE, 2004). Em seguida, a parte liquida passara pela etapa de fervura
na qual ocorrem: extracio e transformacdo de compostos vindo dos lapulos (adicionados nesta etapa), precipitacdo
de complexo proteina-polifenol, evaporagdo de dgua, eliminac¢io de carga microbioldgica, desativagio de enzimas,
incremento de coloracio, formagio de substincias redutoras e eliminacido de compostos indesejados via aquecimento
(KUNZE, 2004).

Ap6s o processo de fervura, os sélidos em suspensio, tais como resto de lupulo e complexos de proteina-
polifenol sdo eliminados, seja por decantacdo forcada (whirpoo) ou natural (tanque de sedimentacio) (KUNZE,
2004). Apos o processo de eliminacio de sedimentos apds a fervura, ocorre o resfriamento do mosto para uma
temperatura proxima a temperatura de fermentagio. O mosto resfriado é entdo oxigenado e acondicionado em
tanques de fermentagdo, onde ocorrera o processo de producio da cerveja apos adicdo da levedura (8. cerevisiae). A
fermentacio se passa em tanques cilindro-conicos e a temperatura é controlada durante o processo segundo o estilo
de cerveja e a cepa de levedura empregada (ale ou lager).

Ap6s terminada a fermentagdo, o processo de maturagao ¢ iniciado. Segundo Kunze (2004), o processo
de maturacio corresponde ao processo no qual a cerveja é saturada com gas carbonico, ocorre a remogio de

sedimentos que causam turvagdao da cerveja (clarificacdo) e no qual ocorre a transformacio de aromas, como a
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eliminagao do diacetil. A clarificagdo pode ocorrer durante periodo longo e temperaturas baixas (entre -2 ¢ 0 °C), e
podem também ser adicionados agentes clarificantes. Em seguida a cerveja pode ser filtrada para eliminar quaisquer
leveduras ainda em suspensio (KUNZE, 2004). Em seguida ¢ realizado o envase, seja em garrafas (e passam por
pasteurizagdo) recebendo a denominacdo “cerveja”, seja em barris, sem passar por pasteurizacio e garantida a
estabilidade biolégica de outra forma (e.g., refrigerado durante todo o transporte), denominado “chope” (BRASIL,

2009).

2.4. Madeiras

O uso de barris de madeira para acondicionar bebidas alcodlicas é uma pratica que acompanha o homem
desde a antiguidade. Os recipientes empregados para armazenamento de bebidas alcodlicos variavam de anforas de
barro e cantis de couro de animais, a barricas de madeira de diferentes tamanhos. Os recipientes neutros, ou seja,
aqueles que ndo alteravam propriedades da bebida armazenada devido as suas composi¢des sé surgiram com o
advento das técnicas de moldagem do vidro.

Estudos e pesquisas sobre os compostos da madeira que sio extraidos pelas bebidas que passam algum
tempo em barris sdo bastante recentes quando comparado a pratica deste processo. Compete ao envelhecimento de
bebidas alcodlicas em barris de madeira as transformacoes de compostos das duas fases, sejam elas a adsor¢ao de
compostos da bebida na madeira, a extragio alcodlica e solubiliza¢io de compostos da madeira, e/ou as reacdes de
transformagdo entre os compostos da bebida. Este conjunto de rea¢Ges varia para os diferentes tipos de bebidas
(destiladas ou fermentadas) e para diferentes tipos de madeiras (espécies, floresta de origem, processo de fabricacdo
do barril).

O uso de barris de madeiras brasileiras é bastante disseminado entre os produtores de cachaca para o
envelhecimento desta bebida destilada, porém os estudos de caracterizacio de diferentes espécies de madeiras
nacionais sio relativamente recentes (DIAS; MAIA; NELSON, 1998; BORTOLETTO, 2016; BORTOLETTO;
ALCARDE, 2013). Pesquisas elucidaram quais os compostos fendlicos sio encontrados em maior concentra¢io em
diferentes cachagas envelhecidas em barris de diferentes madeiras, o que da um panorama geral sobre as possiveis
caracteristicas de bebidas alcodlicas que passem pelo contato com estes barris. Os tonéis de Amburana (Amburana
cearensis (Fr. All) A.C. Smith) conferiram a cachaga alta concentracido principalmente de 4cido vanilico e sinapaldeido
(DIAS; MAIA; NELSON, 1998; BORTOLETTO, 2016), enquanto os barris de Cabreiva, ou balsamo (Myrocarpus
frondosus Allem@o), proveram cachagas com concentragdao de furfural e 5-hidroximetilfurfural semelhante aos barris
de carvalho (Quercus sp.) BORTOLETTO, 2016), madeira mais empregada no envelhecimento de bebidas, porém
ndo produzida no Brasil. Barris de carvalho conferem maior teor de congéneres de envelhecimento a cachaga
(BORTOLETTO, 2016) por apresentar teores elevados de diferentes compostos fendlicos: acido gélico, vanilina,

siringaldeido, acido sitingico e coniferandeido.

2.4.1. Estrutura e composicao
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A composicio e a estrutura da madeira irdo influenciar diretamente no potencial de exploracio da espécie
para uso em tanoaria, na velocidade das reagdes entre compostos da madeira e da bebida durante o envelhecimento e
na composicio quimica da bebida apés extracio de compostos da madeira durante o processo de armazenamento
(Tabela 1). O etanol e a agua presente na cerveja vao favorecer a extracdo e a degradagdo de certos grupos de

moléculas estruturais da madeira, principalmente a lignina (SINGLETON, 1995).

Tabela 1. Composicdo e densidade de diferentes espécies de madeiras empregadas na tanoaria e envelhecimento de bebidas.

Composigio (%) Densidade
Madeiras basica
Holocelulose  Lignina Extrativos Minerais
(g-cm?)

Carvalho (Quercus sp.) 65,2 25,9 10,5 0,5 0,626
Amburana (Amburana

59,1 27,4 17,9 0,6 0,557

cearensis)
Balsamo (Myroxcylon
63,6 26,1 10,5 0,5 0,815

peruiferunm)
Fonte: Adaptado de Mori et al. (2003)

Os poros do barril de madeira o caracterizam como um recipiente ativo, ou seja, permedvel a trocas entre
o meio interno (bebida) e o meio externo (ambiente). A permeabilidade gasosa destes poros garante que haja a
entrada de oxigénio por diferen¢a de concentragio entre a bebida e o ambiente, o que caracteriza o processo de
micro oxidagdao da bebida durante envelhecimento. Este processo lento de oxidagdo da bebida leva a formagao de
um buqué aromatico mais intenso e complexo ao longo do tempo (CONNER; REID; JACK, 2003).

A diferenca da porosidade dentre as diferentes espécies de madeira ¢ dada principalmente pelas
caracteristicas de cada espécie arborea, além de caracteristicas regionais das florestas onde sdo cultivadas: regime
pluvial, temperatura média (que influencia na velocidade de crescimento) e concentragdo de gas carbonico
atmosférico (OVERDIECK; ZICHE; BOTTCHER-JUNGCLAUS, 2006).

A contribui¢do da madeira na concessio de aromas e sabores a bebida durante o processo de
envelhecimento esta relacionada a composi¢io quimica ndo apenas estrutural, mas também dos extrativos (BRITO;
GOMES DA SILVA, 2005), também denominados compostos acidentais, que correspondem a substincias soluveis
em solventes orginicos neutros como ctanol, e da forma de processamento da madeira antes de sua transformagao
em barris (SIERRA-ALVAREZ; LETTINGA, 1990; LEAO, 2006; FIGUEREDO et al., 2013).

Quanto ao extrativos, deve-se levar em conta o processo de evolugdo das madeiras ao longo de dezenas
de anos de crescimento. Estas apresentaram modificagbes na constituicio quimica e fisico-quimica (FEUILLAT;
HUBER; KELLER, 1993) causada pelas mudangas fisiolégicas do vegetal (LEAO, 2006). As modificacdes de
constituicdo quimica sdo ocasionadas por profundas mudancas metabédlicas de células parenquimaticas que outrora
armazenavam substancias de reserva energética como o amido, e passam a perder vitalidade até o estdgio de morte
celular. A partir destas substancias de reserva, sao sintetizados compostos formadores da fragio denominada
“extrativos da madeira” (LEAO, 2006), como os compostos fenélicos que podem apresentar propriedades desde

concessao de cor para a madeira até funcodes gustativas e de aroma (POLGE, 1984).
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A composicao fendlica da madeira é constituida por grupos de fendlicos funcionais livres que variam de
estruturas simples, como a vanilina, até estruturas poliméricas de taninos condensados. Os extrativos fendlicos sio
soluveis em solventes polares, como acetona ou etanol, e em soluc¢do alcodlica de carbonato de sédio. A classificacido
destes extrativos pode ser dada em: taninos hidrolisaveis, flavonoides (estrutura base de taninos condensados),
lignanas (condensacdo oxidativa de unidades de fenilpropano), derivados de estilbenos, e tropolonas (caracterizados
por anéis insaturados de sete carbonos) (BAEZA; FREER, 2000).

Estruturas fendlicas grandes podem ser hidrolisadas ao longo do tempo de envelhecimento ou durante o
processo de fabricagdo, como é o caso da cerveja, e passam a apresentar menor peso molecular e, portanto, maior
atividade e potencial de aroma nas bebidas alcodlicas que as solubilizaram. Os monofenois sio compostos fendlicos
oriundos deste processo de degradacio de grande extrativos (BAEZA; FREER, 2000) que apresentam grande
contribuicdao na formagao do perfil sensorial de bebidas alcodlicas envelhecidas em barris de madeira (BOSSO et al.,
2008; POISSON; SCHIBERLE, 2008; STERCKX; SAISON; DELVAUX, 2012).

Monofenois sio normalmente encontrados em cervejas pois sdo oriundos de extrativos presentes nas
principais matérias primas amiliceas empregadas no processo de fabricacio: maltes de trigo (CZERNY;
SCHIEBERLE, 2002) e cevada (FICKERT; SCHIEBERLE, 1999), ¢ cuja extragio ¢ favorecida pelo processo de
fabricacdo da cerveja em etapas que demandam aporte de energia térmica (KUNZE, 2004). O teor de compostos
fendlicos e a variedade destes compostos na cerveja dependem do tipo de malte empregado, ou seja, o grau de
torrefacio deste elemento que engloba temperatura e tempo de secagem, bem como o controle do teor de umidade
durante este processo.

Durante o processo de maltagem ocorre a formagio de monofenois ligados a glicosideos, de forma que as
caracteristicas aromaticas atribuidas a estes compostos fendlicos s6 aumentam apds o processo fermentativo, quando
as leveduras consomem os agucares atrelados aos precursores e formam os monofenois livres (STERCKX; SAISON;
DELVAUX, 2012). Para esta mesma classe de compostos fenolicos oriundos da madeira, a liberacao de moléculas de
monofenois ocorre pelo processo de degradacdo durante o processo de estocagem da madeira em patios antes da
fabricacdo dos barris (Figura 1), quando ocorre a interacdo do meio ambiente e de microrganismos nativos da
madeira na degradacdo da lignina (VIVAS; GLORIES, 1997, CANTWELL; BOUCKAERT, 2016), ¢ também
intensamente durante o processo de tosta do interior dos barris, correspondente a reacdo de degradacio térmica

(STERCKX; SAISON; DELVAUX, 2012).
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Figura 1. Evolugio do teor de compostos fendlicos derivados da lighina da madeira empregada na fabricagdo de batris durante
maturacio das mesmas em patio da tanoaria Adaptado de Cantwell e Bouckaert (2016).

2.4.2. Tanoaria

2.4.2.1. Secagem

O processo de secagem que acontece em tanoarias consiste no procedimento de desidratagdo da madeira
até o ponto de equilibrio higrométrico em relagio ao ambiente (LEAO, 2006). Este procedimento garante a
estanqueidade do barril que serd confeccionado, uma vez que o preenchimento com liquido garante a dilatagdo do
diametro das fibras da madeira em aproximadamente 50 % do diametro original (BRITO; GOMES DA SILVA,
2005), mas para que haja expansio das fibras, a umidade original da madeira para confec¢do do tonel deve ser baixa.

O processo de secagem pode ser realizado artificialmente em estufas ou entdo ao ar livre, que se trata de
um processo demorado, porém garante a aquisi¢io de caracteristicas gustativas e aromas mais agradaveis
(CHATONNET, 1995a). Durante a exposi¢ido da madeira em patios, a evolu¢do dos compostos ¢ influenciada por
varidveis como clima (chuva, sol, vento, varia¢do térmica), manejo da madeira no patio e fatores bioldgicos
(desenvolvimento de fungos e bactérias) (PONTALIER, 1981; VIVAS; GLORIES, 1997; VIVAS, 1998; LEAO,
2006). Ao ar livre, dificilmente a madeira atinge a umidade ideal de trabalho préxima de 12 %, para tanto sio
empregadas estufas de secagem artificial para finalizar o processamento da matéria prima para fabricagdo de barris
(CHATONNET, 1995a).

Ao sofrer com a incidéncia de chuvas, ocorrem modificacbes na composicio da madeira por meio da
lixivia de compostos hidrossolaveis, como os elagitaninos. Este processo ocorre durante os primeiros seis meses de
secagem enquanto a madeira ainda ¢ verde e rica em umidade. No restante do tempo de armazenamento em patios,
que pode se estender por 24 meses (LEAO, 2006), durante a fase de perda de umidade, ocorre o aprisionamento de
extrativos nas fibras da madeira. Além disso, o estabelecimento de fungos na superficie das madeiras da-se por meio
de esporos que desenvolvem em micélios que penetram por fissuras da madeira e colonizam inclusive camadas mais

internas e modificam a estrutura e composicio desta matéria prima da industria tanoeira.
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De acordo com Ledo (2000), esta pratica comum em tanoarias francesas, nem sempre é observada no
Brasil por tratar de uma estocagem economicamente inviavel, o que pode acarretar baixa qualidade da madeira para

producio de barris e envelhecimento de bebidas alcodlicas.

2.4.2.2. Tosta e tratamento térmico

O processo de termotratamento da madeira serve a dar forma tipica ao barril, uma vez que o efeito da
elevagiao da temperatura gera flexibilidade das aduelas (pegas correspondentes a tiras de madeira que compdem o
tonel) e torna sua curvatura possivel, denominado processo de “cintragem” (LEAO, 2006). Este efeito ¢é
intensificado pela presenca de agua no processo (CHATONNET, 1995b) por tornar celuloses e hemiceluloses mais
modelaveis. Em seguida, cintas metalicas sio ajustadas no entorno dos barris para manuten¢io de seu formato e
garantir a resisténcia mecanica dos mesmos.

O processo de conformagdo do barril é dado incialmente por meio de aquecimento brando e atinge
temperaturas entre 40 e 140 °C, em seguida a “cintragem” se passa a 200 °C e dura alguns minutos. Este
aquecimento promove a queima da superficie interna do barril e confere ao barril sua forma definitiva.

Além da mudanga estrutural, o processo de queima do interior dos bartis é responsavel por modulacio
ndo apenas da composicio de monofenois (MAGA, 1989; STERCKX et al., 2012), mas também de uma diversidade
de outros compostos por vias de pirdlise e hidrotermélise (BOIDRON; CHATONNET; PONS, 1988). O
termotratamento de madeiras ¢ responsavel por redugido em parimetros como teor de extrativos totais, teor de
lignina solavel, teor de polifenois totais, extrato seco e aumento de pardmetros como lignina insolivel e compostos
de coloracio (LEAO, 2006).

Em estudo de Ledo (2000), foi realizada a comparacio entre o extrativo alcodlico de madeira de
Amburana natural e termotratada (175 °C durante 120 minutos). O autor verificou que o tratamento térmico
realizado sobre Awburana cearensis aumentou a quantidade de compostos volateis, principalmente 1-dodecanol,
dihidrocumarina e 2-etil-hexanoico e eliminou em quantidade massiva um acido graxo nio identificado. No mesmo
estudo, o autor investigou outra espécie brasileira de madeira, o Balsamo (Myrixylon balsamum (L.) Harms.), e
observou o aumento de vanilina (aldeido fendlico) por degradagio térmica da lignina e diminuicdo da concentragdo

de sesquiterpenos apds termotratamento, como o eudesmol.

2.4.2.3. Espécies para tanoaria

O uso da madeira para confec¢do de barris com finalidade de envelhecer bebidas passou ao longo do
tempo por uma ampla sele¢dao, uma vez que sempre se buscaram espécies capazes de fornecer extrativos as bebidas
alcodlicas de forma contribuir para o incremento da qualidade sensorial (SINGLETON, 1974; VIVAS, 1998). O
incremento sensorial pode corresponder a mudangas gustativas, olfativas e de coloragdo da bebida em contato com a
madeira (LEAO, 2000), as quais dependem de propriedades fisicas e quimicas da espécie florestal (GRAFF;
TCHELISTCHEFF, 1969).

Esta selecio fomentada pela qualidade das caracteristicas da madeira levou a popularizagio do emprego
de carvalho (Quercus sp.), principal fonte abastecedora do mercado mundial de produtos de tanoarias (LEAO, 20006).

A hegemonia do catvalho, com espécies Quercus petraea e Quercus robur na Europa e Quercus alba na América do Norte,
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¢ devida a um conjunto de caracteristicas somadas que tornam o género Quercus sp. favoravel no processo de
envelhecimento de bebidas: excelente porosidade a gases e alta impermeabilidade a fluidos, composicio de extrativos
que conferem aromas e sabores favoraveis, possibilidade de formacio de diversas moléculas odorantes durante a
queima do barril, possibilidade de eliminar moléculas que atribuem caracterfsticas desfavoraveis durante o processo
de secagem da madeira, resisténcia a ataques por microrganismos, alta durabilidade, relativa leveza, propriedades
fisicas e mecanicas favoraveis como duteza, flexibilidade e tresisténcia (PONTALIER et al., 1982; PUECH, 1984,
FEUILLAT; HUBER; KELLER, 1993; MAGA, 1989; LEAO, 2006).

A disponibilidade de outras espécies com aptidao para tanoaria ¢ importante para cenario brasileiro, uma
vez que o Brasil abriga em seus biomas o equivalente a 20 % do numero total de espécies do planeta (BRASIL,
2016). Bortoletto e Alcarde (2013) avaliaram composicio de aguardentes de cana de acucar envelhecidas em batris de
diferentes espécies arboreas nativas do Brasil, com relagdo aos congéneres de maturagio. Os autores verificaram a
composi¢io semelhante de espécies brasileiras de jequitibd rosa (Cariniana legalis) e amburana (Amburana cearensis), em
relagdo ao carvalho europeu (Quercus sessilis), quanto aos compostos fenolicos vanilina, dcido vanilico e sinapaldeido.
Madeiras como a Cabretiva- e o Amendoim, foram investigadas quanto a composi¢do por Silva et al. (2012), por
meio de espectroscopia, e foram encontradas altas concentracées de aldeidos cindmicos (sinapaldeido e
coniferaldeido) nestas espécies.

Além destes marcadores de envelhecimento, outras classes de compostos podem atribuir caracteristicas
favoraveis a bebidas envelhecidas em barris de madeiras de outras espécies. Diversas madeiras brasileiras podem ser
exploradas em vista a conferir atributos sensoriais a bebidas alcodlicas envelhecidas (AMPESE, 2011;

BORTOLETTO; ALCARDE, 2013).

2.4.2.3.1. Cabretva ou Cabreuva-parda (Myrocarpus frondosus Allemao)

Esta espécie de madeira da familia Leguminosae e subfamilia Faboide, apresenta ocorréncia vasta pelo
territorio brasileiro: do Sul do estado da Bahia até o estado do Rio Grande do Sul. A madeira ¢ pesada, seu cerne
pode variar de coloragio entre pardo claro rosado a acastanhado, apresenta textura média e uniforme, moderada
resisténcia ao apodrecimento e baixa resisténcia ao ataque de cupins e média elasticidade a flexio (MAINIERI;
CHIMELO, 1989).

Quanto ao processo de secagem desta madeira, deve-se controlar adequadamente ao ar livre para evitar
incidéncia de defeitos JANKOWSKY et al., 1990). Em sua casca e lenho foram observados por Sakita e Valilo
(1990) a presenca de alcaloides e cumarinas. Os autores constataram que esta espécie apresenta grande concentragio
de resina no lenho, e quando perfurada por trado exsuda liquido aromatico escuro, e a serragem da madeira ¢é

empregada na inddstria de perfume e tinturas.

2.4.2.3.2. Amburana (Amburana cearensis (Fr. All.) A. C. Smith)

Esta espécie da familia das fabaceas tem ocorréncia ampla no territério brasileiro e se estende do estado
do Ceara ao norte da Argentina, com maior ocorréncia na caatinga nordestina e nos estados do Espirito Santo e
Minas Gerais. Os nomes populares desta espécie sao: Cerejeira, Amburana, Cumaru do Ceara, Umburana, Imburana

(LEAO, 2006). Esta espécie ¢ caractetizada por ser moderadamente pesada e apresentar cerne uniforme de coloragio
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amarelado, e possuir aroma peculiar agradavel que remete a baunilha e com gosto levemente adocicado (MAINIERI;
CHIMELO, 1989). Por estas caracteristicas, trata-se de uma espécie indicada para tanoaria (LORENZI, 1992).

Estudos qualitativos sobre os extrativos desta identificaram a composicio dos OSleos essenciais desta
espécie (FIGUEREDO et al., 2013; CABRERA et al,, 2015). Foram identificados por Cabrera et al. (2015), na
composicdo terpénica dos Oleos essenciais, o biciclogermacreno como composto principal, que ¢é descrito por
remeter a aromas vegetais (QIAO et al., 2008), além de B-catiofileno. limoneno e terpineol. A proporcio entre estes
compostos depende dos fatores edafoclimaticas onde a madeira foi colhida.

Figueredo et al. (2013) verificaram a presenca de diversos compostos bioativos em oriundos de extrativos
da Amburana, dentre eles taninos pirogalatos, compostos fendlicos antocioanicos, antocianidinas, flavonas,
flavondis, chalconas dentre outros. Estes compostos identificados apresentam propriedades antimicrobianas
(O’KENNEDY; THOMES, 1997; DJIPA; DELMEE; QUETIN-LECLERCQ, 2000; ESQUENAZI et al., 2002) e

podem ter papel importante na estabilidade microbiolégica durante o envelhecimento de cervejas.

2.5. Envelhecimento de bebidas em barril de madeira

Uma série de caracteristicas quimico-fisicas da espécie de madeira ira influenciar diretamente em sua
aptiddo para envelhecimento de bebidas, com relagido tanto a empregabilidade da madeira para fins de tanoaria
quanto aos compostos quimicos que determinario caracteristicas sensoriais da bebida envelhecida.

Caracteristicas de rigidez, maleabilidade e resisténcia da madeira sio primordiais para determinar a aptidao
da espécie a fabrica¢do de barris (CANTWELL; BOUCKAERT, 2016). A qualidade do barril estd, portanto,
diretamente relacionada ao tipo de fibras da madeira ¢ a sua porosidade. Os poros do barril de madeira o
caracterizam como um recipiente ativo, ou seja, permeavel a trocas entre o meio externo (ambiente) e o meio interno
(bebida). A permeabilidade gasosa destes poros garante que haja a entrada de oxigénio por diferenca de concentragao
entre a bebida e o ambiente, o que caracteriza o processo de micro oxida¢do da bebida durante envelhecimento. Este
processo lento de oxidagdo da bebida leva a formagdo de um buqué aromatico mais intenso e complexo ao longo do
tempo (CONNER; REID; JACK, 2003).

Além da transformacdo oxidativa de compostos devida a estrutura fisica da madeira, ocorrem alteracoes
de composicdo da cerveja via extragdo e a degradagdo de diferentes grupos de moléculas estruturais da madeira,

principalmente a lignina (SINGLETON, 1995) pelo etanol e pela agua.

2.5.1. Reagdes durante o envelhecimento

2.5.1.1. Via aditiva

A via aditiva, que ocorre durante o envelhecimento de bebidas, corresponde a simples extragdo dos
constituintes da madeira pela bebida. A matriz liquida, composta principalmente por dgua e etanol, é capaz de
solubilizar acidos volateis e ndo voldteis, acucares, acidos graxos, triglicerois, taninos, lactonas, terpenos e fenois
volateis (BORTOLETTO, 2016). A extracdo destes compostos pode ser superficial, quando a cerveja entra em
contato com a supetficie interna das aduelas no barril de madeira em um primeiro momento, ou pode ocorrer pela

penetracio da bebida entre as fibras da madeira, atingindo os primeiros milimetros internos das aduelas ao longo do
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tempo durante o processo de envelhecimento. Pelo processo dinamico da bebida dentro do barril, algumas
moléculas sdo carregadas para a grande massa de liquido no interior do barril. A dissolu¢do de alguns compostos da
madeira é possivel gracas ao grau de solubilizacdo aumentado por reacdes de hidroélise, pirdlise e oxidacdo durante o
processo de producdo dos barris, da secagem e estocagem da madeira verde até o processo de maturacio da madeira
e a tosta interna dos barris (CONNER; PATERSON; PIGGOTT, 1989; SINGLETON, 1995, MOSEDALE,
PUECH, 1998).

Além da extracdo de blocos derivados da quebra da lignina, responsaveis por originar compostos
denominados “marcadores de envelhecimento” ou “congéneres de maturagdo”, outras moléculas presentes em
bebidas envelhecidas somadas por meio da via aditiva sio o furfural e o hidroximetilfurfural, degradados a partir da
celulose e hemicelulose, os acidos elagico e galico, originados a partir da extracdo de taninos hidrolisaveis, e as

lactonas, geradas a partir da oxidacio sob alta temperatura de acidos graxos da madeira.

2.5.1.2. Via subtrativa

O barril de madeira consiste num recipiente nio inerte para envelhecimento de bebidas, e além da
contribui¢do para a transformacio da bebida em seu intetior por adi¢do de compostos via solubilizacio e degradacio
do etanol, a madeira permite a ocorréncia de algumas vias subtrativas como oxidacio, evaporacdo e adsor¢iao de
compostos da bebida (CONNER; REID; JACK, 2003).

No inicio do processo de envelhecimento da bebida, o barril deve ser completamente preenchido por
liquido para evitar exposi¢ao excessiva ao oxigénio (REAZIN, 1981), entretanto, com o passar do tempo, a bebida ¢é
absorvida pela madeira e penetra em suas fibras e o volume interno do barril é tomado por gas atmosférico que entra
pelos poros da madeira. Além de permitir a entrada de gases, os poros permitem a saida de compostos volateis,
principalmente compostos sulfurosos normalmente considerados indesejados em bebidas (CONNER; REID; JACK,

2003).

2.5.1.3. Via interativa

Uma série de reagbes quimico-fisicas ocorrem durante o envelhecimento de bebidas alcodlicas
(BORTOLETTO; SOUZA; ALCARDE, 2014). Ao se tratar de bebidas fermentadas, além das influéncias da
madeira e da composi¢do da matriz (bebida), ainda existem interferéncias possiveis por vias de biotransformagdo. O
conceito de “via interativa” no contexto de transformacdes de compostos no envelhecimento de cerveja pode ser
explicado por fenémenos metabdlicos desempenhados por microrganismos (CALLEJO; GONZALEZ; MORATA,
2017) presentes na cerveja envelhecida (oriundos da cerveja ou do barril de madeira), juntamente a vias de
transformacao decorrentes da agdo de enzimas presentes na matriz liquida (LENTZ, 2018).

O complexo metabdlico desempenhado por bactérias laticas, bactérias acéticas, ou entdo por leveduras
nao-Saccharomyces resultara em mudangas nas caracterfsticas sensoriais da cerveja envelhecida (VAN OEVELEN et
al., 1977; SUAREZ et al., 2007; MICHEL et al., 2015). Durante o envelhecimento da cerveja, o desenvolvimento de
diferentes espécies nao-Saccharomyces ocorre de maneira sucessiva (VAN OEVELEN et al., 1977) e altera
profundamente as caracteristicas de aroma e sabor da bebida, trazendo maior complexidade para o produto

(CALLEJO; GONZALEZ; MORATA, 2017). A formagdo de compostos fendlicos volateis, como 4-etil-guaiacol e
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4-etil-fenol (SI:TAREZ et al,, 2007), e ésteres, como etil-lactato ou 2-feniletil acetato, sdo as principais contribui¢des
da via de biotransformacdo e podem agregar aromas terroso, de café, de frutas vermelhas, até notas florais
(BARTHELMEBS; DIVIES; CAVIN, 2000; MICHEL et al., 2015).

Concomitantemente as vias interativas do envelhecimento da cerveja, a presenca do oxigénio pode
modular o metabolismo dos microrganismos presentes na matriz liquida, favorecendo a formacio de biofilme (CAP;
VACHOVA; PALKOVA, 2012). Além de exercer influéncia nas vias de biotransformacio, o oxigénio que entra no
barril pode promover a oxida¢do de alcool em aldeidos, em seguida oxidados a acidos carboxilicos, o que contribui

com incremento da acidez da bebida (REAZIN, 1981).

2.5.2. Compostos carbonilicos lineares

A Tabela 2 mostra os principais compostos carbonilicos volateis da cerveja e seus limiares de percep¢do

(em mg-L1), segundo Meilgaard (1975) e Saison et al. (2008).

Tabela 2. Compostos carbonilicos volateis da cetveja e seus limiares de petcepgio (em mg-L-1) (MEILGAARD, 1975; SAISON

et al., 2008).
Composto Limiar de percepgio (mg-L)
Acetaldeido 10-20
Acetato de etila 20 - 40
Propanol 800
Alcool isoamilico 70
Acido acético 60 - 120

2.5.2.1. Acetaldeido

O acetaldeido ¢ o principal aldeido presente em bebidas alcodlicas e sua formagao ¢é explicada pela reacio
de oxidagdo do etanol, principal alcool originado pelo processo fermentativo. Em bebidas fermentadas, o acetaldeido
desempenha importante papel na formacgio do perfil aromatico por apresentar notas de “maca verde” (WHITE,
2010) ou até notas “quimicas” e “sensacio pungente” (FERREIRA; LOPEZ; CACHO, 2000). Seu limiar de
percepeio ¢ relativamente baixo (Tabela 2), entre 10 e 20 mg-L-! (MEILGAARD, 1975).

Pela principal via de formagdo deste composto consistit na oxidacdo do etanol, o processo de
envelhecimento da cerveja pode favorecer a formagio deste composto pelo processo de oxigenagio lenta da bebida

que preenche o barril de madeira.

2.5.2.2. Esteres

O principal éster encontrado na cerveja e em bebidas alcodlicas em geral é o acetato de etila, originado a
partir da reagdo de esterificacio que envolve 4cido acético e etanol (NORDSTROM, 1962). O acetato de etila
confere aroma “frutado” as bebidas e, em maior concentra¢do, notas de “solvente” (MEILGAARD, 1975; WHITE,
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2010; ZHUANG, 2017). Os demais ésteres da cerveja podem ser agrupados em etil-ésteres originados a partir de
acidos graxos de cadeia curta e acetatos derivados de reagées com acido acético (PIRES et al., 2014). Segundo Pires
et al. (2014), os ésteres mais importantes, além do acetato de etila, s@o o acetato de isoamila (aroma de banana),
acetato de feniletila (aroma de rosas), acetato de isobutila (aroma frutado) hexanoato de etila (aroma de maca) e
octanoato de etila (aroma de maca azeda).

Durante o processo de envelhecimento da cerveja, ocorrem transformacoes da composicio de
ésteres (PIRES et al., 2014), o que provoca a evolugdo das caracteristicas aromaticas da bebida. Além de vias
quimicas como hidrélise e esterificacdo catalisadas por ambiente acido (VANDERHAEGEN et al., 2006), existem
vias de transformacdo bioquimicas que envolvem a reacdo de esterases remanescentes no meio advindas do processo
de autdlise celular em cervejas ndo pasteurizadas (NEVEN; DELVAUX; DERDELINCKX, 1997). Estas vias de
transformacao de ésteres levam a formagdo de etil-nicotinato (aroma de anis, medicinal), etil-piruvato (grama
cortada) e etil-lactato (frutado, amanteigado) (SAISON et al., 2009). Microrganismos nativos da madeira, como
leveduras selvagens nao-Sacharomyces podem ainda alterar o perfil de ésteres caso haja agucar residual na cerveja

envelhecida e originar compostos como hexanoato e octanoato de etila, lactato de etila (CRAWELS et al., 2015).

2.5.2.3. Alcoois superiores

Os alcoois superiores possuem grande influéncia na formagio dos sabores e aromas caracteristicos de
bebidas. O dlcool isoamilico estd associado aos aromas de “malte”, “vinico”, “banana” e “doce” (ZHUANG et al.,
2017). Os élcoois supetiores sio importantes também pelas suas caracteristicas como solventes, atuando sobre outras
substancias aromaticas alterando seus coeficientes de atividade e limiares de odor (AMERINE; OUGHT, 1976).

Os principais 4lcoois superiores da cerveja correspondem: ao n-propanol, cuja faixa normal de
concentra¢io na bebida varia entre 4 ¢ 17 mg' ! e descritor de aroma corresponde a caracteristica de “solvente”; a0
isobutanol, com concentra¢cées normais na cerveja entre 4 e 60 mgL'! e atributo aromatico correspondente a
“alcodlico” e “maltado”; e o dlcool isoamilico, com teores médios entre 5,6 ¢ 140,0 mg-L-! para cervejas de diferentes
tipos e descritor de aroma que confere caracteristicas “adocicadas” e “frutadas” (ZHUANG, 2017). A producio de
alcoois superiores pelas leveduras estd diretamente relacionada ao crescimento celular e ao metabolismo de

aminoacidos na glicélise (KRUGER, 1998; HAZELWOOD et al., 2008).

2.5.2.4. Acido acético

O 4cido acético é o principal acido organico volatil formado rapidamente ao inicio da fermentagdo
alcoodlica da cerveja, parte deste metabdlito é consumida em um segundo momento e volta a aumentar de forma
consideravel ao final do processo fermentativo (WHITING, 1976). O tipo de fermenta¢io alcodlica do mosto
cervejeiro esta diretamente relacionado com a concentragio de acido acético formado, dependente da cepa de
levedura empregada e da temperatura de fermentacio (WHITE, 2010). Os teores de acido acético normalmente
encontrados em cervejas de diferentes estilos varia entre 30 e 200 mg-L'! (MEILGAARD, 1975; SAISON et al,,
2009).

Durante o envelhecimento de bebidas, pode-se observar o aumento do teor de acido acético na mattiz

liquida. Este incremento é dado ao longo do periodo de envelhecimento e pode ser devido a uma série de fatores no
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caso da cerveja. Com relagio a composicdo do barril, o acido acético pode ser gerado pela degradacdo da
hemicelulose no processo de tratamento térmico da madeira, que gera também metanol e 5-hidroximetilfurfural
(LITCHEV, 1989; NISHIMURA; MATSUYAMA, 1989). O aumento em concentracido da acido acético durante o
periodo de envelhecimento pode ser também devido ao metabolismo de microrganismos presentes na madeira.
Populagoes residuais de leveduras do género Brettanomyces sio encontradas em barris para envelhecimento de cervejas
azedas belgas (Flanders Red Ale) e responsaveis pela geragdo caracteristica de concentragdes elevadas de acido acético
na bebida (DAENEN, 2008; MORADO, 2009; WHITE, 2010; ANGELONI, 2016). Outra via de formacio de
acido acético em bebidas envelhecidas é explicada pela reacio de oxidagdao do etanol, via de maior importancia em
bebidas com teor alcodlico mais elevado como aguardentes, ufsque, conhaque (CARDELLO; FARIA, 2000;
MIRANDA et al. 2008; BORTOLETTO, 2016). O etanol é o alcool mais abundante em bebidas fermentadas e
destiladas, e a oxidagao deste composto forma o acetaldeido, que por uma sucessiva reagao oxidativa leva a formagio

do 4cido acético

2.5.2.5. Trans-2-nonenal (T2N)

O trans-2-nonenal (T2N) corresponde a um indicador de degradagdo de cervejas envelhecidas em garrafa
e ¢ um aldeido considerado o maior responsavel por atribuir aroma de papelao a cerveja (JAMIESON; VAN
GHELUWE, 1970; COLLIN; NOFEL, 1994). O desenvolvimento deste composto na cerveja durante seu
armazenamento por longo periodo de tempo em garrafa estd relacionado a dissocia¢do de complexos formados por
proteinas e aminoacidos e o T2N durante o processo de fabricagio da cerveja (NOEL; COLLIN, 1995). Sob forma
de complexo, esta molécula de aroma fica protegida contra a reducio pela levedura durante o processo fermentativo,
e passa para o produto final até que sofra a liberacio quando estiver sob condi¢des de baixo pH na cerveja

engarrafada ao longo do tempo (COLLIN et al., 1997; LERMUSIEAU et al., 1999).

2.5.3. Compostos carbonilicos ciclicos

2.5.3.1. Compostos fendlicos

Em bebidas envelhecidas em barris de madeira, a lignina ¢ o principal composto estrutural precursor de
compostos denominados “marcadores de envelhecimento”, principalmente em bebidas destiladas. Blocos
monoméricos estruturais derivados da lignina sdo liberados por acio do etanol e podem passar por duas vias de
formacido de marcadores de envelhecimento: a via do siringil, que engloba o sinapaldeido, o siringaldeido e o acido
siringico; e a via do guaiacil, que compreende o coniferaldeido, a vanilina e o acido vanilico (Figura 2). Ambas as vias
representam sequéncias oxidativas (PUECH, 1981; DIAS; MAIA; NELSON, 1998; AYLOTT; MACKENZIE,
2010)
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Figura 2. Vias oxidativas dos marcadores de envelhecimento originados pela degradagao da lignina BORTOLETTO, 2016).

2.5.3.2. Monofenois

Os monofenois sio compostos fendlicos oriundos de diversas matrizes vegetais, sendo a madeira uma das
fontes mais citadas quanto a estes compostos, de forma que apresentam grande contribui¢do na formacio do perfil
sensorial de bebidas alcodlicas envelhecidas em barris de madeira (BARRERA—GARCiA et al., 2007; BOSSO et al.,
2008; POISSON; SCHIBERLE, 2008; STERCKX et al., 2012). Estes compostos sao normalmente encontrados em
cervejas pois sio oriundos das principais matérias primas amilaceas empregadas no processo de fabrica¢do: maltes de
trigo (CZERNY; SCHIEBERLE, 2002) e cevada (FICKERT; SCHIEBERLE, 1999).

Durante o processo de maltagem ocorte a formacio de monofenois ligados a glicosideos, de forma que as
caracteristicas aromaticas atribuidas a estes compostos fenélicos aumentam apés o processo fermentativo, quando as
leveduras consomem os acucares atrelados aos precursores e formam os monofenois livres (STERCKX et al., 2012).
Para esta mesma classe de compostos fenolicos oriundos da madeira, a liberagdo de moléculas de monofenois ocorre
pelo processo de degradagao térmica durante o processo de estocagem da madeira em patios antes da fabricacio dos
barris, quando ocorre a interacio do meio ambiente e de microrganismos nativos da madeira na degradacido da
lignina (CANTWELL ; BOUCKAERT, 2016), ¢ também intensamente durante o processo de tosta do interior dos
barris, correspondente a reacio de degradacio térmica (STERCKX et al,, 2012).

A contribuicao de compostos fendlicos para o perfil aromatico de bebidas alcodlicas envelhecidas tem
sido elucidada por diversas pesquisas (POISSON; SCHIEBERLE, 2008; STERCKX et al,, 2012; BORTOLETTO;
ALCARDE, 2015). Alguns monofenois podem ser considerados aromas indesejaveis (off-flavours) em alguns tipos de
cervejas, em vinhos, uisques e sherrys, como o 4-vinil guaiacol (4VG) e o 4-vinil fenol (4VF) (VANBENEDEN et al,,
2008). Estes compostos, quando presentes em grande quantidade em cervejas de baixa fermenta¢io, podem
ocasionar aromas indesejaveis descritos como “medicinal” ou “fendlico” (THURSTON; TUBB, 1981). Porém, além
de acrescentar complexidade a composicdo aromatica de bebidas, estes mesmos compostos sio responsaveis por
caracterizar estilos de cerveja como as cervejas belga e alema de trigo (WACKERBAUER; KRAMER, 1982a;
VANBENEDEN et al., 2008).

Os dois compostos acima citados apresentam vias similares de formacéo, de forma que o 4VG ¢ derivado
da descarboxilacio do acido p-cumarico (acido 4-hidroxicindmico) e o 4VF deriva da descarboxilacdo do acido

ferdlico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico), e estas reagdes podem ocorrer tanto por degradagio térmica durante o
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processo de fabricacio da cerveja (WACKERBAUER e KRAMER, 1982b) ou via descarboxilagio enzimatica
realizada por cepas de levedura de alta fermentagao (CLAUSEN et al., 1994).

Cervejas que tém em sua composicao maior quantidade de maltes escuros apresentam naturalmente maior
teor dos compostos 4VG e 4VF pois, durante a produgido destes maltes, o processo de torra contribui com aporte de
energia, responsavel por favorecer a degradagiao térmica dos acidos fendlicos precursores destes compostos. O
processo de descarboxilacdo enzimatica, por sua vez, depende da tolerdncia da cepa de leveduras a 4dcidos organicos.
O acido ferdlico ¢ um forte inibidor do metabolismo fermentativo alcodlico, enquanto outros acidos, como o
siringico que ¢é derivado da degradacdo da lignina, ndo apresentam toxicidade a levedura (KLINKE; THOMSEN;
AHRING, 2004).

Os compostos etil-fendlicos sio originados a partir da reacio enzimatica da vinil-fenol redutase, dada por
leveduras do género Brettanomyces que podem se desenvolver em cervejas envelhecidas em barris de madeira. A partir
desta via de biotransformagio, os compostos vinil-fenélicos (4VG e 4VF) passam a 4-etil-guaiacol e 4-etil-fenol,
respectivamente, e estas duas novas moléculas podem trazer caracteristicas de aromas considerados defeitos no
vinho (LOUREIRO; MALFEITO-FERREIRA, 2003). No atual cenario cervejeiro, o emprego de leveduras do
género Brettanomyces sob forma de cultura isolada em processo fermentativo tem se tornado comum com o objetivo
de reproduzir caracteristicas de cervejas de diferentes estilos (BJCP, 2015) ou entdo aumentar a complexidade
aromatica de produtos, em vista a contribuicdo deste género com aromas “medicinal” e “defumado” (SUAREZ et
al., 2007).

Leveduras  selvagens do género  Brettanomyces também apresentam aparato enzimatico para
biotransformacdo de acidos hidroxicinamicos em vinil-fendis, porém esta ¢ apenas uma via intermediaria

(CALLEJO; GONZALEZ; MORATA, 2017) antes de serem produzidos os etil-fendis.

2.5.3.3. Furfural e 5-hidroximetilfurfural

Além de compostos fendlicos que atribuem caracteristicas indesejadas a cerveja, outra classe destes
compostos denominados aldeidos fendlicos sao desejaveis e caracterizam aromas de bebida envelhecida por estarem
altamente relacionados a madeira e ao processo de fabricacido de barris. O furfural pode ser originado a partir da
degradacdo térmica de pentoses (NACHENIUS et al.,, 2013), sejam estes acucares oriundos da madeira ou de
matérias primas empregadas na fabricacio da bebida. Cervejas que apresentam maior carga de maltes torrados sob
altas temperaturas naturalmente contém maior concentra¢io de furfural (COGHE et al., 2004).

Durante a etapa de fermenta¢do da cerveja, o furfural contido no mosto, advindo do malte torrado ou
originado durante a etapa de fervura do mosto, sofre uma redugio enzimatica e ¢ transformado em dlcool furfurilico
(VANDERHAEGEN et al.,, 2004a). Durante a guarda da cerveja engarrafada, o alcool furfurilico sofre uma reacio
de condensacio, catalisada pelo baixo pH da bebida (préximo de 4,4), resultante no éter furfuril-etilico (EFE). Este
éter ja havia sido relatado em vinhos doces fortificados, bem como sua importancia para a caracterizagdo do
envelhecimento desta bebida (CUTZACH; CHATONNET; DUBOURDIEU, 1999).

O composto heterociclo da classe dos furanos de maior importancia quantitativa na cerveja envelhecida é
o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF). Este composto ¢é originado durante o processo de maltagem ou durante o
processo de fervura, pois sua formacio é dada pela reacio de Maillard. Esta rea¢do, quando envolve uma hexose, é

responsavel por originar o 5-HMF, e quando parte de uma pentose, o furfural é formado (VANDERHAEGEN et
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al., 2006). Estas moléculas sio intermediarios da reagio de Maillard na formagdo dos compostos de coloragio

marrom, as melanoidinas.

2.5.3.4. Eter Furfuril-Etilico (EFE)

O 5-(etoximetil)-2-furfural ou éter furfuril-etilico (EFE) é um composto que foi recentemente relacionado
ao envelhecimento de cervejas devido ao seu aumento durante este processo. Este composto foi associado a
descritores como “madeira” e “vinho do porto” e seu limiar de percepcio foi estimado em 6 pgL!
(VANDERHAEGEN et al., 2004b). Sua via de formac¢io é dada reducdo enzimatica do furfural pela levedura
(Saccharomyces cerevisiae) e ¢é transformado em alcool furfurilico VANDERHAEGEN et al., 2004a). Durante a guarda
da cerveja engarrafada, o alcool furfurilico sofre uma reagdo de condensagio, catalisada pelo baixo pH da bebida,

resultante no EFE (Figura 3).

0| OH
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Figura 3. Via simplificada de formacio do éter furfuril etilico (EFE) a partir do furfural. I — bioredugio (. cerevisiae); 11 — reagdo
com etanol.

Em cervejas com alto teor alcodlico (acima de 8 % v-v!) e de coloragdo mais escura (acima de 50 EBC), o
intermediario na reagdo de formagdo do EFE, o alcool furfurilico, encontra-se presente em maior concentra¢io
quando comparado as cervejas mais leves. A combinagdo entre alto teor de etanol e de dlcool furfurilico torna a
cerveja mais sensivel a formacio do EFE. Este éter jd havia sido relatado em vinhos doces fortificados, bem como
sua importincia para a caracterizagio do envelhecimento desta bebida (CUTZACH; CHATONNET;
DUBOURDIEU, 1999). Quando este composto marcador de envelhecimento de cervejas excede consideravelmente
seu limiar de percepcio, a matriz pode apresentar caracteristica de aroma de solvente (VANDERHAEGEN et al.,

2007).

2.5.3.5. Sotolon

O composto 4,5-dimetil-3-hidroxi-2(5H)-furanona, também chamado “sotolon” é um tipico heterociclo
presente em vinhos do Porto é formado durante o envelhecimento desta bebida em barris de madeira e esta
2 (13 ”» (13 2 (13

, “rancoso”, “queimado”, “frutas secas”, “condimentado” e

“Tawny” (FERREIRA; BARBE; BERTRAND, 2003). As possiveis vias de formacdo deste composto em cervejas

frequentemente associado aos descritores “madeira
q

envelhecidas em garrafa foram propostas por Scholtes, Nizet e Collin (2015), dentre as quais ha a reacdo de
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condensac¢do entre o acetaldeido, produzido pela oxidagdo do etanol durante armazenamento, e o acido a-ceto-
butirico, vindo da condensacao de duas moléculas de acetaldeido sob ambiente oxidativo ou da desaminacio de
treonina (CANTARELLI, 1967; TAKAHASHI; TADENUMA; SATO, 1976). Outra provavel via de formagio do
sotolon na cerveja é descrita pela condensagio entre o acido hidroxiacético (formado a partir da degradacido Strecker
pela levedura a partir da serina) e acetoina (derivada da reducido do diacetil pela levedura), sendo esta dltima via

descrita a que apresentou maior concentragio da furanona (SCHOLTES; NIZET; COLLIN, 2015).

2.5.3.6. B-damascenona

A B-damascenona (8-E-megastigma-3,5,8-trien-7-one) é um composto derivado de um carotenoide,
também associado a estabilidade de aroma da cerveja (CHEVANCE et al, 2002). O desenvolvimento deste
composto ¢ dado em diversas matrizes vegetais envelhecidas, incluindo lapulo (TRESSL et al., 1978). Uma via de
formagdo da B-damascenona envolve a conversdo de poliois derivados da transformacao enzimatica do carotenoide
neoxantina (ISOE; KATSUMARA; SAKAN, 1973). Os poliois precursores normalmente sio acumulados como
complexos glicosidicos que podem ser liberados em solu¢do em condig¢des acidas (OSORIO; DUQUE;
FUJIMOTO, 1999).

As condigbes de pH da cerveja garantem que a liberagdo de [B-damascenona aumento durante o
envelhecimento da cerveja engarrafada (CHEVANCE et al., 2002; GIJS et al., 2002). Os descritores empregado para
definicdo do aroma da B-damascenona, cujo limiar de percepcio entre 0,2 e 0,9 ng-g'! em agua (BUTTERY et al,,
1990), para cerveja correspondem a “frutas vermelhas”, “morango”, e em cervejas velhas foi detectada uma
concentragio deste composto equivalente a 9 pg-L-!, teor trés vezes superior ao quantificado em cervejas frescas

(GIJS et al., 2002).

2.6. Analise Sensorial

O desenvolvimento de novas metodologias para analise sensorial é decorrente da necessidade de otimizar
o processo de obtencdo de dados que permitam caracterizar um ou mais produtos sob a perspectiva de
caracteriza¢do descritiva, quantitativa ou comparativa por semelhancas e diferengas. Pesquisas com bebidas
contribuiram para desenvolvimento e otimizacio de varias técnicas de analise sensorial (PIGGOT, 2012).

Analises baseadas em mapas perceptuais sio metodologias de importancia crescente em dreas de
desenvolvimento e otimizacdo de bebidas alcodlicas (MCGREW; CHAMBERS, 2012). Um mapa de percepgio ¢é
definido como “uma representagdo grafica que captura a relagiio existente entre um grupo de produtos” (LAWLESS;
HEYMANN, 1998), e que permite, portanto, a observagao do efeito de introducdo de um processo na modificacdo
do produto.

A vantagem do uso do mapa de percepcio consiste na forma como um produto ¢é avaliado
comparativamente ao outro. Em uma analise descritiva convencional, a compara¢io entre os produtos ¢é realizada
apos o tratamento de dados, ao passo que, em uma tarefa de mapeamento, cada provador confronta todo o conjunto
de amostras a0 mesmo tempo, o que permite que a descricdo de cada amostra ocorra de forma singular e também

em comparag¢ao com as demais apresentadas (MURRAY; DELAHUNTY; BAXTER, 2001).
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Para este tipo de analise sensorial, paineis que contam com menor numero de provadores sio permitidos
caso pressupostos sejam atendidos. A sele¢io dos provadores depende de sua familiaridade com o produto (deve ser
um usudrio), e estes devem apresentar habilidade para avaliagio de aspectos visual, olfativo e gustatério, para
distingdo dos gostos basicos doce, salgado, amargo, acido e umami, capacidade de distingdo entre aromas relevantes
para diferentes amostras do produto (CAMPO et al., 2010; BIASOTO et al., 2010).

Uma vez que o nimero de provadores é reduzido, a andlise pode envolver o confronto replicado entre
um provador e uma mesma amostra (MONTELEONE, 2012). O nimero de réplicas pode variar entre 2 e 4 de
acordo com o nivel de diferenciagdo entre as caracteristicas de cada amostra e o quanto se deseja detectar destas
diferencas. Quanto mais marcantes as diferencas entre amostras, menos réplicas sdo necessatias.

O Napping, ou Mapeamento Projetivo, corresponde a um tipo de mapa de percep¢io cuja origem remete a
pesquisas de mercado (PAGES, 2005). Nesta metodologia, amostras sio posicionadas por provadores em uma folha
em branco, de forma que amostras mais semelhantes entre si sio posicionadas mais préximas e amostras mais
distintas, mais distantes entre si (PAGES, 2005). Além da diferenciagio espacial obtida pela analise, é possivel aplicar
o Ultraflash Profile, que corresponde a adigdo de componentes que descrevem caracteristicas das amostras, ou grupos
de amostras, ap0s realizada sua disposicio espacial pelo provador (DELHOLM et al., 2012; VARELA; ARES, 2012).
Dessa forma, por meio de analise dos dados a partir de abordagem multivariada, ¢ possivel entender quais atributos
levaram a diferenciagdo ou aproximacdo das amostras, bem como uma possivel maneira de aproveitar bem o
conhecimento de um painel treinado (PERRIN et al., 2008).

Ares e Varela (2014) recomendam o uso de mapeamento projetivo como uma abordagem holistica para o
entendimento de diferentes produtos. A preferéncia por um painel de avaliadores treinados ou semi treinados ¢é
justificada pelo nfvel de dificuldade da tarefa a ser desempenhada durante esta anilise, a respeito do nimero de

amostras e 2 atividade de agrupamento e reagrupamento livres.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local

O projeto foi conduzido no Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricio da Escola Superior de

Agticultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ/USP, em Piracicaba, SP.

3.2. Preparo e envelhecimento da cerveja

A cerveja foi produzida na microcervejaria da ESALQ/USP. Inicialmente 40 kg de grios de cevada
maltada (tipo Pilsen), 3,2 kg de malte especial tipo Special B e 0,8 kg de malte especial tipo Melano foram moidos em
moedor de rolos para cereais, e em seguida o grist (mistura de grio moidos) passaram pelo processo de mosturacio
por infusdo em 100 L de 4gua, com pH ajustado para 5,4 por meio da adi¢do de acido latico, para que ao final fosse
obtido um mosto com alta densidade (24 °Plato ou 1,101 grem™ de extrato original, determinado em refratémetro
digital). A mosturacdo por infusio foi realizada a partir da mistura dos maltes moidos em volume de agua mantido a
63,0 £ 0,5 °C durante 60 minutos e em seguida a temperatura foi elevada a taxa de 1 °C-min."! até 72,0 = 0,5 °C
permanecendo por 15 minutos. Apos a sacarificagdo ter ocorrido, ocorreu a elevagio da temperatura para 76,0 + 0,5
°C permanecendo por 5 minutos como prepara¢io pata iniciar o processo de clarificagio. Em seguida, o liquido foi
filtrado a pressdo atmosférica usando o préprio bagagco como elemento filtrante. Foi realizada a lavagem do bagaco
com quantidade apropriada de dgua a 76,0 + 0,5 °C dividida em duas porcoes até atingir o extrato de 21 °Plato
(1,087 grem3). Apos isso, o mosto foi fervido durante 60 minutos. No inicio da fervura foram adicionados 143 g do
lipulo de amargor da variedade Target (10,8 % de alfa acidos). Apds o término da fervura, enquanto o mosto estava
ainda em alta temperatura, foram adicionados 2,5 kg de acucar cristal e em seguida foi realizado o vortice (Whiripool)
seguido de repouso durante 30 minutos para a decanta¢do de particulas no fundo da tina. O mosto foi resfriado até
atingir a temperatura de inoculagdo de 21,7 °C e transferido para o fermentador de fundo conico de capacidade para
200 L. Ao final, foram obtidos aproximadamente 85 L de mosto a 24,5 °Plato (1,103 gecm), ao qual foram
adicionados 105 g de leveduras da cepa US-05 (Safale - Fermentis).

A fermentagio foi conduzida a 23,5 £ 0,5 °C durante 3 dias ¢ em seguida até a atenuagdo maxima sob
temperatura controlada de a 22,0 + 0,5 °C. A fermentacio foi conduzida até a atenua¢iio maxima e atingiu densidade
3,5 °Plato (1,015 grem?), e atingiu teor alcodlico de 12,1 % de etanol (v-v!) a 20 °C. Apés a finalizacdo da
fermentacio, a maturacido da cerveja foi conduzida durante 4 semanas a 7 £ 0,5 °C em fermentador de fundo conico
e purgas didrias de fermento foram realizadas para eliminar leveduras floculadas e #7#b (borra) frio.

Ap6s a maturacgdo, duplicatas de barris novos (Figura 4) de trés diferentes espécies: Amburana (Awburana
cearensis), Cabreava (Mycrocarpus frondosus) e Carvalho Americano (Quercus alba), com volumes medidos (Tabela 3),
previamente tratados, foram preenchidos com a cerveja obtida. O tratamento dos barris consistiu em hidratacao, ou
seja, o preenchimento por completo com agua clorada para estancar quaisquer vazamentos, seguido da sanitizacdo
mediante preenchimento com solugio de acido peracético 4 % e tempo de contato de 24 horas, aporte de vapor (99
°C) durante 15 minutos e finalmente introducio de dlcool 70 % (v-v'!) via aspersdo antecedendo imediatamente o
preenchimento com a cerveja. Os tratamentos quimico e térmico foram realizados em vista a estabilizacdo biolégica

da madeira, de forma a eliminar ao maximo os microrganismos nativos da madeira, como leveduras selvagens,
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bactérias laticas e bactérias acéticas (VAN OEVELEN; L'ESCAILLE; VERACHTERT, 1976; SPITAELS et al,
2014).

Figura 4. Barris novos de Carvalho Americano (@ esquerda), Amburana (ao centro) e Cabredva (a4 direita) empregados no
envelhecimento da cerveja.

Tabela 3. Volumes, em litros (L), dos barris medidos por diferenca entre massa de barril cheio de agua e barril vazio.

Barril Volume (L)
Amburana 1 11,35
Amburana 2 11,86

Cabretva 1 12,06
Cabreuva 2 11,79
Carvalho ametricano 1 12,39
Carvalho americano 2 12,29

Os tonéis foram mantidos em camara de envelhecimento sob temperatura controlada de 17,5+ 1,0 °C,
onde permaneceram durante o perfodo de envelhecimento de 6 meses. O teor de umidade foi obtido semanalmente
por leitura de higrometro digital e por meio do acompanhamento diario verificou-se que a umidade variou entre 78 ¢
85 %. As condi¢bes de temperatura e umidade permanecem dentro das recomendagdes propostas por Cantwell e
Bouckaert (2016), com o intuito de conduzir um processo de envelhecimento com minimizacio de transformagSes
microbiolégicas que possa descaracterizar a cerveja elaborada.

Amostras das cervejas envelhecidas foram coletas mensalmente durante o perfodo de envelhecimento e

submetidas as analises de indicadores de qualidade em cerveja.

3.3. Indicadores de qualidade em cerveja

O pH foi medido em pHmetro digital (modelo DMPH-1 Digimed — Tecnal), por imersdo direta do

eletrodo nas amostras de cerveja desgaseificadas.
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A anilise da intensidade de cor foi efetuada mediante leitura de absorbancia a 430 nm, com posterior
conversao para cor EBC (EBC, 2000).

A concentracido de compostos fendlicos totais foi determinada por espectrofotometria a 765 nm, apds
reacdo com o reagente de Folin-Ciocalteau (AMERINE; OUGH, 1980).

O amargor foi determinado por espectrofotometria a 275 nm seguindo o método EBC (2004), sendo a

resposta obtida em EBUs (Eurgpean Bitterness Units - Unidades de Amargor Europeia).

3.4. Andlise cromatografia gasosa com deteccao por ionizagdo de chamas (GC-FID)

As amostras de cervejas foram previamente destiladas e entdo submetidas as analises de concentragdo de
aldeido acético, acetato de etila, metanol, alcoois superiores (propanol, isobutanol, isoamilico) e acido acético,
mediante técnica por cromatografia gasosa em cromatégrafo Shimadzu modelo QP-2010 PLUS com injetor
automitico e detector de ionizacdao de chama (FID). O gas de arraste foi nitrogénio (Nz), com fluxo de 1,2 mI'min."!.
A temperatura do injetor foi 220 °C e a temperatura da coluna foi programada para 35 °C por 5 min, aumento até
220 °C a uma taxa de 4 °C'min."!, com reten¢io de 10 min a 220 °C. A temperatura do detector foi 220 °C

(BORTOLETTO; ALCARDE, 2015).

3.5. Acompanhamento microbioldgico

Analises microbiolégicas foram realizadas meramente como acompanhamento do envelhecimento para
atestar que as transformacoes da cerveja possam ser atreladas principalmente as vias fisico-quimicas ao longo do
periodo de 6 meses em barris de diferentes madeiras. Amostras das cervejas foram retiradas 24 horas apds o
preenchimento dos barris (correspondente a amostra zero), 3 meses apos o envelhecimento e ap6s o periodo de 6
meses.

Amostras das cervejas dos diferentes barris foram retiradas e diluidas dez vezes. Em seguida, foram
retirados 100 pl. destas diluicGes para espalhamento em superficie de meios seletivos para contagem de organismos
viaveis. Os meios MRS-4gar e Manitol-dgar foram empregados para contagem de bactérias laticas e bactérias acéticas,
respectivamente. As placas do meio MRS-dgar foram incubadas em meio anaerébico a 35 °C durante 72 horas,
enquanto as placas Manitol-dgar foram incubadas também a 35 °C durante 72 horas, porém em meio aerdbico
(ANGELONI, 2016). O meio WL Nutrient Medium (Difco) foi preparado seguindo as instru¢oes da empresa
fabricante e, apds inoculagio, incubado em condigdes aerébicas, a 28 °C durante 72 horas para o desenvolvimento
de leveduras Saccharomyces e nao-Saccharomyces MEDINA et al., 2012). Foram consideradas aptas a contagem apenas

as placas das dilui¢Ges que apresentaram entre 30 e 300 colonias.

3.5.1. Meios de cultivo

A composi¢iao dos meios de cultivo que foram empregados seguem abaixo:
- MRS-4gar (Man, Rogosa & Sharpe (Merck, Darmstadt)); inibidor nistatina 100 mg-L"" (Neo Quimica,
Aniapolis).
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- Manitol-agar: D-manitol 25 gL' (Inlab, Brasil), extrato de levedura 5 gL' (Oxoid, Hampshire,
Inglaterra), peptona 3 g-I'! (Himedia, Mumbai, india), Agar 15 g1 (Merck, Londres); inibidor nistatina 100 mg-L-!
(Neo Quimica, Andpolis).

- WL Nutrient Medium (Difco); inibidor cloranfenicol 100 mg-I-! (Pfizer, Guarulhos).

3.6. Analise Sensorial

3.6.1. Provadores

O painel selecionado foi constituido de homens e mulheres (total 7 membros), de faixa etaria entre 19 e
31 anos de idade, membros e pesquisadores do Laboratério de Qualidade Quimica de Bebidas da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” — Universidade de Sdo Paulo. O critério de permissao de provadores foi apresentar
idade superior a 18 anos e inferior a 60 anos, com massa maior que 60 kg, nio serem portadores de doengas

cronicas, gestantes ou em estado de amamentagao.

3.6.2. Treinamento do Painel

O treinamento foi constituido de trés etapas visando a familiarizacio dos avaliadores com a matriz
estudada (ARES; VARELA, 2014). Para realizacio do treinamento, os provadores confrontatam uma amostra
referéncia correspondente a cerveja Barleywine nio envelhecida, adicionada de materiais para realizacdo dos testes a

seguir descritos.

3.6.2.1. Gostos basicos

O teste de gostos basicos envolveu o uso de padrées de gostos basicos diluidos na matriz cerveja ndo
envelhecida. A concentra¢do de cada um dos padroes é descrita na Tabela 4. Nesta ctapa, foram apresentadas
amostras dos gostos basicos inclusive a amostra referéncia correspondente a cerveja ndo envelhecida, de forma a
incentivar os avaliadores a perceberem a diferenca na percep¢io de cada um dos gostos basicos levando em conta os
interferentes da matriz.

Nesta etapa foram apresentados 4 mL de cada amostra (5 gostos basicos mais a amostra referéncia nio
envelhecida sem adicdo de padrio de gosto basico) aos provadores, e eles foram incentivados a consumir todo o

volume das tacas ISO de uma s6 vez. A sessdo teve duracio de 1 hora.
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Tabela 4. Concentracio de padrSes de gostos basicos diluidos na cerveja Batleywine ndo envelhecida.

Concentragdo na

Gosto basico Padrio utilizado .
matriz
Doce Acgucar cristal 20 g1t
Salgado Sal grosso 4 oI
Acido Acido citrico 7 gLt
Amargo Extrato de lipulo BETABIO 45 (Hopsteiner) 312 uL-IL!
Umami Sal Ajinomoto 2 gt

3.6.2.2. Familiarizagdo com as Madeiras Empregadas no Estudo

Na segunda etapa do treinamento, os avaliadores confrontaram amostras da cerveja nido envelhecida
adicionadas de extrato alcodlico obtido a partir de ¢hjps das madeiras estudadas no projeto: Amburana, Cabretva e
Carvalho americano.

Os extratos foram preparados a partir de chips e lascas das madeiras, partidos manualmente de pedagos
maiores em novos pedacos de dimensio aproximada de 0,5 cm? e espessura de 0,2 cm. Os chips foram pesados
separadamente em recipientes aos quais foram adicionados volumes iguais de Alcool Etlico P.A. (99,9 %
LSChemicals) diluido com agua destilada a 15 % (v-v'!), de forma a obter concentra¢oes de 20 g'L-! para cada infusio
de madeira.

Os frascos recipientes com as diferentes madeiras e etanol diluido foram alocados em banho ultrassonico
(Sppencer modelo USC-1400A), com aquecimento acionado, durante dois ciclos de 30 minutos. Apds o tratamento
com ultrassom, os frascos foram armazenados em estufa a 40 °C durante 72 horas. Em seguida, os extratos foram
filtrados em papel e a parte liquida armazenada em frascos separadamente. Os extratos foram diluidos na propor¢io
1:2 com cerveja nio envelhecida.

Nesta etapa, foram apresentados 3 mL de cada uma das 3 amostras de extrato de madeiras, mais a
amostra referéncia nio envelhecida sem extrato de madeira. Os provadores receberam uma folha em branco e foram
incentivados a anotar de forma livre os atributos para descrever aspectos olfativo, gustatorio, sensagoes e retrogosto
percebidos nas amostras. O levantamento livre de atributos baseou-se na técnica do Free-Choice-Profiling (FCP), que
permite aos avaliadores desenvolverem seus préprios termos para descricio do produto (DELAHUNTY et al.,
1997). Com base nestes resultados, foram selecionados aromas frequentemente citados para estabelecer referéncias

que foram apresentadas ao painel na etapa seguinte. A duragdo desta sessao foi de 2 horas.

3.6.2.3. Apresentacao de Referéncias

Na terceira etapa do treinamento, os avaliadores foram reunidos para confrontar referéncias (Apéndice B)
de aromas e sensa¢des levantados livtemente na etapa anterior. Com o intuito de estabelecer padrées para aromas
listados anteriormente, foram selecionados materiais representativos de atributos citados pelo painel, determinados
pelo pesquisador responsavel pela analise e levantados em estudos para avaliar bebidas alcodlicas (MEILGAARD;
DALGLIESH; CLAPPERTON, 1979; MEILGAARD; REID; WYBORSKI, 1982; FERREIRA; LOPEZ; CACHO,
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2000; ESCUDERO et al., 2007; CAMPO et al., 2010; PARKER, 2012; MONTELEONE, 2012; FLAVORACTIV
LIMITED, 2015). A apresentacio de grupos de aromas foi determinada com base na descri¢io de McGinley;
McGinley (1998) com adapta¢oes acreditadas pertinentes.

Durante esta etapa, os avaliadores foram incentivados a tomar nota em um caderno pessoal sobre a
percepciao dos estimulos gerados pelas referéncias, bem como a terminologia associada. Estas anotagdes foram
permitidas também durante as duas sessoes de analises. Antes de cada sessdo, os avaliadores foram incentivados a
confrontar as referéncias para ativagdo da memoéria sensorial. Durante as sessoes, as referéncias foram mantidas em
uma mesa ao lado dos avaliadores em caso de haver necessidade de consulta de alguma delas.

Para referéncia de coloracio, os avaliadores confrontaram uma tabela de coloracio de cerveja (escala

EBC) com legendas em portugués para as diferentes tonalidades (Figura 5).

Figura 5. Material com escala de coloracio legendada entregue aos provadores

MACRO DIVISAO SRM TONALIDADE EBC CLASSIF.«
Palha 2-3 3,94-5091

Amarelo 3-4 591-7.288

Ouro 4-5 7,88-9,85

Ambar 6-9 h"g. _:*f 11,82-17,73

Profundo ambar / cobre luz 10-14 19,70 - 27,58

Cobre 14-17 27,58 -3349

Profundo cobre/castanho dlaro  17-18 33,49 - 35,46

Castanho 19-22 37,43-4334 Cerveja
Castanho Escuro 22-30 4334-59,10 [t
Castanho muito escuro 30-35 59,10 - 68,95

Preto 35+ 68,95 - 78,80

Preto opaco 40+ >78,80

Fonte: Spiess (2016), adaptado de BJCP Guideline 2008

3.6.3. Amostras

A cerveja fermentada e maturada devidamente foi distribuida em barris de 10 L. de Amburana (Amburana
cearensis), Cabreava (Myrocarpus frondosus) e Carvalho Americano (Quercus alba) para o processo de envelhecimento.
Foram reservados 10 L da cerveja ndo envelhecida que foi armazenada refrigerada a 0 °C durante o periodo de 6
meses com finalidade de estabelecer parimetro comparativo para as analises sensoriais. As amostras obtidas a partir
de duplicatas de cada madeira foram misturadas em propor¢des iguais para obter os trés tratamentos designados
Amburana, Cabredva e Carvalho Americano. Desta forma, as amostras relativas aos tratamentos das diferentes
madeiras empregadas na analise sensorial correspondem a cervejas de concentragdo de compostos equivalentes

aproximadamente as médias de cada um dos pardmetros analisados.
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Os quatro tratamentos resultantes, correspondentes as cervejas nao envelhecida e envelhecidas em barris
de trés espécies diferentes de madeiras, foram apresentados aos avaliadores. A apresentacdo de amostras de cervejas
foi realizada segundo o delineamento Quadrado-Latino de Williams (WILLIAMS, 1949). Cada provador recebeu 20
ml de cada amostra em tagas ISO 3591:1977 (taca transparente, lisa e composta por cristal com, no maximo, 9 % de
chumbo abertura de 4,6 cm, parte mais convexa com 6,5 cm e altura de 15 c¢m), codificadas com numeros de trés
algarismos para a realizacdo da primeira etapa da andlise sensotrial (Mapeamento projetivo ou Napping). Para a
segunda etapa (Ultraflash Profiling), os provadores tiveram liberdade para determinar a ordem das amostras ao realizar

a tarefa de caracterizacio destas.

3.6.4. Metodologias

As metodologias empregadas correspondem ao Mapeamento Projetivo (Napping) e a técnica Ultraflash
Profiling (UFP) (PAGES, 2005; PERRIN et al., 2008). A andlise consistiu no desenvolvimento de uma classificagio
das amostras pelos provadores treinados. Em uma folha A3 em branco (PAGES, 2005), os avaliadores agruparam
espacialmente as amostras de forma que quanto maior a proximidade espacial, mais semelhantes entre si sdo as
amostras, e mais distantes quanto mais diferentes as caracteristicas delas. Em um momento seguinte, os provadores
caracterizaram as amostras ou conjuntos de amostras empregando termos que foram desenvolvidos durante o
treinamento (Ultraflash Profiling). Os termos compreenderam aspecto visual, aromas, gostos, sabores, sensacoes e
retrogosto.

Para evitar fadiga e saturagdo dos avaliadores (KEMP; HOLLOWOOD; HORT, 2009) durante a ctapa
do UFP, os avaliadores foram incentivados a realizarem uma pausa de 10 minutos ap6s realizagio da tarefa de
caracterizacdo de trés amostras, que corresponde a metade durante esta etapa da analise. Os provadores passaram
por duas sessoes de cada uma das analises aplicadas (Napping e UFP). O termo de esclarecimento (Apéndice C) foi
entregue aos provadores antecedendo a primeira sessdao de andlise. O projeto de andlise sensorial foi aprovado pelo

Comité de Fitica em Pesquisa com Humanos da ESALQ/USP CAAE 81265417.0.0000.5395 (Anexo A).

3.7. Analise de dados

Os dados de analises fisico-quimicas foram submetidos a0 método multivariado denominado Analise
Fatorial Multipla-AFM, uma vez que os dados representam grupos de variaveis de diferentes grandezas e unidades. A
matriz de correlagdo de Pearson foi gerada com auxilio do pacote “corrplot” (WEI; SIMKO, 2017) para avaliar a
relacdo existente entre as variaveis.

A analise univariada, que envolveu a comparagio de médias dos resultados, foi realizada a partir de
modelo de varidncia do tipo linear de efeito misto (BAUTISTA; QUARESMA; SANTANA, 2014) realizada sobre

dados longitudinais.

Yy~ .Btempo + ,Bespécie + bbarril + € @

O modelo de variancia empregado para cada uma das variaveis analisadas(y), ou seja, concentragdes de
acetaldeido, acetato de etila, n-propanol, isobutanol, alcool isoamilico, soma de alcoois superiores, acido acético, teor

alcodlico, pH, coloragdo, amargor e fendlicos totais, envolveu os fatores fixos (f) “tempo de envelhecimento” e
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“espécie de madeira”, e “cada barril” como fator aleatério (4) visando ao efeito de singularidade de cada um dos
barris de cada duplicata, uma vez que alteragdes podem existir entre barris de mesmo volume da mesma espécie de
madeira. Além destes efeitos, o modelo conta com “erro” (¢) devido a modificacGes aleatérias desconhecidas.

Os dados obtidos pelo Napping correspondem a valores de coordenadas cartesianas em um eixo
horizontal (x) e um eixo vertical (y), onde a origem da folha corresponde ao lado esquerdo inferior. Os valores de x e
_y obtidos pata cada provador foram agrupados, de forma a obter nimero de grupos igual ao nimero de provadores,
para realizacdo de uma Analise Fatorial Mdltipla - AFM (DEHLHOLM et al.,, 2012). Para obtenc¢io de elipses de
confian¢a foi empregado o método de boosstrap descrito por Lé e Husson (2008b), com emprego de painel virtual
composto por numero de simulag¢des equivalente a 500, com nivel de significincia de 95 %.

Juntamente a tabela de dados de coordenadas, foi inserida um tabela de contingéncia, ou seja, uma tabela
cujas colunas correspondem aos atributos citados pelos avaliadores para cada amostra, ¢ o valor de cada um
corresponde a0 numero de vezes que um dado atributo foi citado para uma dada amostra, o que corresponde a
dados de frequéncia (DEHLHOLM et al, 2012). A tabela de contingéncia foi criada sobre os atributos cuja
frequéncia minima foram 5 % em rela¢do a totalidade de atributos empregados na caracterizagiao das amostras e que
foram citados por, no minimo, dois avaliadores distintos em cada uma das sessdes. Os atributos selecionados para
caracteriza¢do das amostras foram escolhidos segundo sua boa representatividade multidimensional nos eixos
gerados pela AFM.

Foram empregados na andlise de dados o software RStudio (R versdo 3.4.3) e os pacotes FactoMineR

(LE; JOSSE; HUSSON, 2008), SensoMineR (LE; HUSSON, 2008) e Remdr (FOX, 2017).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Acompanhamento microbiolégico

Os resultados das analises microbioldgicas de acompanhamento foram expressos em escala logaritmica a

partir dos dados de médias das contagens de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) e representados na Figura 6.
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Figura 6. Resultados de contagem de UFC em diferentes meios de cultura adicionados de amostras de cervejas envelhecidas em
barris de diferentes madeiras (Amburana, Cabreiva e Carvalho Americano) expressos em logaritmo de contagem de
UFC-mL1. Valores acima de 300 UFC-mL-! expressos como > 4,48, e abaixo de 10 UFC-mL-! expressos como < 1,00.

A partir dos dados de plaqueamento, foi possivel verificar que hd indicios de que o tratamento empregado
para sanitizagdo do barril foi eficiente para eliminar os microrganismos nativos das madeiras presente nos primeiros
milimetros das aduelas onde a cerveja penetrou durante as primeiras 24 horas de envelhecimento, uma vez que nio
foi observado crescimento de microrganismos nos meios de cultivo. Nao houve desenvolvimento de UFCs nos
meios de cultura especificos para bactérias laticas (MRS-Agar) e bactérias acéticas (Manitol-Agar). Isto pode ser o
indicativo de que o tratamento dos barris, bem como as condi¢des de envelhecimento, principalmente a temperatura,
e o tipo de cerveja escolhidos representam um ambiente pouco receptivo ao desenvolvimento destes
microrganismos, que podem ser considerados contaminantes em cervejas (DAWOUD, 1987; OLIVER, 2012;

WHITE, 2010). Houve, portanto, uma dominancia de leveduras durante o processo de envelhecimento da cerveja
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nas diferentes madeiras testadas, observado pela contagem apenas no meio WL-Nutrient Medium especifico para
leveduras (MEDINA et al., 2012).

Dentre os barris de madeiras brasileiras, que provavelmente foram construidos empregando-se madeira
nunca antes utilizada para constituir um recipiente de envelhecimento de bebidas, os do tratamento Amburana
apresentaram menor média de contagem de UFCs por mL de cerveja envelhecida até o 3° més de envelhecimento.
Este crescimento retardado pode ser compreendido por estudos realizados por Figueiredo et al. (2013) que
mostraram o potencial antimicrobiano do extrato alcodlico da Amburana cearensis. Os taninos apresentam capacidade
de precipitar proteinas superficiais de células impedindo o acesso da célula ou do microrganismo ao substrato, inibir
a acdo enzimatica, romper a membrana plasmatica (RODRIGUES et al., 2014).

Outro potencial fator que caracteriza a diferenciacdo no desenvolvimento de UFCs entre as madeiras
testadas é a composi¢do da resina. O aumento da resisténcia de arvores ao ataque de microrganismos foi atribuido a
composi¢io da resina variavel entre diferentes espécies (SIERRA-ALVAREZ; LETTINGA, 1990). A durabilidade
de madeiras cortadas tem sido relacionada a atividade antifungica (ANDERSON; SCHEFFER, 1962; JURD;
MANNERS, 1980; RUDMAN, 1962) e bactericida (SIERRA-ALVAREZ; LETTINGA, 1990) conferida por alguns
compostos das resinas, como flavonas, flavononas, flavonoéis, xantonas, chalconas e alcaloides (O’KENNEDY;
THOMES, 1997; DJIPA; DELMEE; QUETIN-LECLERCQ, 2000; ESQUENAZI et al., 2002) observados em
extrato alcodlico de Amburana cearensis por Figueredo et al. (2013).

Durante o perfodo de envelhecimento da cerveja, o desenvolvimento de biofilme na superficie do liquido
foi diferente em cada um dos tratamentos (Apéndice A). O comportamento de formacio de biofilme aparentemente

seguiu o comportamento da evolu¢ao do nimero de UFCs analisadas para os barris de diferentes madeiras.

4.2. Analises Fisico-quimicas

Seguem representados a seguir (Tabelas 5 e 6) os valores médios da composigao volatil e fisico quimica

das cervejas analisadas ao longo do processo de envelhecimento em barris de diferentes madeiras.



43

Tabela 5. Comparacio de médias dos resultados da analise de compostos volateis (em mg-L-') das cervejas envelhecidas durante
6 meses em barris de madeiras de diferentes espécies (BW_0 — cerveja ndo envelhecida, Amb — Amburana, Cabr — Cabretva,
CarvAm — Carvalho Ametricano).

Acetato de Alcool Soma de Acido
Trat. Meés Acetaldeido 1-propanol Isobutanol
etila isoamilico A.S. acético
BW_0 - 10,6 55 40,8 249 66 131,7 125,9
Amb 1 7,7+0,46P 5,8+0,11b  33,8+0,39a 20,7+0,322 459+1,602 100,4+2,312 124,9+891b
Amb 2 8,811,46P 5,0£0,35>  338+1,062 20,410,502 443+2402 98,6+3962 127,2+562b
Amb 3 17,8+7,16>  6,3+0,00>  38,0+1,252 229+0,64* 556+2,112 116,514,000 147,9+13,80b
Amb 4 15,610,300  4,1+0,14> 274+321> 16,3+2,12> 27,149,870 70,9+1521b 137,4+227>
Amb 5  60,9%1577* 7,910,058 356+0,100 21,5+0,12¢ 46,810,422 103,910,442 144,6+32,66P
Amb 6 58,5£8,37>  11,0£2,27* 33,9%0,55* 21,6%0,842 474+1,67> 103,0£1,96* 191,518,722
Cabr 1 8,510,04c 4,610,294  322+173b 197+0,78> 414+204> 933+455> 140,8+1,07>
Cabr 2 12,3+1,99¢  4,0+0,12d  329+1,33> 192+0,98> 39,6+425> 917+6,56> 135,7+7,98P
Cabr 3 238+0,06b  54+0,31c  374+0,060 22,610,352 54,1+146* 114,0+1,870 170,7+3,952
Cabr 4 447+1,01b  55%0,29¢d  342+0,552> 20,8+0,382> 44,6+206> 99,613,000  143,440,96>
Cabr 5 534+1836> 6,620,35> 33,810,374 21,2+0,25% 453+052> 100,3+1,152> 159414 862
Cabr 6  89,6%17,322  10,7%0,85* 32,1%1,12b 20,8+0,58:> 41,0+3,00> 938+470> 130,4%9,01b
CarvAm 1 10,8+0,87>  5,6%+0,78  33940,53* 20,5+0,29¢ 456+429> 100,0£5,10> 151,5%5,18b
CarvAm 2 16,6+3,36> 4510212 34240042 20,7+0,21c  51,2+199> 106,1£2,24> 152,744 80b
CarvAm 3 427+4,09>  58+0,48* 36,2%1,852 222+121bc 590+4,612b 117,4+7,67?> 189,1+15,862
CarvAm 4 1253%20,39* 6,221,040 342+0,542 21,5%£0,49> 548%0,82> 110,6£1,86> 172,1%6,38%
CarvAm 92,736,662 10,511,772  352+0,56* 23,0+0,22b 60,7+£2,972> 118,913,762 159,4+1,94b
CarvAm 6 105,749,322 62,6+58,66* 35,6+0,68* 25,6+0,99¢ 68,8+3,66* 130,0+5,332 125,1%0,14¢

Soma A.S. — soma dos dlcoois superiores.

Comparacio de média entre os diferentes meses realizados dentro de cada uma das madeiras.
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Tabela 6. Comparacio de médias dos resultados das analises de teor alcodlico (% v-v-1), pH, coloragio (EBC), amargor (BU) e
fendlicos totais (mg de 4acido galico ‘L-!) das cervejas envelhecidas durante 6 meses em barris de madeiras de diferentes
espécies (BW_0 — cerveja ndo envelhecida, Amb — Amburana, Cabr — Cabretva, CarvAm — Carvalho Americano).

Fendlicos
Trat. Meés Teor alcoolico pH Coloragio Amargor
totais
BW_0 - 12,8 5,18 59,8 33,5 655,9

Amb 1 11,4% 0,062 4,92+ 0,092 53,3+ 2,20p 62,8+ 2,72¢ 744,8+ 6,65
Amb 2 11,0+ 0,112b 4,731 0,012 58,5+ 4,602 65,01 3,87¢ 7410+ 13,17
Amb 3 11,0% 0,012b 4,59+ 0,022 54,7+ 0,84> 72,1+ 330P 733,7+ 8,40
Amb 4 10,8+ 0,03b 4,67+ 0,022 55,5+ 0,000 73,41 505> 7789+ 2467
Amb 5 10,9+ 0,022b 4,691 0,022 63,1% 0,002 78+ 585% 8051+ 24,05

Amb 6 11,2+ 0,342b 4,72+ 0,032 58,8+ 2,273 80,9+ 7,622 841,3+ 48,45°

Cabr 1 10,7+ 0,422 4,741 0,042 56,9+ 3,04> 40,4+ 2,302 750,8+ 4,73
Cabr 2 10,8% 0,092 4,60% 0,04¢ 65,3+ 0,002 M3+ 1,670 7959+ 2304
Cabr 3 10,6% 0,122 4,71+ 0,02b 63,1+ 2,20p 38,7+ 3700 7522+ 2501
Cabr 4 10,4£ 0,012 4,791 0,042 67,5% 0,00 40,1+ 0,352 847,0% 11,24°
Cabr 5 10,4% 0,042 4,70+ 0,09> 71,2+ 3,76 43,61 0,65 880,3+ 7,53"

Cabr 6 10,1+ 0,192 4,791 0,042 73,4+ 3,502 43,8+ 1,852 910+ 33,50"

CarvAm 1 11,2+ 0,132 4,85+ 0,082 57,71 2,202 25,4+ 0,922 639,91 0,51¢

CarvAm 10,9% 0,04b 4,58+ 0,05P 54,7+ 0,84> 23,1+ 0,15%  640,4% 2,04¢

CarvAm 10,7+ 0,08> 460+ 001> 539+ 0,000 22,1+ 010>  640,9% 6,625

10,7£ 0,01¢ 4,68% 0,022 57,5t 0,002b 234+ 0,922>  699,6% 1,182

2

3
CarvAm 4 10,5+ 0,01¢ 4,69+ 0,002 55,5+ 0,000 22,0 2,00 655,0F 8,45bc

CarvAm 5

6

CarvAm 10,7+ 0,70¢ 4,66+ 0,10 594+ 0,68 21,4+ 0,80b  660,3+ 8,57

Comparagio de média entre os diferentes meses realizados dentro de cada uma das madeiras.

4.2.1. Anadlise multivariada dos resultados fisico-quimicos

A analise multivariada do tipo Andlise Fatorial Multipla (AFM) foi aplicada sobre os dados de analises
fisico-quimicas e cromatograficas visando ao entendimento do papel dos conjuntos de variaveis para a contribui¢do
com a variancia existente entre as amostras. A AFM foi escolhida pois existem grupos de variaveis medidas segundo
diferentes metodologias: cromatografia, densimetria digital e colorimetria sob diferentes comprimentos de onda, e
desta forma ¢ possivel realizar uma padronizacio do peso dos grupos de varidveis para caractetizacdo
multidimensional das amostras de cervejas envelhecidas. Em seguida, quando discriminados segundo abordagem
multivariada, os pardmetros foram investigados individualmente para observacio do comportamento de cada um
deles ao longo do tempo e de acordo com a espécie de madeira utilizada na fabricacdo do barril para envelhecimento

da cerveja.
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Ap06s realizagao da AFM, foram definidas dimensdes multivariadas, das quais as trés primeiras contém
informagées que explicam 65 % da variancia total entre as amostras (Figura 7). A primeira dimensido contém
informagdo de 31 %, a segunda contém 21 % e a terceira 13 % da variancia entre as amostras segundo os parimetros

estudados nas amostras de cervejas.
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Figura 7. Valor de variancia obtida para cada dimensio gerada pela AFM representada sob forma de grafico do tipo Seree plot

O primeiro plano multidimensional foi explorado segundo a representacdo dos grupos de variaveis
abordados na AFM (Figura 8) e a representagdo das amostras (Figura 9). Com o objetivo de avaliar a terceira
dimensdo gerada pela AFM, foi também realizada a representacdo dos grupos de variaveis abordados na AFM

(Figura 10) e a representacdo das amostras (Figura 112).
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Figura 8. Representacdo dos grupos de varidveis nas duas primeiras dimensées geradas na AFM, com tempo de envelhecimento
¢ tipos de madeiras representados como variaveis suplementares.

Foi possivel observar que as varidveis mais bem representadas no eixo horizontal, correspondente a
primeira dimensdo fatorial (31 % da varidncia total), sio as concentracdes de alcoois superiores (isoamilico e
conjunto de n-propanol e isobutanol) e concentragdo de compostos fendlicos. A projecdo da variavel suplementar
que representa os tipos de madeira sobre o eixo horizontal (“Madeira” na Figura 8) indica que a variabilidade
concentrada na primeira dimensio pode estar relacionada a espécie de madeira empregada na fabricacdo do barril, e
esta pode estar relacionada a composi¢io quimica representada pelos parimetros acima listados.

Ao ser analisada a segunda dimensdo (21 % da varidncia total entre as amostras), representada pelo eixo
vertical, pode-se observar os grupos de variaveis bem relacionados a esta: teor alcodlico, concentra¢io de acetaldeido
e coloracdo. A varidavel suplementar representada pelo tempo de envelhecimento esta relacionada também a segunda
dimensiao da AFM, o que indica que a variabilidade quanto ao teor alcodlico e a concentragdo de acetaldeido estdo
mais relacionadas a variacio do tempo de envelhecimento. E possivel atribuir as condicdes do ambiente de
envelhecimento (temperatura e umidade) a variagdo quanto ao teor alcodlico (CALIXTA et al., 1979) da cerveja
envelhecida, e atribuir ao tempo, de forma pouco dependente da espécie de madeira empregada para fabricac¢do do
barril, a evolucio na concentracio de acetaldeido possivelmente formado pela oxidagao do etanol durante o processo

de envelhecimento de bebidas alcodlicas (RAMIREZ-RAMIREZ, 2002; VANDERHAEGEN et al., 2006) ou pela
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atividade microbiolégica crescente ao longo do tempo de envelhecimento (GARCIA-MAIQUEZ, 1988;
MARTINEZ; PEREZ; BENITEZ, 1997).

Ainda na analise do grupo de varidveis sobre a projecdo na segunda dimensio da AFM, é possivel observa
que o parametro coloragdo esta relacionado as duas primeiras dimensées, o que permite a associagao deste parametro
tanto ao perfodo de tempo de envelhecimento, quanto ao tipo de madeira. Essa relacio sera investigada
postetiormente ao tratar os pardmetros fisico-quimicos de maneira univariada.

Na Figura 9, estdo representadas as amostras projetadas sobre as duas primeiras dimensées geradas pela
AFM. E possivel observar que as varidveis suplementares relativas a tempo de envelhecimento apresentam ordem
crescente cronoldgica quanto maior os valores no eixo vertical, que representa a dimensio 2. A evolucdo do teor
alcodlico durante o envelhecimento também ¢é bem representada no eixo vertical, de forma que a amostra nio
envelhecida apresentou a média de teor alcodlico mais elevada e as amostras com maiores tempos de envelhecimento
apresentaram médias menores de conteudo alcodlico (Tabela 6 e Figura 10). O eixo horizontal, que representa a
primeira dimensdo, mostra as varidveis suplementares ¢ a distribuicio das amostras de cervejas envelhecidas em
diferentes madeiras sob o aspecto multidimensional de analises fisico-quimicas. Foi observada a distingdo entre as
espécies de madeiras, de forma que as cervejas envelhecidas em madeiras brasileiras (Amburana e Cabretva)
apresentaram maior proximidade multivariada, enquanto a envelhecida Carvalho Americano mostrou-se diferente

destas duas madeiras e proxima da cerveja Barleywine nao envelhecida.
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Figura 9. Representacio das amostras de cervejas envelhecidas em diferentes madeiras nas duas primeiras dimensoes geradas na
AFM, com tempos de envelhecimento representados como variaveis suplementares.
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Figura 10. Evolucio do teor alcodlico (%o v-v!) da cerveja Barleywine envelhecida em barris de Amburana, Cabretuva, Carvalho
Americano.

A proximidade entre as amostras envelhecidas em madeiras nacionais pode ser interpretada pela
concentragdo de compostos fenodlicos nas diferentes cervejas. Os compostos fendlicos totais estio relacionados a
concentragdo de extrativos totais nas diferentes espécies de madeiras (MORI et al., 2003) e também no tipo de barril
empregado. O barril fabricado com madeira de Carvalho Americano é constituido de aduelas oriundas de um barril
de maior volume utilizado anteriormente, o que pode ser um indicio da menor extragdo de compostos fenélicos pelo
fato destes ja terem sido solubilizados durante o envelhecimento de uma bebida anteriormente (PUECH, 1981;
DIAS; MAIA; NELSON, 1998; AYLOTT; MACKENZIE, 2010). Isto justificaria a maior aproximacdo da cerveja

envelhecida em barris de Carvalho Americano em relacdo a amostra nio envelhecida.



49

0,6
05 1
® TempoEnvelhecimento
® Madeira

04® pH
®
™~
3
o3t
™
E
(=) © Cor

02 +

® Ac.Acético © PropBut
® TeorAlcodlico S Fendlicos
01 t
© AcetatokEtila O Amargor
O Isoamilico
Acetaldeido
0 —G f f f f f + + +
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Dim 1 (30,7 %)
© Variaveis ativas @ Varidveis suplementares

Figura 11. Representagio dos grupos de varidveis na primeira e na terceira dimensdes geradas na AFM, com tempo de
envelhecimento e tipos de madeiras representados como variaveis suplementares.

Com finalidade de explorar outros parimetros fisico-quimicos, foram representados na Figura acima os
grupos de vatiaveis estudados em funcdo das dimensdes primeira e terceira (14 % da variancia total entre as
amostras). Neste novo plano gerado pela AFM, ¢ possivel observar que o pH passou a ser bem representado na
terceira dimensdo e estd bastante relacionado a esta. Ao observar as varidveis suplementares referentes ao tipo de
madeira e ao tempo de envelhecimento, é possivel observar que ambas ajudam a caracterizar a variancia descrita na

dimensio 3, associada principalmente a leitura do pH.
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Figura 12. Representagido das amostras de cervejas envelhecidas em diferentes madeiras na primeira e na terceira dimensoes

geradas pela AFM, com tempos de envelhecimento representados como vatidveis suplementares.

Ao explorar a dimensdo 3 gerada pela AFM, sob a representacdo das amostras de cervejas (Figura acima),

¢ possivel verificar a proximidade entre as madeiras brasileiras (Amburana e Cabredva) em relagdo as cervejas nao

envelhecida e a envelhecida em barris de Carvalho Americano. Durante o envelhecimento, o pH das cervejas diminui

em relacdo a cerveja base, de forma que as amostras de Carvalho Americano apresentaram comportamento diferente

das demais madeiras no inicio do envelhecimento quanto ao pardmetro pH, ¢ ao final do periodo de 6 meses no

interior do barril, passou aproximar-se das amostras das demais madeiras.

Sob o aspecto investigativo da correlacdo entre os parametros fisico-quimicos estudados, uma matriz de

correlagio de Pearson foi construida para entender a relagdo existente entre estes (Figura 13).
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Figura 13. Matriz de correlagio de Pearson realizada sobre os resultados obtidos a partir de leituras de quantificacdo dos
parametros cromatograficos e fisico-quimicos.

Em relacio ao tempo de envelhecimento, é possivel observar sua correlagido negativa com o teor alcodlico
(% vv1), o que é confirmado pela perda de volume de etanol durante os 6 meses de envelhecimento das amostras.
Também apresenta correlagdes positivas com o teor de compostos fendlicos totais e também com a coloragio
(valores de correlagdo proximos de 0,40) que indica o aumento do valor destes parametros ao longo do processo de
envelhecimento. A correlacio do tempo com a concentragdo de acetaldeido é positiva e apresenta valor maior que
0,70, fato observado em estudos de envelhecimento de diferentes bebidas alcodlicas e justificado pela atividade de
microrganismos, principalmente leveduras, responsaveis pela sintese deste aldeido (GARCIA-MAIQUEZ, 1988;
MARTINEZ; PEREZ; BENITEZ, 1997), e pela via oxidativa de transformacio do etanol. Esta cinética de
transformacao pode ser observada pela correlagdo negativa entre teor alcodlico e concentragio do acetaldeido
(Figura 13).

Foi observada a alta correlagdo entre os 4lcoois superiores (AS) n-propanol, isobutanol e alcool isoamilico
(maior que 0,80). Dentre os AS, podem-se destacar as correlagbes positivas, maiores que 0,40, entre o isobutanol e o
isoamilico versus as concentracoes de acetaldeido e acetato de etila.

A correlacdo entre os AS, principalmente isoamilico, e o teor de compostos fendlicos e a medida de

amargor é negativa e préxima de - 0,50. Isto pode ser justificado pela via de formagao de alcoois supetiores por
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leveduras selvagens e bactérias segundo via metabdlica de aminoacidos durante a fase de crescimento celular
(HAZELWOOD et al., 2008) ser influenciada pela presenca de alto teor de extrativos nas madeiras (MORI et al,,
2003). Os maiores niveis de dlcool isoamilico e, consecutivamente, soma de alcoois supetiores (Tabela 5), foram
observados para o tratamento Carvalho Americano, cujas concentra¢oes observadas de compostos fendlicos e
medida de amargor foram as mais baixas dentre os tratamentos.

O efeito de resinas e compostos fendlicos extraidos das madeiras sobre microrganismos é explicado por
reacbes entre estes compostos e proteinas receptoras na superficie da membrana celular (RUDMAN, 1962;
FIGUEREDO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014). O bloqueio destas proteinas receptoras pode inviabilizar
mecanismos celulares regulatérios, essenciais para o desenvolvimento e crescimento destes microrganismos
(RODRIGUES et al., 2014).

As correlagbes existentes entre o teor de compostos fendlicos totais e as medidas de coloragio, expressa
em EBC, (EBC, 2000) e amargor, expressa em EBU (EBC, 2004) sio positivas e da ordem de 0,70 e 0,53,
respectivamente. Esta correlagdo é explicada pela composi¢do fendlica das cervejas envelhecidas, dependente da
espécie de madeira empregada na fabricacdo do barril. A coloracdo adquirida durante o processo de envelhecimento,
principalmente no tratamento em barris de Cabreuva (Tabela 6), pode estar relacionada a complexos antocidnicos
formados por compostos fenolicos hidrossoluveis, como a flavanol-etil-antocianina (GARDNER; MCGUINNESS,
1977; CILLIERS; SINGLETON, 1990), que se originam durante a senescéncia vegetal de espécies arboreas a partir
da degradagio do amido constituinte da reserva energética de células parenquimaticas (LEAO, 2006). A presenca
deste tipo de complexo hidrossoluvel de coloracio pode estar relacionada tanto a espécie de madeira quanto as
técnicas de tanoaria brasileiras que ignoram o processo de maturagdo da madeira (seasoning, em inglés), que pode
eliminar e degradar compostos fendlicos de alto peso molecular (CILLIERS; SINGLETON, 1990).

A medida de amargor também estid correlacionada positivamente com a concentracio fendlica das
amostras, porém a correlacio entre as medidas de amargor e coloragdo sdo aproximadamente nulas (da ordem de
0,02, Figura 13). Este fato pode ser explicado pelo comportamento semelhante entre as observages das medidas de
amargor e compostos fendlicos, ou seja, ambas aumentam ao longo do periodo de envelhecimento, porém as classes
de compostos que conferem aumento na coloragio das cervejas ¢ no amargor sio distintas. Esta distingdo é
explicada pela metodologia de quantificacdo, que envolve solvente apolar no caso da analise de teor de amargor
(EBC, 2004), enquanto a analise de colora¢do envolve o uso direto da amostra.

A extracio por solvente apolar e leitura espectrofotométrica, que foram desenvolvidas para quantificacio
de substancias amargas do lapulo (EBC, 2004; ALDERTON et al., 1954), porém estes procedimentos analiticos ndo
possuem alta especificidade para compostos de amargor do lapulo (BUCKEE, 1985), o que gera um efeito residual
na leitura sob espectrofotdmetro ao somar outros compostos que contém estrutura hidrofébica e sdo, portanto,
também extraidos pelo solvente apolar empregado.

No caso do lapulo, a estrutura de cadeia lateral hidrofébica de «-icidos humulona e lupulona,
cohumulona e colupulona, e adhumulona e adlupulona é oriunda dos aminoacidos hidrofébicos leucina, valina e
isoleucina, respectivamente (KEUKELEIRE, 2000). J4 na resina da madeira, podem ser observados compostos
apolares como 4cidos graxos de cadeia longa, terpenos, acidos tresinosos, lignanas e fendlicos apolares (SIERRA-
ALVAREZ; LETTINGA, 1990). A correlagdo entre tempo de envelhecimento e quantificacgio da medida de
amargor nas amostras depende da espécie de madeira, de forma que barris de Amburana apresentam maior
contribuicdo para este pardmetro que as demais madeiras, e o Carvalho Americano apresenta os valores mais baixos

(Tabela 5).
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4.2.2. Andlise univariada dos compostos volateis

A partir de dados de médias de leituras obtidas sobre os diferentes aspectos fisico quimicos da
composi¢ao das cervejas envelhecidas nos diferentes barris, foi realizada a analise univariada (Tabelas 5 e 6) com

comparacio de médias e a seguir serdo apresentados graficos sobre estes parametros.
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Figura 14. Evoluc¢io da composicio volatil média (mg-T-1) da cerveja Batleywine envelhecida em barris de Amburana.
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Figura 16. Evoluc¢io da composicio volitil média (mg-T.-1) da cerveja Barleywine envelhecida em barris de Carvalho Americano.

4.2.2.1. Acetaldeido

As concentra¢bes de aldeido acético nas amostras de cervejas aumentaram durante o periodo de
envelhecimento (Tabela 5). Ao inicio, a cerveja Barleywine nio envelhecida continha 10,7 mg-L-!, teor préximo do
limiar de percepgdo entre 10 e 20 mg L' descrito por Meilgaard (1975). Até o 2° més de envelhecimento, os
diferentes tratamento apresentavam concentragbes proximas abaixo dos 20 mglLl. A partir do 3° més de
envelhecimento, foi possivel observar diferenciagdo da cerveja envelhecida em Carvalho Americano (Figura 16), que
atingiu o dobro da concentracido do limiar de percepgio, e alcancou a concentracdo maxima de 125 mg-L-! a0 4° més.

Em experimento realizado por Vanderhaegen et al. (2004a), o desenvolvimento da concentragido de
acetaldeido em cervejas maturadas em garrafas na presenca de ar atmosférico atingiu praticamente o dobro da
concentra¢io original apds 6 meses. A principal via de formacdo deste composto consiste na oxidacio do alcool
etilico (ANDERSEN; SKIBSTED, 1998, VANDERHAEGEN et al., 2006). O mesmo efeito sobre o aldeido acético
foi observado por também por Saison et al. (2010) em cervejas maturadas em garrafa, onde a concentracdo passou de
6 para 24 mg-L! durante o petiodo de 1 ano a 20 °C. O mesmo estudo mostrou a capacidade da levedura cetvejeira

de evitar a oxidago, de forma que o tratamento representado pela mesma cerveja armazenada em mesmas condi¢oes
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de tempo e temperatura, porém na presenca de células de S, cerevisiae desenvolveu concentragdo de acetaldeido

equivalente a 11 mg-L-1.

4.2.2.2. Acetato de Etila

A concentracio de acetato de etila nas cervejas dos diferentes tratamentos manteve-se muito proxima do
inicio do processo de envelhecimento até a observacdo no 5° més. Durante este perfodo, a concentragdo deste éster
manteve-se abaixo (entre 4,0 ¢ 10,5 mg-L-1) do limiar de percepcio equivalente a 21 mg-L-! (MOLL et al., 1994). Ja na
medigdo equivalente a um periodo de envelhecimento de 6 meses, os tratamentos Amburana e Cabreiva
apresentaram aumento significativo (Tabela 5). A média de maior valor foi observada para o tratamento Carvalho
Americano (Figura 16), na leitura ap6s 6 meses de envelhecimento, e atingiu 62,6 mg-L!, valor praticamente trés
vezes superior ao limiar de percepciao. Porém esta leitura apresentou alto valor de desvio padrio, o que representa a
diferenca de leitura observada entre as duas repeticdes de barris de Carvalho Americano. E possivel presumir pela
analise de comparagdo de médias (Tabela 5), que a partir do modelo de variancia empregado, a variagdo em apenas
um dos barris desta madeira ndo representa uma evoluc¢io atribuida aos fatores fixos, mas sim a aleatoriedade do
barril.

Este resultado refletiu diretamente no perfil sensorial da amostra de Carvalho Americano (Figura 26), na
qual foi apontado o aroma de “acetato de etila” na caracterizacio desta amostra segundo resultados pelas
metodologias de Mapeamento Projetivo (Napping) e UEP (Ultraflash profile).

Angeloni (2016) observou comportamento similar da concentragdo de acetato de etila em amostra de
cerveja envelhecida em barris de carvalho: até o terceiro més de envelhecimento, o nivel deste éster se manteve em
47 mgL-!) ja acima do limiar de percepcio (MOLL et al., 1994), porém a medida no quinto més a concentracio
atingiu 105 mg-L!. O autor atribuiu este aumento a agdo metabolica de leveduras selvagens do género Brettanomyces,
responsaveis pela formacdo de acido acético (AGUILAR USCANGA; DE LIA; STREHAIANO, 2003) que reage
com etanol para formagido do acetato de etila. Este fator pode explicar o comportamento da formagio deste éster no

tratamento Carvalho Americano deste projeto

4.2.2.3. Alcoois Superiores

As concentragoes de alcoois superiores nas amostras de cervejas ao longo do processo de envelhecimento
(Tabela 5) foram proximas de valores observados por Boulton e Quain (20006) para diferentes tipos de cervejas, entre
100 e 200 mgL!, o que indica conformidade com resultados normais e ndo relaciona necessariamente o
envelhecimento em barris de diferentes madeiras a0 aumento destes compostos volateis. Foi observado um aumento
da concentrac¢io de alcoois n-propanol, isobutanol e isoamilico ao longo do processo de envelhecimento, o que pode
estar associado aos resultados de analises de acompanhamento microbiolégico (Figura 6).

Segundo observages de Hazelwood et al. (2008), é possivel a relagdo entre concentragio de alcoois
superiores e crescimento celular, uma vez que estes compostos sio gerados pelo metabolismo de aminoacidos com
funcdo de regular o potencial redox da célula por meio da recuperagio do NADH a partir de NAD+ (QUAIN;
DUFFIELD, 1985), que é reaproveitado na via glicolitica (KRUGER, 1998). O élcool isoamilico, por exemplo, é

originado a partir do metabolismo da isoleucina.
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Em estudo sobre envelhecimento de cerveja em barris de carvalho, Angeloni (2016) reportou a relagdo
direta entre o aumento do teor de ésteres e alcoois superiores e o desenvolvimento de leveduras selvagens do género
Brettanomyces. Ao longo de um periodo de envelhecimento de 5 meses sob temperatura acima de 20 °C, o autor
quantificou soma de alcoois superiores passando de 165 mg-L-! inicialmente para 227 mg-L-1.

Neste projeto, a concentragiao de alcoois superiores passou de 132 na cerveja nao envelhecida e atingiu
médias de 103, 94 ¢ 130 mg'L'! respectivamente para os tratamentos Amburana, Cabretva e Carvalho Americano, o
que pode estar associado as condigdes de envelhecimento e tipo de cerveja mais resistentes a influéncia do
metabolismo de leveduras selvagens e microrganismos contaminantes. Incialmente, até o 1° més de envelhecimento,
foi observada a diminuicio da concentragdo de todos alcoois superiores (n-propanol, isobutanol e 4lcool isoamilico),
que condiz com resultados observados em vinho tinto envelhecido em bartis (ESPITIA-LOPEZ et al., 2018).

Hashimoto (1972) realizou estudos de transformacio de alcoois superiores em cervejas durante maturagao
em garrafa e constatou a via de formacio de aldeidos a partir da exposi¢do ao oxigénio. A transferéncia de elétrons
vindos de alcoois superiores ocorre direcionada a grupos de carbonilas reativas de melanoidinas
(VANDERHAEGEN et al.,, 2006), que sio compostos de Maillard vindos do processo de secagem do malte
(KUNZE, 2004).

A cerveja envelhecida em barril de Carvalho americano apresentou maior média na concentragio de
alcool isoamilico, e consecutivamente ao teor de alcoois supetiores (Tabela 5), uma vez que o isoamilico corresponde
entre 50 e 70 % de todos os alcoois superiores da cerveja (MEILGAARD, 1975) em relacdo as cervejas envelhecidas
nas demais madeiras. A contagem de UFCs também foi maior no tratamento Carvalho Americano aos 3 meses de
envelhecimento, fato associado aos valores de alcool superior e que sio provavelmente justificados pelo tipo de
madeira empregada na fabricagdo do barril. Foi verificada junto ao fornecedor dos toneis que a construcdo do barril
de Carvalho Americano emprega madeira que constituiu outros batris anteriormente, ou seja, siao barris
remanufaturados.

Por ter sido empregado no envelhecimento de diferentes bebidas anteriormente, sem haver rastreamento
exato dos processos anteriores, ¢ possivel que este recipiente contenha uma carga microbiolégica maior. Além disso,
a sobrevivéncia de leveduras selvagens, mais especificamente do género Brettanomyces, contaminante bastante comum
em cervejarias (WHITE, 2010), podem sobrevier em barris vazios por serem capazes de degradar a celulose em
agucares do tipo celobiose (SHIMWEL, 1947; RAMIAH, 1970), o que garante a manutengdo de populagdes por
disponibilidade de substrato. Essa populacdo de leveduras pode ter contribuido para o aumento do teor de dlcoois
superiores ao longo do periodo de envelhecimento, logo apés o decréscimo inicial gerado provavelmente pelo

ambiente oxidativo.

4.2.2.4. Acido Acético

A evolugio da concentragao de acido acético, correspondente a acidez volatil, ocorreu de forma similar
para todos os tratamentos investigados (Figuras 14 a 16). Inicialmente a Barleywine apresentava teor de 4cido acético
equivalente a 126 mg'L."!, valor que se adequa em constatacoes de Meilgaard (1975), Saison et al. (2008) e Saison et al.
(2009) que apontam pata teores normais em diferentes estilos de cervejas comerciais entre 30 e 300 mg'L!, ¢ acima
do limiar de percep¢io de 120 mg-L-! (MEILGAARD, 1975).

Ao 3° més de envelhecimento, as médias dos tratamentos de Amburana, Cabredva e Carvalho Americano

apresentaram aumento, sendo o dltimo com maior valor médio de concentragao de acido acético equivalente a 189
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mg L1 (Tabela 5). Em seguida, as concentracbes médias deste acido nos tratamentos Cabreuva e Carvalho
Americano apresentaram ligeira diminuicao, enquanto o tratamento Amburana atingiu seu maior valor médio (192
mg-L-1) durante o periodo de envelhecimento aos 6 meses.

Sob a acidez volatil, Angeloni (2016) constatou um aumento na concentra¢io de acido acético passando
de 64 para 290 mg- L' ao final do periodo de envelhecimento de 5 meses em barris de carvalho novos. O autor
associou este comportamento a presenca de leveduras selvagens do género Brettanomyces e a intrinsidade de formacio

do acido acético em decorréncia de seu metabolismo (DAENEN, 2008).

4.2.3. Andlise univariada dos parametros fisico-quimicos

4.2.3.1. Fenolicos

A evolucio observada na concentracio de compostos fendlicos totais apresentou comportamento
diferente das madeiras brasileiras em relagdo ao Carvalho Americano (Tabela 6 e Figura 17). O teor de fendlicos
totais passou de 656 mg de acido galico'L'! no tratamento anterior ao envelhecimento em barris, e atingiu médias de
841, 910 e 660 mg de 4cido galico'L!, que representam incrementos de 22, 28 e 1%, para os tratamentos Amburana,
Cabreuva e Carvalho Americano, respectivamente. Angeloni (2016) observou em cerveja envelhecida durante 5
meses em barris de carvalho a evolugio da concentracio de fendlicos apresentou incremento relativo da ordem de 20
% sob condigdo de envelhecimento em temperatura acima de 20 °C. A extra¢do de compostos fendlicos estd
relacionada tanto ao tempo de contato com a madeira quanto a composicio quimica da espécie utilizada em tanoaria
(CILLIERS; SINGLETON, 1990). As concentracdes de fendlicos totais dos tratamentos envelhecidos foram
superiores as amostras de diferentes estilos de cervejas analisadas por Moura-Nunes et al. (2016), cuja faixa de

concentragdo foi entre 164 e 572 mg de 4cido galicoL-.
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Figura 17. Evolu¢ao da concentracio de compostos fendlicos totais (em mg de acido galico'!) na cerveja Barleywine
envelhecida em barris de diferentes madeiras.

Ao mesmo tempo que ocorre a solubilizacio de compostos fendlicos durante o contato com cerveja ou
qualquer outra matriz alcodlica, rea¢oes de polimerizagio destes compostos pode causar o incremento de medidas de
coloragio de bebidas envelhecidas (GARDNER; MCGUINNESS, 1977; CILLIERS; SINGLETON, 1990). As
reacOes de polimerizagdo sio influenciadas também pela oxigenacido da bebida, processo que ocorre naturalmente
pelo aporte de oxigénio de suas formas reativas através dos poros da madeira e contribui para formagio de
compostos antocidnicos polimerizados de coloragio (SANCHEZ-IGLESIAS et al., 2009). Foi possivel observar a
contribuicdo do processo de envelhecimento no aumento de medida de coloragio (EBC, 2000) das cervejas

envelhecidas.

4.2.3.2. Amargor

Durante a maturagio ¢ o envelhecimento da cerveja, o comportamento natural da medida de amargor das
cervejas ¢ diminuir, uma vez que ocotre a degradacio das moléculas de amargor vindas do lupulo e isomerizadas
durante a fervura, os iso-a-acidos (VANDERHAEGEN, 2006). A principal via de degradacio dos iso-a-acidos
cotresponde a oxidagdo destes, e esta reagdo gera precursores de compostos indesejados em cervejas, ou gff-flavours

(HASHIMOTO; SHIMAZU; ESHIMA, 1979), bem como a diminui¢io em concentragio dos principais compostos
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que conferem amargor a bebida, o que justifica a importancia do conhecimento destas vias para o processo
maturacao em garrafa e estabilidade da bebida (BAMFORTH; LENTINI, 2011) ao longo do tempo.

A analise espectrofotométrica de amargor foi desenvolvida para quantificar os compostos apolares
presentes na cerveja (EBC, 2004), o que torna esta metodologia favoravel a quantificacio de compostos de amargor
em cervejas pouco complexas. Para analise de cervejas que tiveram contato com madeira, a quantificagdo da medida
de amargor, expressa em EBU pode, pode softrer interferéncia direta dos compostos da madeira, principalmente
resinas.

Resinas correspondem a uma mistura de compostos da madeira que sdo extraidos por meio de solventes
apolares, e s@o majoritariamente compostas por acidos graxos de cadeia longa (acidos laurico, oleico, ciprico e
mitfstico), terpenos (pineno, limoneno, terpineol), acidos resinosos (icido abiético e dehidroabiético), lignanas e
fendis apolares (isoeugenol, eugenol, estilbenos) (SIERRA-ALVAREZ; LETTINGA, 1990). O teor de resina
contido na madeira depende da espécie e varia de 3 a 5 % da massa seca da madeira, porém pode corresponder a
propor¢oes bem maiores ao tratar de espécies tropicais e subtropicais (FENGEL; WEGENER, 1984).

Neste projeto, a evolugdao do amargor da cerveja do tipo Barleywine mostrou-se bastante distinta entre os
tratamentos de diferentes madeiras durante o envelhecimento em barris. A cerveja inicialmente com 33,5 EBUs
mostrou diminuicio na média da medida de amargor durante o envelhecimento em batril Carvalho Americano e
atingiu 21,4 EBUs ao final dos 6 meses de envelhecimento (Tabela 6). O comportamento observado foi semelhante
ao relatado por Angeloni (2016) durante o envelhecimento de cerveja em barris de carvalho durante 5 meses, onde a
medida de amargor diminui de 16 e atingiu 12 EBU.

Este resultado pode estar relacionado a degradacéo oxidativa dos compostos de amargor (HASHIMOTO;
SHIMAZU; ESHIMA, 1979) em barris de madeiras remanufaturados vindos do mesmo fornecedor dos barris deste
projeto, que ja ndo apresentam resquicios de resinas extrativos apolares da madeira que foram outrora solubilizadas
por uma bebida alcodlica (SIERRA-ALVAREZ; LETTINGA, 1990) em uso anterior. Ao empregar cubos de
carvalho novos com tosta alta na maturagdo de cervejas, Wyler et al. (2015) constatou o aumento do amargor das
amostras em relagio ao controle (cerveja sem cubos) durante o primeiro més do processo. Neste caso é possivel
atribuir este aumento aos extrativos solubilizados em um primeiro instante no processo de maturagio.

As madeiras brasileiras estudadas neste projeto, Amburana e Cabretuva, apresentaram evolugdo distinta,
em relagdo ao Carvalho Americano, quanto a medida de Amargor (EBU) (Figura 18). A Cabretiva mostrou valores
proximos ao longo de todo o perfodo de envelhecimento, porém acima de 39 EBUs (valor superior a medida inicial)
e atingiu 44 EBUs ao final de 6 meses de envelhecimento. E possivel observar que durante o primeiro més o
amargor passou de 33 e atingiu 40 EBUs, o que representa o maior aumento na séric de medi¢oes para este

tratamento.
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Figura 18. Evolucao da concentra¢io de amargor (EBU) na cerveja Batleywine envelhecida em bartis de diferentes madeiras.

A cerveja envelhecida em barris de Amburana apresentou as maiores médias de medidas de amargor
durante todo o petiodo de envelhecimento (Figura 18). Logo apds o 1° més de envelhecimento, o amargor atingiu 63
EBUs, e ao final do processo aos 6 meses, 81 EBUs. Apesar desta medida de amargor indicar uma amostra com
gosto amargo pronunciado, este atributo nio foi associado a amostra Amburana durante a andlise sensorial (Figura
24). Neste caso, 0 gosto amargo estava mais proximo na descrigio da amostra ndo envelhecida.

Ledo (2000) realizou estudo de quantificagdo comparativo de extrativos totais e lignina insolivel de
Amburana (Amburana cearensis) e Carvalho (Quercus sp.), e observou que a Amburana apresentava quantidade duas
vezes maior de extrativos totais em relacio ao Carvalho, e teor de lignina insolivel superior em Amburana em
relacdo a outra espécie de madeira. A lignina insolivel pode estar relacionada a maior leitura de compostos apolares
presentes na cerveja envelhecida em barris de Amburana.

A composi¢io majoritaria do extrato alcodlico de Amburana, identificada por Leao (2006), consiste em
acidos graxos (nio identificados), acido 2-etil-hexanoico e cumarina (1,2-benzopirano), sendo este ultimo composto
responsavel por propriedades aromaticas (OSORIO; MARTINS, 2004). A relacio observada neste projeto sobre o
aumento da medida de amargor na cerveja envelhecida em Amburana pode estar relacionada também a solubilizagio,
a0 longo do tempo, destes acidos graxos apolares, com comportamento incialmente de extra¢do rapida e, em seguida

mais lenta, a partir do 1° més (curva de saturagao).
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4.2.3.3. Coloragao

A medida de intensidade de colora¢io das cervejas (EBC, 2000) apresentou correlagio alta (0,70) com o
teor de compostos fenolicos totais (Figura 13). A coloracio inicial proxima de 60 EBC evoluiu de forma distinta para
os diferentes tratamentos (Figura 19). No periodo de 1 més, a média das medidas de coloragdo das cervejas de todos
os tratamentos decaifram, e seguida, no restante do periodo de envelhecimento, é possivel destacar os maiores valores

de média de coloragio (EBC) para a cerveja envelhecida em barris de Cabreuva (Tabela 6).
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Figura 19. Evolucio da intensidade de coloragio (EBC) na cetveja Barleywine envelhecida em barris de diferentes madeiras.

Ao final dos 6 meses de envelhecimento, a cerveja que permaneceu em barris de Cabredva apresentou
média de coloragido medida 73 EBC, acima da coloracio inicial de 60 EBC. Ja as cervejas envelhecidas em Amburana
e Carvalho Americano obtiveram coloragdo muito préxima aquela da cerveja Barleywine anterior ao envelhecimento
(Tabela 6). Angeloni (2016) verificou aumento da coloragdo de cerveja envelhecida em barris de carvalho por 5
meses, ¢ passou de 28,7 para 34,1 EBC.

Apesar de as cervejas envelhecidas em madeiras nacionais apresentarem concentragiao de fendlicos totais
elevadas e proximas entre si (Figura 13) e haver alta cotrelagio (0,70) entre teor de compostos fendlicos totais e

coloragio (Figura 12), ¢ possivel explicar este fendmeno segundo a composi¢io fenodlica das diferentes madeiras. A
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Amburana apresenta alto teor de extrativos constituido principalmente por 4cidos graxos e cumarinas (LEAO, 2006),
enquanto a Cabreuva apresenta maior concentracio de flavonoides e antraderivados (SAKITA; VALILO, 1990).

Os flavonoides da Cabretva podem formar complexos antocidnicos hidrossoluveis naturalmente no
vegetal (GARDNER; MCGUINNESS, 1977; CILLIERS; SINGLETON, 1990), ou serem complexados via
formacao de pontes de etila na presenca de acetaldeido (DELCOUR et al., 1982; SAUCIER et al., 1997). Compostos
antraderivados, ou antraquinonas, sio compostos heterociclos naturais de espécies vegetais, amplamente empregados
na industria de corantes e pigmentos (HARRIS, 1999) com coloragdo conferida variando de alaranjado até azul
(WARING, 1984).

Ao ser testada a correlagdo entre a coloragdo e o teor de acetaldefdo da cerveja envelhecida em barris de
Cabreuva, foi possivel verificar valor alto positivo de 0,88 (Figura 20), o que pode ser um indicio da via de formacio
de compostos antocianicos via polimerizacao de polifenois solubilizados pela matriz cerveja e formacao de pontes de
etila em condi¢do de presenca de aldeido acético, fato condizente com resultados de Sakita e Valilo (1990), Delcour

et al. (1982) e Saucier et al. (1997).
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Figura 20. Matriz de correlagio de Pearson realizada sobre os resultados obtidos a partir de leituras de quantificacio dos
parametros cromatogtaficos e fisico-quimicos do tratamento Cabretva (Myrocarpus frondosus).
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4.2.3.4. pH

Durante o processo de fermentacio da cerveja, ocorrem transformag¢des como formacio de compostos
carbonilicos, alcoois superiores, ésteres, compostos sulfurosos e acidos orginicos, alteragdo do potencial redox da
cerveja, precipitacdo de substincias de amargor, diminui¢do da intensidade de coloracio e diminui¢do do pH
(KUNZE, 2004). Todas estas transformages sio devidas ao metabolismo das leveduras.

Kunze (2004) pontua que o pH do mosto, antes de ser inoculado com Saccharomyces cerevisiae pode variar
entre 5,3 e 5,6, ¢ na cerveja pronta entre 4,3 ¢ 4,6. Esta diminui¢do do pH ¢ ocasionada pela formagido de acidos
organicos, o uso de fos de fosfato pela levedura (diminuicio do efeito tampio) e a captura de fons de potdssio e
liberacdo de hidrogénio na cerveja. O aumento do pH durante ou apés a fermentacio é um indicativo de ocorréncia
de autdlise celular (KUNZE, 2004), o que pode originar diversos aromas indesejados na bebida (PICKERELL et al.,
1991, DHARMADHIKARI, 1995; STAFFORD, 2003).

A medi¢ao do pH da cerveja nido envelhecida foi de 5,18 e atributos sensoriais descritores de aromas
indesejados foram identificados pelo painel de provadores (Figura 23). Ao longo do periodo de envelhecimento, foi
observada diminui¢ao do pH durante 2 meses, e em seguida manteve-se praticamente estavel até o final do perfodo
de 6 meses (Figura 21) para os tratamentos das trés madeiras investigadas. Ao final do processo de envelhecimento,

o pH das amostras permaneceu em uma faixa entre 4,7 e 4,8 (Tabela 6).

520 r

500 r

4,80

T

4,60

4,40

4,20 -

e e e e e e e e e e e T e e T e e T T e e e

4,00
Amburana Cabreuva Carvalho Americano

[ Cerveja ndo envelhecida Mésl [MMés2 ®BIMés3 EIMésd4 [IMés5 EMés6

Figura 21. Evolucio das medidas de pH na cerveja Barleywine envelhecida em barris de diferentes madeiras.
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O comportamento de decréscimo do pH pode estar relacionado principalmente a atividade
microbiolégica e formacdo de 4acidos organicos excretados pelos microrganismos na cerveja durante o
envelhecimento em diferentes barris (IKUNZE, 2004), mas também pela extracdo de compostos acidos da madeira,
como acidos fendlicos (SIERRA-ALVAREZ; LETTINGA, 1990) e pela oxidagao de alcoois e aldeidos e formacio
de acidos (RAMIREZ-RAMIREZ, 2002).

Angeloni (2016) constatou decréscimo de pH em cerveja envelhecida em batris de carvalho, inicialmente
na ordem de 4,9 e atingiu 4,2 ao final do periodo de envelhecimento de 5 meses de uma cerveja que propiciou o
desenvolimento de leveduras selvagens, bactérias laticas e acéticas. De acordo com estudos de Wyler et al. (2015), o
valor de pH em cerveja envelhecida em barris de carvalho permaneceu na faixa de 4,6 durante o petiodo de 3 meses,
e estes valores nio diferirtam estatisticamente de tratamentos que empregaram matura¢do com lascas de madeira de

carvalho.

4.3. Resultados Sensorial

Ap6s a Analise Fatorial Multipla (AFM) realizada sobre os dados do Napping, foi observado que a
aproximadamente 80 % da varidncia total entre as amostras foi explicada pelas duas primeiras dimensoes fatoriais.
Em resultado a tarefa de distribuicio espacial das amostras pelo painel de provadores, foi observada a capacidade de
distingdo completa entre todas as amostras estudadas, uma vez que as regides das elipses de confianga geradas por
método de bootstrap empregando painel virtual composto por 500 provadores e nivel de confianca de 95 % (LE;

HOUSSON, 2008) encontram-se sem sobreposi¢io (Figura 22).
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Figura 22. Representacio das cervejas Barleywine nao envelhecida (BW_0), e envelhecidas em barris de Amburana, Cabreuva e
Carvalho Americano (CarvalhoAm) e de suas elipses de confianga (95 %) nas duas primeiras dimensdes geradas pela AFM
sobre os resultados de Napping.

Na anilise do primeiro plano multidimensional, formado pelas duas primeiras dimensées, foi possivel
observar pelo confronto entre o grafico de varidveis suplementares correspondentes aos atributos sensoriais
definidos pelo painel de avaliadores durante a andlise Ultraflash profile (UFP). Os atributos melhores representados no
eixo horizontal, com valor de cos? maior que 0,55, acima do valor de 0,50 considerado geralmente para uma boa
representacio (FERNANDO, 2014) estdo representados na (Figura 23). Na projecio dos individuos na primeira
dimensdo, que explica 44,2 % da varidncia total entre os tratamentos, foi observada a diferenciacio entre o
tratamento da cerveja Barleywine ndo envelhecida (BW_0) em relacdo as cervejas envelhecidas em barris de

diferentes madeiras durante 6 meses.
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Figura 23. Atributos que apresentaram melhor representacio (cos? > 0,55) na terceira dimensdo da AFM realizada sobre os
resultados do Napping, levantados para descrigio das cervejas durante andlise Ultraflash profile realizada.

Os atributos relacionados a cerveja ndo envelhecida incluem descritores das caracteristicas originais da
cerveja como aromas adocicado, de mel, de café e maltado, sabores adocicado, sabores e aromas de defeitos da
cerveja (DMS, papeldo, sulfuroso, acetaldeido), provavelmente desenvolvidos durante o armazenamento da cerveja
que continha células em suspensio (DE MORA et al., 1986; LANDAUD,; HELINCK; BONNARME, 2008;
VANDERHAEGEN et al.,, 2006), o que mostra um perfil mais relacionado as matérias primas e prevaléncia de gff*
flavours de armazenamento.

A identificagao dos aromas e sabores indesejados pode estar diretamente relacionada ao pH. Uma cerveja
pronta deve apresentar pH em torno de 4,3 a 4,6. Valores acima desta faixa, como é o caso da medi¢ao da cerveja
nio envelhecida de 5,2, podem ser indicativo do acontecimento de autdlise celular (KUNZE, 2004), que ¢ o
fenomeno de rompimento da membrana e exposicio do material intracelular na cerveja finalizada, que acarreta
aromas sulfuroso, rancoso pela presenca de acidos graxos e ésteres de cadeia longa (PICKERELL et al., 1991,
DHARMADHIKARI, 1995; STAFFORD, 2003).

Os atributos relacionados as cervejas que passaram pelo processo de envelhecimento em barris de

madeiras estdo relacionados descritores de aromas floral, de alecrim, de especiarias, de canela, de caramelo, de
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baunilha, sabores de especiarias e baunilha, e sensacdo picante. Estas caracteristicas podem estar relacionadas a
compostos oriundos da madeira, como no caso de descritores de especiarias e canela serem os atributos de aroma
conferidos pela composicdo de fendlicos, como os aldeidos cinamicos, acidos cinamico, hidréxicinamico e eugenol
(LEAO, 2006; POISSON; SCHIBERLE, 2008; SILVA et al., 2012; STERCKX et al, 2012). Os desctitores
empregados na caracterizagao das cervejas envelhecidas em barris de madeira coincidem com termos empregados
por Dawson (2014) na roda de aromas de cervejas envelhecidas em garrafa na descrigdo de diferentes estilos de
cerveja que passaram pelo processo de envelhecimento em madeira: “caramelo”, “baunilha”, “canela” e “coco”.

Os atributos relacionados a aroma e sabor de baunilha podem estar relacionados a concentracio do
composto vanilina, oriundo da degradagio da lignina pelo bloco guaiacil (PUECH, 1981; DIAS; MAIA; NELSON,
1998; AYLOTT; MACKENZIE, 2010). A vanilina pode ser encontrada em diferentes espécies de madeiras,
incluindo Amburana e Cabretva, segundo estudo de Bortoletto e Alcarde (2013) que avaliou a contribuicdo de
diferentes espécies de madeiras para composi¢do quanto a marcadores de envelhecimento em cachacas envelhecidas.
A concentragao de vanilina oriunda dos barris de Amburana e Cabreuva em relacdo ao Carvalho, correspondem a 39
% e 47 %, respectivamente (BORTOLETTO; ALCARDE, 2013).

Pela proximidade da proje¢io das amostras de cervejas envelhecidas em diferentes madeiras sobre o a
primeira dimensio ¢é possivel observar que o principal critério de diferenciacio empregado pelo painel de avaliadores
corresponde ao processo de envelhecimento, refletido no distanciamento em relagdo as caracterfsticas originais da
cerveja Batleywine.

Ainda no primeiro plano dimensional gerado, em relacio a projecio das amostras sobre a segunda
dimensdo (que contém 35,2 % da variancia total entre as amostras) foi observada a distin¢do entre a cerveja
envelhecida em barris de amburana em relagdo as demais amostras (Figura 22). Quando projetadas sobre o eixo
vertical, a amostra relativa a cerveja ndo envelhecida se encontra préxima a origem do plano gerado, enquanto que as
amostras envelhecidas em barris de Carvalho Americano e Cabretva apresentam coordenadas negativas e a amostra
de Amburana, por sua vez, apresentou coordenadas positivas e maior distanciamento em rela¢do as demais.

Para compreensdo da diferenciacdo representada pela segunda dimensdo multivariada, foram destacados
os atributos com melhor representacio no eixo vertical, com valor de cos? maior que 0,55, para caracterizagdo das
amostras. A amostra representada por Amburana pode ser caracterizada pelos atributos suplementares de aromas
amadeirado, torrado, de papeldo, alcaguz, banana, tabaco e amadeirado, gosto salgado, sabor fendlico e de canela e
retrogosto amadeirado (Figura 24). Alguns atributos como gosto salgado, sabor fendlico e retrogosto amadeirado
atribufdos principalmente a amostra de Amburana podem estar relacionados a composicdo da madeira. Que
apresenta maior teor de minerais e extrativos quando comparado a outras espécies (Tabela 1). As demais amostras
sdo caracterizadas pela colora¢io préxima (dmbar profundo e castanho claro), aroma de cumaru, gostos acido e

amargo, sabores de mel e caramelo, sensagdo de frescor e corpo baixo e retro gosto picante.
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Figura 24. Atributos que apresentaram melhor representagio (cos? > 0,55) na terceira dimensio da AFM realizada sobre os
resultados do Napping, levantados para descricdo das cervejas durante andlise Ultraflash profile realizada.

A principal distingdo descrita pelo eixo que representa a dimensio 2 estid provavelmente relacionada as
caracteristicas aportadas pela amburana, como o aroma amadeirado provavelmente mais acentuado, sabor fendlico e
retro gosto acido e amadeirado mais proeminentes, frente as sensages de caracteristicas mais brandas nas demais
amostras, como descrito pela sensa¢io de corpo baixo e caracteristicas mais similares as da cerveja ndo envelhecida,
descritas pelos atributos de sabores de mel e caramelo. Tais caracteristicas menos brandas da Amburana podem ser
descritas pela composi¢io fendlica e andlise de amargor, com medi¢do de compostos apolares da resina, que foi
superior em concentragio nas cervejas ao longo do processo de envelhecimento (Tabela 6).

A madeira da Amburana pode apresentar concentracGes superiores de 4acidos graxos, como o 1-
dodecanol, 4cido 2-etil-hexanoico e dihidrocumarina (LEAO, 2006) em relacio as demais madeiras investigadas neste
estudo. As cumarinas sio compostos de importantes propriedades de aromas (OSORIO; MARTINS, 2004). Dentre
os descritores aromaticos desta classe de compostos encontram-se o herbaceo adocicado (YANG et al., 2009), que
pode remeter a baunilha e feno (MAXWELL, 2017) e aroma vegetal (STEWART, 2005). Estes descritores

apresentam conformidade com o léxico formado pelos atributos apresentados ao painel de avaliadores durante o
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treinamento para analise sensorial e posteriormente identificados na andlise UFP para a amostra Amburana, e
representados nas duas primeiras dimensoes geradas pela AFM (Figuras 15 e 16).

Em vista a uma melhor interpretacdo das diferencas entre as cervejas envelhecidas em barris de Carvalho
Americano e Cabreuva, foi gerado um segundo plano de representagdo multidimensional que engloba a segunda
dimensdo, ja analisada, e a terceira dimensio que contém 20,6 % da variancia total entre as amostras (Figura 25). A

soma da variancia das 3 dimensoes representadas corresponde a 100 % da varidncia total (Tabela 7).
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Figura 25. Representacio das cervejas Barleywine ndo envelhecida (BW_0), e envelhecidas em barris de Amburana, Cabreava e
Carvalho Americano (CarvalhoAm) e de suas elipses de confianca (95 %) nas dimensSes segunda e terceira geradas pela
AFM sobre os resultados de Napping.

Tabela 7. Autovalores, varidncia (%) e vatidncia acumulada (%) das trés dimensoes geradas pela AFM para representagio dos

resultados de Napping.
Varidncia
Dimensio Autovalor  Varidncia (%)
acumulada %
1 6,840245 44,173 44,142
2 5,457653 35,244 79,416

3 3,137349 20,583 100,000
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Em relagio a projegdao das amostras sobre o eixo representado pela terceira dimensio (Figura 25), foi
possivel verificar a distingdao entre a cerveja envelhecida em barris de Carvalho Americano e as demais amostras. Os
atributos representados na Figura 12 correspondem aqueles correspondentes a varidveis suplementares observadas
na tabela de contingéncia, gerada pela andlise de UFP, melhores representados no eixo indicado, com valor de cos?
maior que 0,55. Foi possivel notar a descricio da cerveja envelhecida em carvalho americano determinada por
atributos como aromas terroso, alcodlico, de pimenta, de frutas secas e de acetato de etila, e retro gosto adocicado.
Os aromas de frutas secas sdo identificados em uma ampla variedade de cervejas envelhecidas também em garrafas, e
estdo provavelmente relacionados ao desenvolvimento da composicio de ésteres da bebida e podem estar

relacionados especificamente a descritores como “uva passa”, “figo” e “ameixa” (DAWSON, 2014).
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Figura 26. Atributos que apresentaram melhor representagio (cos? > 0,55) na terceira dimensio da AFM realizada sobre os
resultados do Napping, levantados para descricdo das cervejas durante analise Ultraflash profile realizada.

A percep¢io do aroma de acetato de etila esta diretamente relacionado com a composi¢do quimica
(Tabela 5) da amostra de Carvalho Americano ao final do perfodo de envelhecimento, quando a amostra apresentou

teores de 63 mg-L! em relacio a valores em torno de 11 mg-L-! nos tratamentos Amburana e Cabreuva. Ja a cerveja
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envelhecida em barris de Cabreuva apresentou como descritores mais bem representados na terceira dimensdo os
aromas de chocolate e sabor de noz moscada, e pela oposicdo ao atributo de retro gosto adocicado, provavelmente a
percepeio final relativa ao sabor residual pode estar relacionada a atributos menos agradaveis (RIERA et al., 2007,
REED; KNAAPILA, 2010).

Os atributos empregados pelos avaliadores na descricdo das cervejas envelhecidas em barris de diferentes
madeiras apresentaram coincidéncia com atributos selecionados para descrever cerveja do tipo Red Flanders
investigada por Angeloni (2016). Descritores como frutado, amadeirado, especiarias, fruta passa, caramelo, terroso e
floral levantados pelo painel avaliador deste projeto foram condizentes com os atributos selecionados para serem
quantificados pelos provadores na pesquisa de Angelonil (2016), o que mostra conformidade na caracterizagao de

amostras de cervejas envelhecidas em barris de madeiras.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Estipular um periodo de tempo minimo como estabelecido para algumas bebidas destiladas, para
envelhecimento de cerveja em barris de madeira, nio deve ser levado em pratica. Como observado nesta pesquisa,
diferentes espécies de madeiras apresentam diferentes cinéticas de extracdo e alteragbes unicas da composicio da
cerveja no intetior do barril. Ndo ha uma resposta unica sobre a determinacdo do ponto final do periodo de
envelhecimento da cerveja. Atualmente para o controle deste processo em cervejarias, a melhor metodologia de
monitoramento consiste no acompanhamento da evolu¢io das caracteristicas sensoriais da bebida. Analises fisico-
quimicas e cromatograficas podem auxiliat na tomada de decisio sobre as etapas durante o processo de
envelhecimento.

O comportamento da evolu¢io de alguns fatores se aproximam de um fenémeno de maior dependéncia
da forma de condu¢io do processo de envelhecimento: diminuicio do teor alcodlico, extracio de compostos
fendlicos, concentracdo de acetaldeido, teor de dlcoois superiores e de acidez volatil; maior dependéncia das
condi¢oes de uso do barril: crescimento de UFCs, diminui¢io do pH, concentragio de acetato de etila e quantidade
de compostos fendlicos extraiveis; e maior dependéncia da espécie de madeira utilizada: intensidade de coloracio,
medida de amargor (ou compostos resinosos) e caractetisticas sensoriais.

O bom desenvolvimento do processo de envelhecimento e a qualidade final da cerveja dependem da
escolha do estilo de cerveja (caracteristicas fisico-quimicas), da espécie de madeira empregada na fabricagiao do barril,
nas condi¢oes da madeira empregada na confecgiao do batril (condicdo nova ou remanufatura), do pré tratamento
empregado no barril e do controle das condigbes e do ambiente de envelhecimento da bebida. A partir do
estabelecimento claro destes fatores ¢ do objetivo final para a cerveja, ¢ possivel aproximar a pratica do
envelhecimento de cerveja em um processo controlado e evitar imprevistos durante a produgdo de novos produtos
de alto valor agregado.

As madeiras nacionais avaliadas, Amburana e Cabredva, apresentam grande potencial para aplica¢do no
envelhecimento de cerveja em barris de madeira. Os atributos sensoriais propiciados por estas espécies podem ter
interessante papel na formulacdo de novos produtos e conferir tipicidade a cervejas brasileiras. Da mesma forma que
uso de frutos e especiarias nativos do Brasil, o emprego de barris de madeiras nacionais pode auxiliar na
caracteriza¢io de uma escola cetvejeira brasileira, por aproveitar de matérias primas e processos que podem conferir

caracteristicas unicas a bebida.
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APENDICE A. Fotografia obtida através do orificio de preenchimento do barril (batoque) evidenciando a

superficie da cerveja sob envelhecimento em duplicatas de barris de diferentes madeiras.

3° més 4° meés 5° més 6° més

Amb 1

Amb 2

Cabr 1

Cabr 2

Carv

Am 1

Carv

Am 2
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APENDICE B. Lista de atributos e estimulos apresentados durante treinamento dos avaliadores para analise
sensorial de cervejas envelhecidas em barris de diferente madeiras.
Grupo de
Atributo Caracterfstica Composto Estimulo olfativo Referéncia
aroma
Chocolate ao leite, 5g de chocolate ao leite
Chocolate 2-acetilfurano f
cacau picado
Esséncia de baunilha,
Baunilha Vanilina 1 fava de baunilha -
fava de baunilha
Mel Mel, favo de mel Etil-fenil-acetato 5 ml. de mel silvestre a,b
Adocicados 3-Etil-2,5-
Caramelo Caramelo 5 mL caramelo a,c
dimetilpirazina
2-Etil-3,5(6)- 5¢ de grao de café
Café Café © gees f
dimetilpirazina inteiros
Tabaco, fumo de
Tabaco 5g de fumo de corda -
corda
Medicinal Band-aid 4-vinil guaiacol 3 curativos band-aid a, b, c
Aroma fendlico,
Fenolico etil-fenol Capsula FlavorActiV b
couro
Couro, fendlico, sela
Couro Tira de couro de 12cm -
de cavalo
Fendlicos Amendoado,
Ameéndoa Benzaldeido 4 améndoas salgadas a,b,c
marzipan
Baunilha, amburana,
Cumaru 2 semestes de cumatu -
adocicado
Madeira, madeira 3 g de cubos de 1cm3
Amadeirado a-ionona e
verde de castanheira
Sulfuroso, ovo .
Sulfuroso Acido sulfidrico Capsula FlavorActiV a, b
estragado
Manteiga Amanteigado Butanediona 1 g de manteiga c
. 2 g de lapulo velho (3
Isovalérico  Lupulo velho, queijo  Acido isovalérico b
anos)
) Solucio 4cido acético
Acido i i
Acido, avinagrado Acido acético glacial (Dinamica) 1000 a,b
acético
Defeitos ppm
(off-falvors) 5 pedagos molhados de
L Papelio Papelio velho Trans-2-nonenal P a,b,c, f
papelao de 6,25 cm?
Copo de plastico
Plastico Estireno Capsula FlavorActiV b
descartavel
30 mL de Etanol P.A.
Alcodlico Vodka, etanol Etanol C
(LSChemicals)
(continnagdo...) DMS Milho verde enlatado ~ Dimetilsulfeto 50 mL de 4gua de milho  a, b, c
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verde enlatado

5 g mistura de malte

Matérias Maltado Cevada, malte, grios Maltol f
Pilsen e malte Special B
primas
Lapulo Lapulo 2 g Iupulo Target fresco -
Frutas Cereja em calda,
10 g de cereja em calda -
vermelhas cereja fresca
Ameixa, uva passa, 3 ameixas, 2 uvas
Frutas secas a,b,c
fruta-passa passas, 2 figos
Aromas de solucio acetaldeido
Acetaldeido  Solvente, maca verde Acetaldeido -
fermentacio (Sigma) 20 ppm
Aroma de 5g de fermento US-05
Fermento -
fermentaca, fermento (Fermentis) liofilizado
Acetato de solucio acetato etila
Verniz, acetona Acetato de etila a,b,c
etila (Sigma) 20 ppm
Noz Noz moscada, 2g de noz moscada
moscada especiaria moida
Alcaguz, bala de
Alcaguz 2g de caule de alcaguz c
alcacuz
Etil 5¢g de flores de jasmim
Jasmim Floral, flor doce d
hidrocinamato secas
Cardamomo Cardamomo 5g de cardamomo seco -
Especiarias Canela Canela Cinamaldeido 3 canelas em pau e
Cravo Cravo Eugenol 5g de cravo da India e
2 g de mistura de
Pimenta, Pimenta rosa, pimenta
Pimenta Pimenta a,b,c
condimento do reino, pimenta
branca
Cravo, especiarias, 2 g mistura de cravo e
Especiarias -
funcho anis
800 mg cogumelos
Terra molhada, portobello partidos ao
Terrosos Terroso 3-etil fenchol c
cogumelos meio + 500 mg madeira
umida
2 g de mistura de
alecrim, tomilho,
Herbdceo  Vegetal, grama, ervas  cis-3-hexen-1-ol e
orégano, erva cidreira e
Herbaceos/ gtama cortada
Vegetais Ervas para cha, 1 saché cha Twining's
Cha 1-hexanol e

(continnagdo...)

Orégano

adocicado

Folha de orégano

Breakfast Tea

5g de folha de orégano



Menta

Alectim

Manjericao

Canfora

fresco, orégano seco
Folha de menta, bala
mentolada
Folha de alecrim
fresco, alecrim seco
Folha de manjericdo
fresco, manjericao
seco
Canfora, VIC
VaporHub

seco
5g de folha de
mentolada
5g de folha de alecrim

S€CO

5g de folha de

manjericao seco

1 pedra de canfora
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a — Meilgaard, Dalgliesh e Clapperton (1979); b — Flavoractiv (2015); ¢ — Campo et al. (2010); d — Ferreira, Lopez e

Cacho (2000); e — Escudero et al. (2007); f — Parker (2012)
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APENDICE C. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido apresentado aos provadores anteriormente a andlise
sensorial realizada.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
O TCLE é o documento bésico e fundamental do protocolo e da pesquisa com ética. E a fonte de
esclarecimento que permite ao sujeito da pesquisa tomar sua decisdo, de participar do projeto como
voluntério, de forma justa e sem constrangimentos. E a protecdo legal e moral do pesquisador, posto que é a
manifestacdo clara de concordancia com a participacdo na pesquisa. Deve ser assinado pelo responsavel da
pesquisa e pelo voluntdrio, ficando uma cdpia para cada um.

Titulo da pesquisa: Qualidade quimica e perfil sensorial da cerveja envelhecida em barris de diferentes
madeiras.

Objetivos da pesquisa: Caracterizar sensorialmente o perfil de uma cerveja do estilo barley wine envelhecida
em barris de carvalho, amburana e Cabrelva e buscar as caracteristicas que as diferenciem da cerveja ndo
envelhecida.

Procedimentos que serdo utilizados: Uma cerveja do estilo barley wine, foi envelhecida em barris de diferentes
madeiras: carvalho americano, amburana e cabrelva. Apds o envelhecimento, as amostras passaram por
analises quimica. Nesta etapa da pesquisa, sera realizada a andlise Napping associada ao Ultraflash profile na
qual serdo oferecidas 4 amostras contendo 20 mililitros de cada cerveja (uma de cada tratamento), a 10,5 %v/v
de teor alcodlico. O painel devera listar palavras que identificam as semelhangas e diferencas nos atributos
sensoriais relacionados com aparéncia, aroma, sabor e textura. Apds a analise individual das amostras, sera
realizada a discussdo coletiva para esclarecer os termos concedidos pelos provadores. Nas 3 sessdes seguintes,
4 amostras serdo reapresentadas ao painel (uma de cada tratamento mais a cerveja ndo envelhecida em
madeira), e este devera preencher uma posicionar as tagas sobre uma folha A3 em branco segundo critério de
maior proximidade quanto mais semelhanca houver entre as amostras e maior distdncia quanto mais
diferencga, e uma ficha com a avaliagdo das principais caracteristicas para descricdo de cada uma das amostras,
segundo critério do proprio avaliador, quanto aos aspectos visual, olfativo e gustatério abordados durante o
treianmento.

Riscos possiveis e beneficios esperados: nesta pesquisa, os riscos relacionados ao consumo de bebidas
alcodlicas existem e serdo minimizados, pois os participantes serdo aconselhados a ndo consumir, ou seja, ndo
deglutir o produto durante a sessdo de analise sensorial, visto que nenhuma quantidade de etanol no sangue é
permitida pela legislacdo nacional para a condug¢do de veiculos. O beneficio da pesquisa serd obtengdo de
resultados praticos e realistas que contribuam para o desenvolvimento do perfil sensorial de cerveja
envelhecida. A pesquisa sera acompanhada integralmente pelo seu responsavel, o qual garante total
assisténcia ao sujeito durante a realiza¢do da pesquisa.

Fica garantido o direito de esclarecimento de qualquer duvida ou curiosidade do voluntario, quer seja antes,
durante ou apds a realizacdo da pesquisa.

Fica garantido aos sujeitos da pesquisa o direito de recusar a participar em qualquer momento, sem que isto
acarrete qualquer penalidade.

Fica garantido o sigilo de dados confidenciais ou que, de algum modo, possam provocar constrangimentos ou
prejuizos ao voluntario. Os dados serdo publicados e apresentados em reunides cientificas sem identificacdo
dos voluntarios.

Conforme ja citado ha riscos, porém se ndo houver a degluticdo do produto, esses serdo minimizados.

Uma copia do TCLE sera entregue ao voluntario.

- Ciente do compromisso assumido, subscrevo-me a seguir:

- Nome (completo)
- Assinatura

Piracicaba, de de 2018.

Giovanni Casagrande Silvello - Pesquisadora responsavel

Mestrando na Universidade de Sdo Paulo - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - Departamento de
Agroindustria, Alimentos e Nutricdo - Setor de Aclcar e Alcool

Av. Padua Dias, 11 — CP 9 — 13418-900 — Piracicaba-SP Fone: (19) 3429-4198

E-mail: giovanni.silvello@usp.br

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos na USALQ/USP (CEP)

Universidade de Sdo Paulo - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Av. Padua Dias, 11 — CP 9 — 13418-900 — Piracicaba-SP Fone: (19) 3429-4400

E-mail: cep.esalg@usp.br
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ANEXO A. Parecer consubstanciado do Comité¢ de Etica na Pesquisa (CEP) de aprovagio das analises
sensoriais desenvolvidas durante este projeto.

USP - ESCOLA SUPERIOR DE
AGRICULTURA"LUIZ DE _ SQRBra o

QUEIROZ" DA UNIVERSIDADE
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Qualidade guimica & perfil sensorial da cerveja envelhecida em barris de diferentes

madeiras

Pesquisador: GIOVANNI CASAGRANDE SILVELLO

Area Temitica:

Versdo: 3

CAAE: 81265417.0.0000.5395

Instituicdo Proponente: "Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz™ - ESALQ da Universidade
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 2921.716

Apresentacao do Projeto:

Este protacolo de pesquisa foi aprovado em 28/03/2018.

A Emenda ora proposta refere-se a alleragio de metodologia, da andlise de Flash-profiling para a
metodolegia Ultrafiash profile associada ao Napping (mapeamento projetiva). A modificagdo visa a
exploragdo da percepgdo dos avaliadores de forma mais halistica por empregar métricas que ndo dependem
de escalas, mas sim da disposicao espacial (distancia) entre as amostras sobre uma superficie.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante para a drea de Tecnologia de Bebidas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Os documentos abrigatdrios estdo presentes e s3o adequados.

Recomendagdes:

Apts a aprovagdo os pesguisadores devem atentar para a necessidade de envio de relatérios parciais (no
minime um a cada 12 meses) ou final (3o término da pesquisa). Destaca-se que o parecer eonsubstanciade
& o documento oficial de aprovacdo do sistema CEP/CONEP. Intercorréncias ou eventos adversos devem
ser relatados ao CEP por meio da PB. Evenfuais mudangas pretendidas no protocolo devem ser
eomunicadas como emendas as CEP por meio da PB.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
A emenda ao projeto pode ser aprovada.
Consideracoes Finais a critério do CEP:

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mo

Endersga:  Avenida Padua Dias, 11 Cai Pastsl &

Bairro:  S8o Dimas CEP: 13.418-800
UF: 5P Municipio: PIRACICABA
Telefone: (19)3420.4400 E-mail: cep esslig@usp br
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(Coordenador(a))



