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RESUMO

A cerveja € uma bebida resultante da fermentacdo a partir da levedura cervejeira,
possuindo, tradicionalmente, os ingredientes principais: agua potavel, malte e lupulo.
Embora seja uma bebida antiga e tradicional, existe uma parcela da populagéo que
nado pode consumir esse produto, sdo as pessoas portadoras de desordens
relacionadas ao gluten. Isso se da, pois 0 malte é feito a partir do grdo de cevada, e
este grao possui algumas proteinas de reserva, as hordeinas, que sao ricas em
aminoacidos prolina e apresentam toxicidade para essas pessoas. A doenca celiaca,
nesse contexto, € uma das desordens mais conhecidas popularmente, e esta presente
em mais de 1 % da populacdo mundial, sua principal caracteristica sdo alteracées na
mucosa do intestino delgado, acarretando em ma absor¢cédo de nutrientes e podendo
evoluir para outras manifestagdes clinicas de acordo com o nivel de sensibilidade de
cada individuo. Considerando que o seu principal tratamento é através de uma dieta
isenta de gluten, e que ha uma demanda dos celiacos em relacéo a dificuldades para
se adequar nesses novos habitos, refletindo diretamente nas suas relacdes
interpessoais e com 0 meio 0 presente trabalho trata-se uma revisdo da literatura
sobre a producdo de cerveja sem gluten através do uso de peptidases exdgenas.
Constatando que ja existem trabalhos relacionados a essa demanda, especialmente
na ultima década, e ja é possivel a obtencdo de uma cerveja sem gluten a partir de
malte de cevada, porém ainda ha muito o que estudar em relacdo a metodologias de
otimizacdo de processo, tipos de peptidases usadas, concentracdes enzimaticas
ideais e entre outros parametros, a fim de tornar cada vez mais acessivel a presenca

desse produto na realidade dos potenciais consumidores.

Palavras-chave: Cerveja sem gluten; peptidases; doenca celiaca.



ABSTRACT

Beer is a fermented beverage from yeast, which have, traditionally, these ingredients:
potable water, malt and hop. Although beer is an old and traditional beverage, there is
some people who cannot consume this product, that are those related to gluten
disorder. This happens because traditionally malt is from barley and this grain have
some storage proteins, the hordeins, which are rich in proline amino acids and has
toxicity to these people. In this context, celiac disease is the most popular gluten
disorder, it was estimated to affect approximately 1 % of the world population, causing
damages in the small intestine lining, preventing it from absorbing some nutrients
(malabsorption) and can involve to other manifestations according to the sensitivity of
each individual. Considering that its main treatment is having a gluten-free diet, and
that there is a difficult for celiac people to adapting to these new habits, reflecting
directly on their relations with the environment and feelings, the present study is a
review from literature about the production of gluten-free beer with exogenous
peptidases. There are some studies related to this theme, especially in the last decade,
and it is already possible obtain a gluten-free beer from barley malt, nevertheless there
is some room to study about different methodologies to optimize the process, different
peptidases sources, different enzymatic concentrations and another aspects, for the

purpose of making this kind of product more accessible in potential consumers reality.

Key words: Gluten-free beer; peptidases; celiac disease.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Instrucdo Normativa n° 65, de 10 de dezembro de 2019, a cerveja
é dita como uma bebida resultante da fermentacéo, a partir da levedura cervejeira, do
mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um
processo de cocg¢do adicionado de lupulo ou extrato de lapulo, hipétese em que uma
parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser substituida parcialmente
por adjunto cervejeiro. Seu consumo e producéo estdo na vida do homem desde a
antiguidade, através dos anos, a cerveja foi difundida ao longo das civilizagfes,
estando presente, atualmente, em todas as regidées do mundo. No Brasil, o setor
cervejeiro possui grande importancia econémica para o pais, ja que € um dos maiores
produtores mundiais. Seu consumo e comercializa¢do sao praticas consolidadas e em
ascensao, visto que, a cada ano sua abrangéncia e seus indices de consumo
aumentam, conforme € mostrado em dados de pesquisas nacionais.

Por ser elaborada a partir de cevada, a cerveja € um produto que contém glaten
na sua composicao final, que é o nome dado ao conjunto de proteinas de reserva
encontradas no endosperma de algumas sementes de cereais. Embora conste no
rétulo, é desconhecido para a maioria da populacéo que a cerveja é um produto que
contém glaten. A oferta de produtos sem gluten ja existe, e, cada vez mais, vém sendo
desenvolvidos para atender a essa demanda da populacdo, uma vez que € relatado
por individuos celiacos uma dificuldade relacionada a alimentacéo, visto que uma
dieta sem gluten ndo é habitual as pessoas em geral. Essa necessidade é também
refletida nas praticas e eventos sociais, onde a cerveja é, por vezes, consumida. Ainda
gue ela ndo seja um item essencial nas praticas de consumo da populacao, esta,
muitas vezes, associada a intera¢cfes sociais, ao sentimento dos individuos envolvidos
e a formacédo de vinculos.

Buscando atender a essa parcela da populagédo e também a outras pessoas
com interesse nesse tipo de produto, a cerveja sem gluten é uma realidade no
mercado brasileiro nos ultimos anos. A legislacdo ja estabelece conceitos para a
cerveja sem gluten embora ainda ndo exista um limite estabelecido pelo pais, é
necessario a consulta em legislacdes estrangeiras. Além disso, cada vez mais vem

sendo realizados estudos a fim de viabilizar a producéo desse tipo de produto através
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de pesquisas experimentais acerca das diversas possibilidades tecnologicas de se
obter um produto sem gluten.

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho é fazer uma revisdo da
literatura sobre a producdo de cerveja sem glaten, onde serdo abordadas as mais
recentes pesquisas relacionadas ao tema em que foram utilizadas enzimas exégenas

para reducao do glaten.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cerveja

Sabe-se atualmente que a producdo e o consumo de bebidas alcodlicas sao
umas das atividades mais antigas desenvolvidas pelo homem (VENTURINI FILHO,
2016). As bebidas alcodlicas fermentadas foram originarias da Antiguidade através de
processos espontaneos de fermentacédo, sendo mencionadas nos registros historicos
de diversas civiliza¢des o uso de diversas fontes naturais, como frutas, graos, raizes
e folhas (AQUARONE et. al, 2001). Acredita-se que a producdo de cerveja,
especificamente, tenha se iniciado por volta de 8.000 a.C, havendo registros da bebida
entre 0s povos da Suméria, Babilonia e Egito (AQUARONE et. al, 2001). Através dos
egipcios, a cerveja ficou conhecida pelos outros povos orientais, fazendo com que ela
chegasse até a Europa e, a partir dai, tivesse destaque entre os povos barbaros de
origem germanica, 0s quais tiveram sucesso e reconhecimento na arte de fabricar
cerveja (AQUARONE et. al, 2001).

No Brasil, habito de consumir cerveja iniciou-se de fato por volta de 1808,
durante a vinda da familia real portuguesa (VENTURINI FILHO, 2016) que, através da
assinatura do tratado econdmico de abertura dos portos as nacdes amigas de
Portugal, permitiu que na¢des europeias estabelecessem relacbes comerciais com o
Brasil. Nesse contexto, deu-se inicio a insercdo da bebida no territorio brasileiro
através da vinda de cervejas de origem europeia, principalmente da Inglaterra, que na
época era a maior produtora de cerveja da Europa e, além disso, exercia grande
influéncia sobre Portugal, permanecendo fortemente dominante no pais até os anos
setenta, quando a cerveja alemd comecou a ser consumida preferencialmente e
também com a producado de algumas cervejas locais (DE PAULA SANTOS, 2003).
(ALEIXO, 2014)

Atualmente, segundo dados do MAPA (Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento), o setor cervejeiro no Brasil € o terceiro maior do mundo em litros
produzidos, ficando atrds somente da China e dos Estados Unidos. Com mais de 13
bilhdes de litros consumidos por ano, esse setor representa cerca de 2 % do PIB
(Produto Interno Bruto) do pais, é responsavel por aproximadamente 2,7 milhdes de
empregos e possui um faturamento de cerca de R$ 100 bilhdes. O setor cervejeiro no

Brasil, apresenta uma tendéncia crescente de produc¢éo nos ultimos 30 anos, indo ao
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encontro do aumento da demanda de novos registros de estabelecimentos produtores
de cerveja na ultima década. Segundo o MAPA, esse aumento foi de seis vezes,
comparando os ultimos dados os quais se tem registros, de 2007 até 2017. Entre os
estados que lideram o ranking nacional pelo nimero de cervejarias em seu territorio,
esta o estado de S&o Paulo seguido pelo Rio Grande do Sul (MARCUSSO; MULLER,
2017)

Pesquisas de Orgamento Familiar (POFs) realizadas pelo IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica) em relacdo ao consumo alimentar dos brasileiros
indicam que, comparando os estudos da POF 2008 — 2009 e da ultima publicacéo
divulgada, a POF 2017 — 2018, houve um aumento de 11,5 % no consumo médio
geral de cerveja per capta. Além disso, o consumo médio de cerveja entre o género
feminino dobrou, enquanto o consumo médio entre o género masculino se manteve
préximo a estabilidade. Esses dados se correlacionam e permitem concluir que o
aumento de consumo per capta geral deu-se principalmente devido a maior
participacdo do publico feminino como consumidor desta bebida.

A tendéncia de crescimento tanto na produgéo quando no consumo de cerveja
pelos brasileiros é constatado com base na convergéncia entre os dados do MAPA e
do IBGE.

2.1.1. Legislacdo

Segundo o Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, as bebidas podem ser
classificadas em nao alcodlicas e alcodlicas. Nesse contexto, a cerveja encontra-se
dentro da classificacdo das bebidas alcodlicas fermentadas, visto que possui
graduacéo alcodlica acima de 0,5 % em volume, a 20 °C e é obtida através de
fermentacao alcodlica. Além disso, sua definicdo na Instrugdo Normativa n°® 65, de 10
de dezembro de 2019 é dita como uma bebida resultante da fermentacao, a partir da
levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de cocg¢ao adicionado de lupulo ou extrato de lupulo,
hipétese em que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser
substituida parcialmente por adjunto cervejeiro. A classificacdo das cervejas pode ser
segundo sua origem, concentragdo do seu extrato, cor, teor alcodlico, proporcéo de
matérias primas e quanto a fermentacdo. Aléem disso, pode ser produzida pelo método

classico, em batelada, ou continuo.
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Sendo assim, varias sdo as caracteristicas as quais uma cerveja pode adquirir
de acordo com o processo e as caracteristicas de preferéncia do consumidor, porém
0 que ndo mudard sdo os seus ingredientes obrigatorios: Agua potavel, Malte e

Lupulo.
2.1.2. Processamento

O processo de fabricacdo de cerveja esta relacionado a uma série de etapas
para a obtencdo do produto final. Abaixo esta ilustrado o fluxograma do processo

cervejeiro.

Figura 1: Processo Cervejeiro

Fonte: (AQUARONE et. al, 2001), (VENTURINI FILHO, 2016) (Adaptado)

Como ilustrado no Fluxograma 1, sdo varias as etapas pertinentes ao
processo cervejeiro. Abaixo sera descrito com mais detalhes acerca de cada uma das
etapas principais:

e Malte: O malte consiste em um grao que passou pelo processo de germinacao
interrompido sob condi¢des controladas. Para isso, inicialmente o gréo passa
por uma etapa inicial com a finalidade de hidrata-lo, para que adquira umidade
ideal e seja capaz de produzir as enzimas envolvidas no processo de
germinacao e também tornar disponivel para a acdo enzimatica as reservas
amilaceas do endosperma que atuardo como fonte energética para a
germinacdo. Quando as modificacbes do endosperma atingem um nivel
adequado, considerando o processo de germinacao, o processo é interrompido
e 0 malte deve passar por uma etapa de secagem a fim de preservar as

enzimas que foram produzidas e serdo Uteis no processamento da cerveja
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(BELTI; DUARTE; GEORG-KRAEMER, 2012) (MARTINS; RODRIGUES,
2015).

Moagem: A partir do malte inicia-se a primeira etapa do processo, a moagem.
Ela é realizada para que as partes do grdo malteado sejam expostas a fim de
gue as enzimas tenham facilidade em acessar as partes amilaceas na etapa
seguinte. Essa etapa inicial € de muita importancia para o processo, pois ela
influenciard a qualidade tecnoldgica das etapas seguinte, principalmente na
mosturacdo, e, consequentemente, também influenciara na qualidade do
produto final. Consiste em um processo mecanico de trituragcdo, podendo
ocorrer por duas vias: Moagem a seco ou Moagem Uumida, onde, em ambas as
vias, é essencial o cuidado com a granulometria e também com a casca, para
gue fique o mais intacta possivel e facilite a filtracdo. (VENTURINI FILHO,
2016).

Mosturacdo / Brassagem: Consiste na mistura dos gréos de malte moidos com
agua quente a uma temperatura que ira variar de acordo com a receita e
objetivos do processo (KUNZE, 2004). E importante saber, no entanto, as
temperaturas as quais as enzimas de interesse de atuagdo possuem sua
atividade maxima a fim de que o correto binbmio tempo vs. temperatura seja
ajustado (VENTURINI FILHO, 2016). Sendo assim, o principal objetivo é
produzir a maior quantidade de extrato possivel pela conversdo da fracao
amiladcea em acuUcares fermentaveis (KUNZE, 2004). Na tabela 1 abaixo,
encontram-se as faixas de temperatura 6tima das principais enzimas de
interesse na producdo da cerveja. Temperaturas mais brandas séo 6timas para
a acdo das peptidases, transformando as proteinas em moléculas menores
(aminoécidos), que sao essenciais para o substrato da levedura. Porém, deve-
se ter cuidado para que o tempo de permanéncia nessa temperatura nédo se
exceda, visto que pode comprometer os parametros de qualidade relacionados
a espuma do produto final, j& que é formada por proteinas (KUNZE, 2004).
Temperaturas mais elevadas sao 6timas para a agao das amilases, a a-amilase
guebra as cadeias de amido em acucares nao fermentaveis mais complexos
(dextrinas) e a [-amilase quebra as cadeias de amido em acucares
fermentaveis (maltoses). Ambas sao importantes, pois uma ird fornecer

substrato para a etapa de fermentacdo e a outra contribuira para o sabor

15



adocicado e o corpo da bebida (DE OLIVEIRA; DA SILVA, 2017). Ao final,
ocorre 0 aquecimento com temperaturas altas de aproximadamente 80 °C com
a finalidade de inativar as enzimas presentes (VENTURINI FILHO, 2016).

Tabela 1: Faixa de temperatura 6tima de atuacdo das enzimas

Substrato Enzima Temperatura Otima (°C)
Amido a-amilase 70-75
Amido B-amilase 60 — 65
Amido Dextrinase 55-60
Proteina Endopeptidases 50 - 60
Proteina Exopeptidases 40 - 50
Hemicelulose Hemicelulase (Xilanase) 40 — 45

Fonte: VENTURINI FILHO (2016).

Filtracdo: Nessa etapa, o objetivo é separar 0 extrato aquoso da parte sélida
insoltvel do malte, originando o mosto. A filtracdo € normalmente realizada em
alta temperatura, para que o extrato tenha uma viscosidade que favoreca o
processo e para diminuir as chances de contaminacéo. A parte sélida insolavel
do malte pode atuar como agente filtrante, e essa etapa do processo
normalmente ocorre em duas partes: Primeiramente a fracdo liquida atravessa
o agente filtrante, se transformando no mosto priméario. Na sequéncia, o agente
filtrante (residuo solido) é lavado com agua a fim de recuperar o extrato do
mosto que ficou retido apds a separacdo do mosto priméario. (AQUARONE et.
al, 2001).

Fervura: Apos a filtracao e adicdo do lupulo, ocorre a fervura, com objetivo de
inativacdo enzimatica, esterilizacdo do mosto, coagulacdo proteica,
concentracdo do mosto pela evaporagdo da agua e intensificacdo da cor e
sabor do mosto pela extracdo dos compostos amargos e aromaticos do lapulo
(VENTURINI FILHO, 2016). A quantidade e o tipo de lapulo adicionado véo
influenciar no amargor do mosto e no sabor final da cerveja. Os diversos tipos
de lupulo podem ser adicionados todos de uma vez ou em diferentes momentos
durante a etapa de fervura (VENTURINI FILHO, 2016). Tradicionalmente ele é

adicionado em trés etapas: Primeiramente, ¥ do peso total € feita apdés 15
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minutos do inicio da ebulicdo, com a finalidade de ajudar na coagulacédo das
proteinas. Apés 30 minutos, ¥2 do peso total € adicionada, com a finalidade de
conferir o amargor. Por ultimo, faltando 15 minutos para o final da etapa, pode
ser adicionado um tipo de lapulo de aroma mais fino, para elevar o padrao
sensorial do produto final (AQUARONE et. al, 2001). O mosto permanece em
fervura por aproximadamente 60 minutos, até atingir a concentracdo desejada
de acucar para o inicio da fermentagcdo, podendo atingir uma evaporagao
méxima de até 10% do volume inicial (VENTURINI FILHO, 2016).

Clarificacao, Resfriamento e Aeragdo: Etapa intermediaria entre a fervura e a
fermentacdo. A clarificagdo tem como objetivo a retirada de precipitados
formados na etapa anterior, como complexos de proteinas coaguladas e entre
outros, a fim de diminuir a turbidez do mosto (VENTURINI FILHO, 2016). Na
sequéncia, o resfriamento tem como objetivo diminuir a temperatura do mosto
para a inoculacdo da levedura, essa etapa é realizada em trocadores de calor.
Ja a aeracdo é importante para que as leveduras da fermentacdo consigam
atuar favoravelmente na etapa seguinte e o ar estéril ou oxigénio € inserido ao
final do resfriamento ou em duas partes, uma parte no trocador de calor entre
0s estagios de resfriamento e o restante na linha do mosto ja resfriada
completamente, a fim de evitar o escurecimento do mosto por oxidagao de
alguns compostos presentes no mosto. (AQUARONE et. al, 2001).
Fermentacdo (fermentacdo primaria): A etapa de fermentacao se inicia com o
uso de culturas de leveduras frescas, liofilizadas ou renovadas ap0s certo
namero de ciclos fermentativos (RUBIO-FLORES; SERNA-SALDIVAR, 2016),
gue séo inoculadas junto ao mosto em reatores. O objetivo principal € a
conversdo de acucares em etanol e gas carbdnico sob condicbes anaerbbicas.
Durante essa etapa também ocorre a producdo de produtos organicos
intermediarios que contribuem para o flavor caracteristico da cerveja (RUBIO-
FLORES; SERNA-SALDIVAR, 2016). A cerveja pode ser de alta fermentacao
(Ale) ou de baixa fermentacao (Lager) e os parametros de tempo e temperatura
também variam de acordo com o tipo de fermentacdo usada da producéo da
cerveja. Para a cerveja tipo Ale, a levedura Saccharomyces cerevisiae é a mais
usada, além disso o processo ocorre em temperaturas mais elevadas (15 — 25

°C) e tem duracao de tempo menor. Ja na cerveja tipo Lager, sdo usadas as
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leveduras Saccharomyces uvarum e Saccharomyces pastorianus, 0 processo
ocorre em temperaturas menores e tem duracdo de tempo maior, quando
comparado ao outro tipo. Ao final dessa etapa, a cerveja é chamada de “cerveja
verde”. (AQUARONE et. al, 2001).

Maturacéo (fermentacédo secundaria): Periodo que pode variar de dias a meses
com o objetivo de refinar as caracteristicas de sabor e aroma da cerveja, iniciar
a clarificacdo da cerveja por sedimentagcdo, saturar a cerveja com gas
carbbnico e manter a cerveja no estado reduzido, a fim de evitar oxida¢des que
comprometam a sua qualidade sensorial (AQUARONE et. al, 2001).
Clarificacdo: Embora na maturacéo ja ocorra uma diminui¢cdo consideravel da
turbidez por sedimentacéo, faz-se necessario uma etapa de clarificacdo para
eliminar o restante da turbidez decorrente de particulas insolavel, ela pode ser
feita por técnicas de filtracdo, centrifugacdo, sedimentacdo ou uso de agentes
clarificantes (VENTURINI FILHO, 2016).

Carbonatacdo: A cerveja € naturalmente carbonatada pelo gas carb6nico
produzido pelas leveduras, porém podem ser usados 0s métodos mecéanicos
de carbonatacdo (AQUARONE et. al, 2001), visto que a sua concentracdo na
cerveja deve ser controlada de forma a garantir o controle de qualidade do
produto final (VENTURINI FILHO, 2016). Normalmente essa etapa é realizada
durante a transferéncia da cerveja filtrada para o tanque de armazenamento
final sob presséo que la permanecera até o momento do envase (AQUARONE
et. al, 2001).

Envase: Procedimento de engarrafamento, enlatamento ou embarrilamento do
produto final.

Pasteurizacdo*: Etapa que pode ser realizada antes ou ap6s o envase com 0
objetivo de conferir estabilidade biolégica ao produto final. Quando é realizada
antes do envase, é realizado em trocadores de calor e quando é realizada apés
0 envase, ocorre em um tunel de pasteurizacdo por aspersdo de agua.
(AQUARONE et. al, 2001).

18



2.2 Gluten

7

Gluten € o nome dado ao conjunto de centenas de proteinas de reserva
encontradas no endosperma de sementes de cereais (como o trigo, centeio, cevada)
gue sao unidas por pontes dissulfetos. Essas proteinas de reserva sdo naturalmente
ricas em prolina e glutamina, dois dos 20 aminoéacidos essenciais ao homem
(EMBRAPA, 2009) e sao divididas em: Prolaminas e Gluteinas. As prolaminas sao as
partes proteicas presentes no glaten que apresentam toxicidade para pessoas
celiacas, elas correspondem a aproximadamente 30 - 50 % da proteina do glaten
(HOWARD et al., 1996) e recebem denominacdes caracteristicas de acordo com o
grao de cereal, para o trigo, a nomenclatura usada € gliadina, para o centeio, secalina
e, para a cevada, € hordeina. (YONAMINE; PINOTTI, 2021).

Pesquisadores desenvolveram nomenclaturas e classificagbes para melhor

compreensao sobre as desordens relacionadas ao gluten (SAPONE et al., 2012):

Figura 2: Desordens relacionadas ao gluten

Fonte: SAPONE et al., 2012 (Adaptado)

2.2.1. Doenca Celiaca

Segundo a Celiac Disease Foundation, a doenca celiaca (DC) é uma
enteropatia autoimune que ocorre em pessoas geneticamente predispostas a
sensibilidade ao gluten, porém fatores imunoldgicos e até ambientais contribuem para
a manifestacéo dessa doenca, embora ainda ndo se tenham estudos sobre 0s seus
mecanismos de influéncia (SDEPANIAN; DE MORAIS; FAGUNDES-NETO, 1999).

Segundo a ACELBRA (Associacdo dos Celiados do Brasil), essa doenca
geralmente se manifesta na infancia, entre o primeiro e o terceiro ano de vida, mas

pode, entretanto, surgir em qualquer idade, inclusive na adulta. A sua principal
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caracteristica é o aparecimento de alteracbes na mucosa do intestino delgado, com
atrofia subtotal e achatamento das vilosidades intestinais (SDEPANIAN; DE MORAIS;
FAGUNDES-NETO, 1999). Como consequéncia tem-se a ma absor¢céo de nutrientes
pelo intestino delgado, podendo evoluir para diversas outras manifestagdes clinicas
de acordo com a resposta imunologica do corpo (GAMA E SILVA; FURLANETTO,
2010).

Figura 3: Comparacao entre as vilosidades da mucosa do intestino delgado
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com Vilosidade Normal com Vilosidade Atrofiada

causada pela Doenca Celiaca

Fonte: Guia Orientador para Celiacos, 2010.

SINGH et al. (2018), em sua pesquisa sobre a prevaléncia global da doenca
celiaca, constatou que a prevaléncia da DC no ambito global é de 1,4 % com base em
exame soroldgico e 0,7 % com base em biopsias realizadas. Além disso, a menor
prevaléncia foi observada na América do Sul (0,4 %), seguida da Africa e América do
Norte (0,5 %), Asia (0,6 %) e a maior prevaléncia foi observada na Europa e Oceania
(0,8 %) dados esses com base nos resultados de biopsia. A diferenca de prevaléncia
da DC entre os continentes provavelmente ocorre devido a questdes genéticas e
ambientais, como o padrdo de dieta de cada continente e propensfes a doencas
gastrointestinais. Segundo o Guia Orientador para Celiacos, desenvolvido pela
FENACELBRA (Federacdo Nacional das Associagbes de Celiacos do Brasil), o
diagnéstico € feito através da realizacdo de um exame soroldgico para a doenca
celiaca e também pela bidpsia do intestino delgado através da visualizagdo por
microscopia das vilosidades do intestino.

O principal tratamento para a doenca celiaca € através da modificagcdo dos
habitos alimentares pela inser¢do de uma dieta isenta de glaten (ARAUJO et al., 2010)
a fim de que as vilosidades intestinais sejam revertidas a normalidade (SDEPANIAN;
DE MORAIS; FAGUNDES-NETO, 1999). Para isso, é essencial que as pessoas

portadoras da DC saibam identificar corretamente os alimentos permitidos e proibidos
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para 0 consumo através da leitura dos rotulos, com o entendimento sobre os
ingredientes seguros para o seu consumo. No entanto, GUTOWSKI et al., (2020)
constatou, em seu estudo sobre a identificacdo de produtos sem glaten por pacientes
celiacos, que as pessoas ndo sdo capazes de identificar de forma correta e
consistente a presenca de gluten em alimentos somente com base nas informacdes
sobre o produto disponiveis no roétulo, principalmente quando ndo é indicado
explicitamente a presenca/auséncia de gliten de maneira escrita e clara para 0s
consumidores.

Considerando as necessidades dos portadores da doenca celiaca em relacéo
as informacdes sobre 0s alimentos seguros ou hao para seu consumo, no Brasil existe
a Lei n° 10.674, de 16 de maio de 2003 que prevé a obrigatoriedade da informacao
sobre a presenca de gliten em produtos alimenticios industrializados. Além disso, foi
aprovada a RDC n° 26, de 2 de julho de 2015 que dispde sobre os requisitos para a
rotulagem obrigatéria dos principais alimentos que causam alergias alimentares,
estando inclusos, entre os alimentos contemplados nessa RDC, aqueles que contém
gluten (cevada, centeio, trigo). No rétulo, as informacdes sobre os alergénicos devem
estar apds ou logo abaixo da lista de ingredientes, em caixa alta, negrito, tamanho
nunca inferior a letra usada na lista de ingredientes, porém com altura minima de 2

mm e, além disso, deve estar em cor contrastante com o fundo do rétulo.

2.3 Enzimas

As enzimas sao proteinas que atuam como biocatalisadores, ou seja, aceleram
a velocidade de reacdes e, além disso, exibem seletividade sobre substratos
(DAMODARAN; PARKIN, 2010), sendo classificadas segundo as reacdes que
catalisam e substratos sobre as quais irdo agir (NELSON; COX, 2014). Segundo a
AGEITEC (Agéncia Embrapa de Informacdo Tecnolégica), elas podem ser
encontradas na natureza de forma espontanea em todos os tipos de células, podendo
ser separadas em enzimas microbianas, enzimas de origem animal e enzimas de
origem vegetal. Além disso, sdo usadas de maneira ndo intencional desde a
antiguidade na producgéo de produtos alimenticios (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG,
2002).
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Com avanco tecnoldgico, foi possivel a producdo de enzimas em escala
industrial, sendo possivel obté-las com maior grau de pureza, torna-las mais
especificas e adapta-las para as condigcbes de processo as quais se deseja usar
(KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002). Atualmente, a IUPAC (Uniao Internacional
de Quimica Pura e Aplicada) e a IUMBM (Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular) estabeleceram a NC - IUMBM (Comité de Nomenclatura da Uniéao
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular) que divide as enzimas em sete
classes principais de acordo com sua fungao, estabelecendo a nomenclatura das

enzimas (E.C. — Enzyme Nomenclature):

Tabela 2: Sistema de classificacdo das enzimas

Classe Funcao Enzimas
Oxidorredutases Catalisar reacdes de oxirredugcdo com Oxidases,
(E.C. 1) transferéncia de elétrons. Desidrogenases
Catalisar reacdes de transferéncia de grupos Transaminases
Transferases (E.C. 2)  fncionais. e Quinases

Hidrolases (E.C. 3) Catalisar hidrélise de ligagGes covalentes. Peptidases

Catalisar a quebra de ligacfes covalentes e _
20 d bculas de 2 . Descarboxilases
- a remoc¢do de moléculas de 4gua, amonia e _
Liases (E.C. 4) e Dehidratases

gas carbonico.

Catalisar mudancas dentro de uma Unica

Isomerases (E.C. 5) molécula e a interconversao entre isbmeros Epimerases
Opticos ou geomeétricos.
Catalisar reacdes de formacdo de novas Sintetases e

Ligases (E.C. 6) moléculas. Carboxilases
Catalisar o movimento de ions e moléculas
] . ADP / ATP

através das membranas ou sua separagao

Translocases (E.C. 7) translocase. ...
dentro delas.

Fonte: NC - IUMBM.
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Sendo assim, as enzimas possuem diversas classificacdes, podendo ser
usadas em diferentes setores, inclusive no setor alimenticio principalmente nas areas
de alcool e derivados, amidos e acucares, cervejarias, laticinios e derivados,

panificacdo, vinicultura e sucos de frutas.

2.3.1 Proteases

As proteases ou enzimas proteoliticas, fazem parte da classe hidrolases
segundo a NC — IUMBM e catalisam a hidrolise de ligagBes peptidicas entre os
aminoacidos e as proteinas. Elas podem ser classificadas como: enzimas exdgenas
ou enzimas endogenas. As enzimas exdgenas sdo adicionadas aos alimentos de
acordo com sua funcionalidade, estabilidade e seletividade a fim de causar uma
mudanca desejavel, e as enzimas enddgenas, no entanto, sdo aquelas presentes na
matriz do alimento, podendo ser responsaveis por reacdes que irdo favorecer e
melhorar as caracteristicas e qualidade, ou entdo elas podem ser responsaveis por
reacdes que irdo piorar esses aspectos nos alimentos (DAMODARAN; PARKIN,
2010).

Existem ainda diversas outras classificacbes que podem ser dadas as
proteases, como de acordo com a estrutura do seu sitio ativo, que definira a
especificidade do substrato pela enzima, de acordo com o pH, que determinara as
condicdes de acidez e alcalinidade que séo ideais e também de acordo com o seu
local de acdo, que indicard em quais posi¢cdes ocorrera a clivagem das ligacdes
peptidicas (DOS SANTOS AGUILAR; SATO, 2018).

No inicio dos estudos de obtencao e aplicabilidade das proteases, elas eram
adquiridas de fontes vegetais e animais. Porém, atualmente a sua grande maioria é
obtida através dos microrganismos, sendo possivel a producdo em larga escala
através de processos fermentativos em biorreatores (GURUMALLESH et al., 2019).
Segundo KUMARI et al. (2015) citado por GURUMALLESH et al. (2019), cerca de 60
% das enzimas no mercado global sdo proteases e elas possuem ampla aplicacéo no
setor alimenticio, uma vez que sao capazes de promover modificacdes altamente
especificas e seletivas nas proteinas (DOS SANTOS AGUILAR; SATO, 2018).

Entre as aplica¢des na industria de alimentos, alguns exemplos sdo: processo

de producgédo do queijo para hidrolisar as caseinas, também podem ser usadas para o
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amaciamento de carnes e entre outros. Além disso, recentemente, as proteases estao
tendo alta aplicabilidade na obtencdo de produtos sem gluten, jA que possuem grau
alimenticio na obtencao, sendo seguros para aplicagdo em alimentos, além disso séo
estaveis e apresentam atividade de acordo com as condi¢des do meio, possuem custo
beneficio que permitem seu uso tecnologico e sdo aceitas e benéficas pelo publico
consumidor (SCHERF; WIESER; KOEHLER, 2018).

2.4 Cerveja sem glaten

Segundo a Instru¢cdo Normativa n°® 65, de 10 de dezembro de 2019, a expressao
“Cerveja sem gluten” refere-se a cerveja elaborada com cereais ndo fornecedores de
glaten, ou que contenha teor de gluten abaixo do estabelecido em regulamento técnico
especifico. Embora na legislacdo brasileira se faca a meng¢do de um regulamento
técnico especifico, ele ainda ndo existe, no ambito do territério nacional.

A determinacdo do teor minimo de gliten aceito nos alimentos é
constantemente revisada por outros paises e existem divergéncias entre diferentes
localidades, podendo variar de 10 mg glaten / kg (10 ppm) até 200 mg de glaten / kg
(200 ppm). Sendo assim, muitas empresas brasileiras tém como referéncia as regras
estabelecidas pelas Codex Alimentarius, que consiste em uma série de padrbes e
diretrizes criados pela FAO (Food and Agriculture Organization) em conjunto com a
WHO (World Health Organization) visando proteger a salude do consumidor e a
qualidade do produto.

Segundo o standard for food for special dietary use for persons intolerante to
gluten do Codex Alimentarius (2008), para um produto ser considerado sem glaten ele
nao deve exceder o teor de 20 ppm e para ser considerado com baixo teor de glaten,
ele deve ter até 100 ppm. A determinacdo quantitativa de gliten em alimentos ou
ingredientes deve ser baseada em um método imunolégico (ou outro método que
forneca pelo menos igual sensibilidade e especificidade) e o limite de detec¢éo deve

ser de pelo menos 10 mg de glaten / kg (10 ppm).

De acordo com CATASSI et al. (2007), a divergéncia entre as localidades
ocorre pois ndo é considerada somente a dose minima do alimento para apresentar
efeitos negativos aos intolerantes ao gluten, mas também a quantidade de produtos

sem glaten que sao consumidos, podendo variar de acordo com o0s habitos
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alimentares e disponibilidade de produtos de cada regido no mundo. O estudo
realizado por CATASSI et al. (2007), no entanto, conclui que um limite de 20 ppm é
um teor médio adequado, havendo, ainda, nesse valor uma margem de seguranca
para sensibilidade ao gluten. Essa concluséo esta de acordo com o valor estabelecido
pelo Codex Alimentarius.

ARAUJO et al. (2010) afirma em seu estudo que os habitos alimentares estio
diretamente envolvidos com o sentimento dos individuos. Situa¢cdes como viajar,
alimentar-se fora do lar e relacionar-se com amigos e familiares em eventos sociais
podem representar problemas para os celiacos e causar certo desconforto, afetando
as suas relacoes interpessoais, vinculos sociais e estilo de vida, visto que uma dieta
sem gluten implica em novas praticas alimentares nao habituais as pessoas em geral.

Considerando que, como ja foi mencionado anteriormente, os dados da POF
indicam que o consumo médio geral de cerveja aumentou, com destaque para o
consumo médio de cerveja entre o género feminino, que dobrou e, além disso, SINGH
et al. (2018) constatou em sua pesquisa que a doenca celiaca é 1,5 vezes mais
comum em mulheres do que em homens, jA& é uma realidade e necessidade de
estudos sobre a cerveja sem glaten, visando atender a parcela da populacdo com
disturbios relacionados a ingestéo de gluten, que vém sendo cada vez mais entendida
e diagnosticada, a fim de que seus estilos de vida e vinculos sociais sejam afetados

minimamente.

2.4.1 Métodos de quantificacdo de glaten na cerveja

O standard for food for special dietary use for persons intolerante to gluten do
Codex Alimentarius (2008) determina que a quantificacao de gliten deve ser baseada
em um método imunoldgico, sendo recomendado o uso do método ELISA-R5, ou
outro com pelo menos igual sensibilidade (10 ppm) e especificidade. Atualmente,
existem diversas metodologias para quantificar o gliten na cerveja: Métodos ELISA
(Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay), LC-MS (Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas) e métodos baseados em técnicas de PCR.

Os métodos ELISA podem ser diretos, indiretos, competitivos ou sanduiche e
se baseiam em ensaios imunoenzimaticos (reacdes entre antigeno-anticorpo

detectaveis através de reacdes enzimaticas). Os métodos competitivos e sanduiche
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sao 0s mais usados para deteccéo de gluten em cerveja, ambos oferecem a vantagem
de possuirem baixo custo, quando a comparados aos outros métodos de quantificacao
de glaten e oferecem limites de deteccdo e quantificacdo adequados para fins de
classificar um produto como “sem gluten” de acordo com as normas estabelecidas
pelo Codex Alimentarius.

O método ELISA sanduiche, é recomendado pelo Codex Alimentarius, também
€ aprovado pela AACC (Associagdo Americana de Quimicos de Cereais) e pela AOAC
(Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais). Esse tipo de método ndo € capaz de
quantificar com precisédo o gluten em alimentos fermentados e hidrolisados, como a
cerveja. Ele requer o uso de dois epitopos (porcao que se liga) para a detec¢céo e sao
apropriados apenas para a deteccdo de gluten intacto. Seu limite de detec¢do € de
aproximadamente 1 ppm de glaten (podendo variar de acordo com o tipo de
prolamina) e o seu limite de quantificacéo € de 5 ppm (FIEDLER et al., 2019).

O método competitivo, além de ser recomendado pelo Codex Alimentarius,
aprovado pela AACC (Associacdo Americana de Quimicos de Cereais) e pela AOAC
(Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais), também ¢é aprovado pela ASBC
(Sociedade Americana de Quimicos Cervejeiros). Ele usa um anticorpo monoclonal
R5 capaz de reconhecer sequéncias peptidicas potencialmente toxicas ricas em
prolina e glutamina (constituintes das prolaminas), principalmente QQPFP (glutamina-
glutamina-prolina-fenilalanina-prolina) sendo necessario somente o uso de um
epitopo (porcéo que se liga) (SILVA,2010). Essa metodologia permite a deteccéo de
peptideos parcialmente hidrolisados, que ainda podem ser potencialmente toxicos
para individuos celiacos. Seu limite de deteccao é de aproximadamente 5 ppm de
gliten (podendo variar de acordo com o tipo de prolamina) e o seu limite de
quantificacdo é de 10 ppm (LAUREANO, 2010).

Ambos os métodos fazem uma estimativa do teor de gluten a partir dos niveis
de prolamina, por isso poderdo apresentar variacbes, visto que, por exemplo, o
método competitivo também detecta peptideos parcialmente hidrolisados
(GUERDRUM; BAMFORTH, 2011).

A LC-MS é uma técnica analitica que combina a cromatografia liquida com a
espectrometria de massas, sendo muito usada para analisar compostos. Pode ser
usada para deteccao e caracterizacéo do gluten e a metodologia consiste na digestao

da proteina para que os peptideos sejam analisados no equipamento. Sendo assim,
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0s espectros formados incluirdo os peptideos presentes, sendo possivel o seu
reconhecimento. Além disso, essa técnica € muito usada quando os teores de gluten
atingem valores inferiores aos detectaveis através dos métodos ELISA e quando se
deseja conhecer todos os peptideos presentes na amostra (FIEDLER et al., 2019).

Os métodos baseados em técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction),
consistem na extracdo do DNA da amostra de interesse para que o gene especifico
causador da toxicidade seja identificado, por isso apresenta alta complexidade e
especificidade. Por ser um método que requer custo elevado e equipamentos
especiais, € pouco usado e recomenda-se que essa técnica seja usada em casos
pontuais e confirmatorios dos testes ELISA (MACHADO, 2012).
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3 METODOLOGIA

Esse trabalho € uma revisdo da literatura que abordara as particularidades
referentes ao desenvolvimento de uma cerveja sem glaten. Ja é de conhecimento
geral, que diversas sdo as metodologias para a obtencdo de um produto com essa
caracteristica, tais como uso de cereais ou pseudocereais naturalmente sem gliten
como matéria prima ou entdo o uso de malte de cevada em conjunto com 0 uso de
tecnologias que eliminem o gliten, como o uso de enzimas exdgenas e uso de
agentes precipitantes da proteina (HAGER et al., 2014)

Sendo assim, na presente revisdo sera abordado a producdo de cerveja sem
gluten a partir do uso de malte de cevada com aplicacdo de enzimas exdgenas. Para
isso, foram avaliados artigos com as seguintes palavras chave: Gluten free beer, beer,
peptidase treatment, barley, malt nas seguintes bases de dados: Science Direct e
SciELO, sem restricdo de data de publicagdo. Também foram avaliados artigos
disponibilizados através da base de dados Google Académico de 2016 até 2021 com
as seguintes palavras chave: gluten, free, barley, malt, beer. Além disso, foi restringido
a obrigatoriedade de conter a frase exata “gluten free beer” em qualquer lugar do

artigo. Foram procurados artigos em portugués e inglés.
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4 CERVEJA SEM GLUTEN POR APLICACAO ENZIMATICA

A cerveja, nos ultimos anos, vem sendo cada vez mais evidenciada devido as
diversas possibilidades de processamento as quais possibilitam a obtencdo de
cervejas artesanais e diferenciadas. A maioria delas, no entanto, ainda € produzida
majoritariamente com malte de cevada, indo ao encontro com as tradicbes e
caracteristicas inerentes a sua fabricagdo desde a antiguidade.

A impossibilidade de consumo de cerveja por individuos celiacos €, por vezes,
guestionada, visto que ocorrem diversas etapas, desde o processo de maltagem até
etapas do processamento da cerveja, que podem causar modificacdes no teor de
glaten. Além disso, diversas cervejas comercialmente disponiveis acabam
incorporando adjuntos cervejeiros que ndo possuem gluten e essa adicdo pode acabar
“diluindo” o teor inicial de gluten (GUERDRUM; BAMFORTH, 2011).

GUERDRUM e BAMFORTH (2011) em seu estudo sobre os niveis de gliadina
em 28 cervejas disponiveis comercialmente e de tipos variados obtiveram como
resultado que os maiores teores de gliadina foram encontrados em cervejas onde 0
trigo é o principal ingrediente, concluséo que ja era esperada, visto que a gliadina é a
denominacéo caracteristica da prolamina presente no trigo. Ja as cervejas onde a
cevada é o principal ingrediente, foram obtidos niveis relativamente baixos de gliadina.
Considerando que o teste usado é capaz de reconhecer a gliadina, mas também
reconhece algumas proteinas relacionadas do centeio e da cevada e que as
prolaminas correspondem a aproximadamente 50 % da proteina do glaten, embora
possa haver variagdes nessa porcentagem resultando em um valor superestimado ou
subestimado do teor de gluten, os autores concluiram que, do total de cervejas
testadas somente 10 das 28 cervejas continham menos de 20 ppm de glaten e dessas
10, 3 eram sem gluten, por isso ja era um resultado esperado para elas.

Sendo assim, embora as proteinas do gluten tenham baixa solubilidade em
agua e, consequentemente, possam ser mais facilmente removidas por filtracdo, a
presenca delas no produto final ainda existe (COLGRAVE et al., 2013). Também é
importante considerar que provavelmente o individuo ndo consumira somente uma
unidade do produto e que existem variacdes entre os individuos celiacos a respeito

do nivel de gluten que pode ser ingerido até os efeitos da doenca sejam perceptiveis.
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Segundo EHREN et al. (2009), citado por GURUMALLESH et al. (2019) uma
ampla variedade de proteases provenientes de vegetais, especialmente cereais
contendo glaten (SCHERF; WIESER; KOEHLER, 2018), ou microrganismos, como
fungos do género Aspergillus (A. flavus var. oryzae (AO) e A. niger (AN)) e algumas
bactérias (SCHERF; WIESER; KOEHLER, 2018), podem ser usada na degradacao
do gluten e estdo sendo aplicadas na industria cervejeira. A prolil endopeptidase,
classe EC 3.4.21.26, é uma protease que exibe atividade de clivagem pds prolina e é
capaz de degradar os peptideos e as proteinas do gluten intactas de forma eficiente
(MITEA et al., 2008). Além disso, as endopetidases sdo mais eficazes na degradacéao
do glaten visto que atuam entre as cadeias polipeptidicas, diferente das
exopeptidases, que atuam somente perto das extremidades (SCHERF; WIESER,;
KOEHLER, 2018).

KNORR; WIESER; KOEHLER (2016) avaliou 0 uso de uma preparacao de
peptidase obtida comercialmente (DSM Food Specialties B.V.), a prolil endopeptidase
de A. niger (AN-PEP), especifica para a prolina. O mosto foi produzido sob o seguinte
perfil de temperatura:

Tabela 3: Perfil de temperatura, Etapa de mosturacéo

Temperatura Tempo
55 oC 5 min
64 °C 30 min
73 0C 30 min
75 0C 10 min

Fonte: KNORR; WIESER; KOEHLER (2016) (Adaptado)

Apos, foi realizada a filtragéo e fervura com adigéo de lapulo por 90 min. Na
sequéncia foi realizada a retirada do precipitado formado durante a fervura (hot trub)
e o resfriamento. Por fim, foi realizada a fermentacao (10 °C por 7 dias), maturagao (4
°C por 28 dias). A diferenca para a cerveja controle € que houve adicdo de AN-PEP
(0,08 g/hL mosto) no inicio e apds a fermentacdo. Somente para a comparacao dos
parametros de qualidade, as cervejas passaram por um processo final de filtracdo com
terra diatomacea e como resultado, obtiveram valores proximos em todos os
parametros comparados, porém, nao foi realizada analise estatistica para verificar a
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sua real similaridade. Para os parametros de espuma, os resultados obtidos também
foram semelhantes: A formacéo de espuma foi linear e apds 5 min, foi alcancado um
nivel de espuma maximo. Apdés 30 min, 60 % da espuma ainda estava estavel,
comprovando que a aplicacdo da peptidase ndo trouxe efeitos negativos para a
formacdo da espuma. Por fim, foi realizada uma analise sensorial com 26 — 38
provadores comparando a cerveja padrao e a cerveja tratada com AN-PEP com uma
cerveja sem glaten com malte de paingo (Millet) obtida comercialmente, através de
um teste triangular, teste de aceitacéo de 5 pontos onde foram avaliados os atributos
de odor, sabor, corpo e amargor e, por fim, teste de preferéncia. Em relacdo ao teste
triangular, foi percebida diferenca de ambas as cervejas (padrédo e AN-PEP) quando
comparado com a cerveja comercial. ISso se confirmou também no teste de aceitacao,
a cerveja padrao obteve os melhores resultados em relacdo a todos os atributos,
seguido pela cerveja tratada com AN-PEP e por ultimo, a menos aceita, foi a cerveja
obtida comercialmente. No teste de preferéncia, o resultado seguiu 0 mesmo
comportamento do teste anterior: 1° lugar — Cerveja padréo, 2° lugar — Cerveja com
AN-PEP; e, por ultimo, Cerveja obtida comercialmente. Quanto ao teor de gluten,
foram analisadas amostras durante o processo de fermentacdo, maturacao, filtracéo
e no produto final. A cerveja tratada com AN-PEP nao teve diminuicdo no seu teor de
gluten ao final do processo fermentativo, a diminuicdo significativa somente ocorreu
apos a adicdo da segunda parte do preparado enzimatico, no inicio da etapa de
maturacdo, de modo que ndo houve deteccdo de glaten ao final dessa etapa (limite
de deteccdo: 10 ppm). Ja cerveja padréo, sem tratamento algum para diminuicdo de
gluten, obteve um teor de 86 ppm para o produto final. Sendo assim, a cerveja tratada
com AN-PEP representa uma alternativa favoravel para o processamento de cerveja
a partir de malte de cevada com a finalidade de obter um produto final sem gluten,
segundo as normas previstas pelo Codex Alimentarius (2008) e, além disso, obteve
caracteristicas de qualidade e aceitagdo favoraveis, sendo ambas caracterizadas
como cervejas de baixa fermentacéao, forte (14 °P), escuras (EBC = 29), com alto teor
alcoolico (6 %) e com perfil aromatico mais forte pra o caramelo e mel e malte.

DI GHIONNO et al. (2017) também avaliou o uso da AN-PEP, com o objetivo
de atingir um teor de glaten inferior a 10 ppm sem que os atributos de qualidade e as

caracteristicas sensoriais do produto sejam afetadas para uma cerveja American Pale
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Ale. A cerveja produzida em escala piloto e 0 mosto seguiu o seguinte perfil de

temperatura:

Tabela 4: Perfil de temperatura, Etapa de mosturacdo para cerveja American Pale Ale

Temperatura Tempo
52 0C 20 min
65 °C 60 min
79 0C 30 min
78 °C 15 min

Fonte: DI GHIONNO et al. (2017) (Adaptado)

ApoOs a mosturacéao, foi realizada uma filtracdo e, na sequéncia, a adicao de
lUpulo para a etapa de fervura, que durou 60 min. Na sequéncia, foi realizada a retirada
do precipitado formado durante a fervura, resfriamento e aeracdo. Por fim, foi
realizada a fermentacdo a 20 °C e a maturacao (1 °C por 9 dias). A diferenca para a
cerveja controle € que houve adicdo de AN-PEP obtida comercialmente (DSM Food
Specialties B.V.) no inicio da etapa de fermentacdo. A concentracéo adicionada foi de
3,5 g/hL, 0,5 g/hL a mais do que a dosagem maxima recomendada pelo fabricante
para o aumento da estabilidade da cerveja, com o objetivo de atingir a reducéo
desejada no teor de gluten. Em relacdo aos parametros de qualidade, ndo foram
obtidas diferencas significativas entre os parametros do controle e da cerveja com AN-
PEP, exceto para a turbidez, que apresentou um valor aproximadamente 43 % menor
que o padrdo, e para a estabilidade da espuma, que obteve um valor
aproximadamente 17 % menor que o padréo. A reducao da turbidez foi um resultado
favoravel, provavelmente ocorrido pois as proteinas que acabam causando a turbidez
também foram afetadas pela acdo enziméatica, ja a diminuicdo da estabilidade da
espuma, ndo é um resultado favoravel, pois esse € um atributo importante e de
qualidade na cerveja, porém, mesmo ainda que tenha apresentado diminuicédo, seu
resultado ainda foi considerado satisfatério e ndo prejudicial a qualidade do produto
final. Em relag&o ao teor de gluten do produto final, foi observada uma diminuicédo de
mais de 97 %, quando comparado com o teor obtido no padréo, resultando em uma
cerveja com aproximadamente 3 ppm de gluten. Por fim, foi realizado um teste

triangular com 24 provadores comparando a cerveja padrao e a tratada com o
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preparado enzimatico. Ao nivel de significancia de 5 %, nao foi percebida diferenca
significativa entre as amostras.

Ainda, DI GHIONNO et al. (2017) avaliou o uso da AN-PEP na producéo de
uma cerveja Stout, que passou pelas mesmas condicbes de processamento e de
aplicacdo de AN-PEP que a cerveja American Pale Ale produzida, porém teve o

seguinte perfil de temperatura na etapa de mosturacao:

Tabela 5: Perfil de temperatura, Etapa de mosturacéo para cerveja Stout

Temperatura Tempo
68 °C 60 min
76 °C 70 min

Fonte: DI GHIONNO et al. (2017) (Adaptado)

Em relacéo ao teor de glaten do produto final, foi observada uma diminuicédo de
mais de 91 %, quando comparado com o teor obtido no padréo, resultando em uma
cerveja com aproximadamente 3 ppm de gluten. O teor de gliten na cerveja controle
Stout, no entanto, foi menor do que o da cerveja controle American Pale Ale,
provavelmente devido ao uso de outras variedades de maltes, lUpulo e levedura na
cerveja Stout, a fim de atingir as caracteristicas adequadas para o produto. Em relacao
aos parametros de qualidade, assim como na comparacao da cerveja American Pale
Ale controle e com adicdo de AN-PEP, para a comparacao da cerveja Stout ndo foram
obtidas diferencas significativas, exceto para a turbidez, que apresentou um valor
aproximadamente 52 % menor que o controle, e para a estabilidade da espuma, que
obteve um valor aproximadamente 15 % menor quando comparada com o controle.
Por fim, no teste triangular comparando a cerveja Stout tratada com o preparado
enzimatico com 0 seu respectivo padrao, ao nivel de significancia de 5 %, nao foi
percebida diferenca significativa entre as amostras.

Por isso, assim como o estudo realizado por KNORR; WIESER; KOEHLER,
(2016), a aplicagdo de AN-PEP mostrou resultados favoraveis para a obtencédo de um
produto sem glaten, sem precisar realizar duas aplicacbes AN-PEP durante o
processo, porém usando uma concentracdo quase 43 vezes maior.

SHETTY et al. (2017), no entanto, diferentes dos autores citados acima,

desenvolveu um estudo para explorar e a caracterizar uma nova prolil peptidase (PEP)
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de Sphaerobacter thermophiles, escolhida através de uma triagem no banco de dados
UniProt usando critérios de termoestabilidade e tolerancia na faixa de pH de interesse
para aplicagdo. Ela foi expressada e sintetizada através da E.Coli DE3 (obtida
comercialmente) através de processos genéticos de clonagem, para o uso durante a
etapa de mosturacdo no processamento da cerveja. Antes da aplicacdo, foram
realizados estudos de pH e temperatura 6tima, sendo observada maior atividade
enzimatica para o pH 6,6, no entanto bons resultados também foram obtidos na faixa
de pH da etapa de mosturacao (5,6 — 5,8). A temperatura 6tima observada foi de 63
°C, porém bons resultados em relacéo a atividade enzimatica e também estabilidade
operacional foram obtidos na faixa de temperatura de 50 a 65 °C.

A solucdo enzimética de PEP (8,77 U/mL) foi testada em duas propor¢cdes
diferentes (Malte:PEP) na etapa de mosturacéo: 1:1 e 1:0,5, com o seguinte perfil de

temperatura:

Tabela 6: Perfil de temperatura, Etapa de mosturacao

Temperatura Tempo
54 oC 30 min
64 °C 60 min
80 °C 10 min

Fonte: SHETTY et al. (2017) (Adaptado)

Na sequéncia, as amostras passaram pela etapa de filtracdo e fervura. Na
amostra controle, foram seguidos os mesmos procedimentos, porém sem a adicdo da
PEP. Como resultado, foi obtida uma reducéo no teor de gluten de aproximadamente
70 % para a proporcdo malte:PEP 1:1 e uma reducao de aproximadamente 58 % para
a proporcdo 1:0,5, quando comparado com o controle (570 ppm de glaten). Esses
resultados ndo atingiram os valores esperados para que uma cerveja possa ser
denominada “sem gluten” ou com “baixo teor de gluten”, mas confirmam a capacidade
de degradacédo do glaten sob as condi¢cbes realizadas e também incentivam novos
estudos com concentracdes e proporcdes diferentes, representando uma alternativa
ao uso da prolil endopeptidase de A. niger a ser explorada em trabalhos futuros.

FANARI et al. (2018), em seu estudo sobre a producédo de cervejas artesanais

sem gluten, também testou a aplicacdo de AN-PEP, através da tentativa de producéo
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em escala piloto de uma cerveja American India Pale Ale sem glaten. O mosto foi
produzido com 25 kg de malte, 75 L de agua e 28 g de sulfato de calcio, seguindo o

seguinte perfil de temperatura:

Tabela 7: Perfil de temperatura, Etapa de mosturacao

Temperatura Tempo
68 °C 60 min
78 °C 10 min

Fonte: FANARI et al. (2018) (Adaptado)

Apos, foi adicionada agua a 78 °C até atingir um volume total de 130 L de mosto.
Na sequéncia, houve a etapa de fervura, onde foi adicionado 80 g de lGpulo ao inicio
e 10 g de um blend de nutrientes, que consiste em uma mistura de vitaminas, minerais
e micronutrientes para auxiliar as leveduras na etapa de fermentacdo, 10 min antes
do final dessa etapa. Ainda com a temperatura elevada, foi realizada a retirada do
precipitado formado durante a fervura e adicdo de mais 300 g de lupulo, para fins de
aromaticidade. Por fim, foi realizada a fermentacgéo (19 °C por 7 dias), maturagéo (4
°C por 14 dias) e refermentacao da cerveja maturada (22 °C por 14 dias) com adicéo
de 6 g/L de glicose e 0,05 g/L de levedura para a obtencéo do produto final. A diferenca
para a cerveja controle é que houve adicdo de AN-PEP (4 mL/hL obtida
comercialmente (DSM Food Specialties B.V.) no inicio da etapa de fermentacao.
Nenhum tratamento de estabilizacdo (filtracdo ou pasteurizagéo) foi realizado. Em
relacdo aos parametros de qualidade, a cerveja com aplicacdo de AN-PEP apresentou
maior % (v/v) de etanol quando comparado ao padréo, provavelmente devido a acao
da peptidase que liberou aminoacidos e peptideos no mosto que podem aumentar o
desempenho da fermentacdo. Para o pH e parametro de cor, ndo houve diferenca
estatistica entre as ambas. Para a turbidez houve diminuicdo, quando comparado ao
padrdo, assim como foi o resultado obtido por DI GHIONNO et al. (2017) e, para a
turbidez temporaria (Chill-haze), realizada a temperaturas baixas, houve diminuicédo
de aproximadamente 76 % quando comparado ao padrdo, esse fendbmeno ocorre
devido a interagfes entre os peptideos e os polifendis e a diminui¢cdo ocorreu pois a
acdo enzimética atuou nesses peptideos. Foi observado uma diminuicdo de

aproximadamente 20 % na estabilidade da espuma, quando comparado com O
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padrdo, esse resultado também foi obtido por DI GHIONNO et al. (2017) e esta
diretamente relacionado com o teor e tipo de proteinas no produto, embora as que
estejam envolvidas nesse processo ndo sejam as que estéo diretamente relacionadas
ao gluten. Por fim, foi realizado um teste triangular com 25 provadores comparando a
cerveja padrao com a tratada com AN-PEP e, ao nivel de 5 % de significancia, nao foi
percebida diferenca significativa entre as amostras. Quanto ao teor de glaten, ao final
da etapa de fermentacao, foi obtido um teor de gliten de 120 ppm para a cerveja
padrao e 21 ppm para a cerveja com AN-PEP, havendo, entdo, uma diferenca de
aproximadamente 82 % e, ao final da etapa de maturacéo, houve uma diferenca de
96 % no teor de glaten, quando comparada a cerveja padrdo e a cerveja com AN-
PEP. Em relacdo ao produto final, foi obtido um teor de gluten de 62 ppm para a
cerveja padrdo e 2 ppm para a cerveja onde foi aplicado o tratamento enzimatico,
havendo uma diferenca de aproximadamente 96 %. Logo, assim como o0s estudos
realizados por KNORR; WIESER; KOEHLER (2016), também foi possivel obter um
produto final sem glaten com a adi¢do do preparado enzimético AN-PEP, porém, no
presente estudo, somente com a adi¢do do preparado enzimatico na primeira etapa
de fermentacao foi possivel obter o objetivo almejado para o produto final, com uma
diminuicao de 1082 ppm de gluten (teor antes da etapa de fermentacao) para 2 ppm.

FIEDLER et al. (2019), em seu estudo, testou o efeito de 3 diferentes
concentracdes de AN-PEP para a producéo de cerveja sem gluten em escala piloto
usando um malte base claro. Além disso, também foi avaliado o efeito da etapa final
de filtracdo com terra diatoméacea e perlita para a quantidade de gliten no produto
final. A etapa de mosturacéo iniciou a 49 °C e teve fim ao atingir 76,7 °C. Apds, ocorreu
a filtracdo e a fervura, onde foi adicionado o lGpulo. Na sequéncia, foi realizada a
retirada do precipitado formado durante a fervura e resfriamento. Por fim, foi realizada
a fermentacéo (20 °C por 12 dias), maturacao (4 °C por 8,5 semanas — 59,5 dias) e
filtracAo com uma mistura de terra diatomécea a perlita para a clarificacdo do produto
final. Foram produzidos 4 tipos de cervejas, a diferenca entre elas foi a concentracao
de AN-PEP, obtida comercialmente (DSM Food Specialties B.V.), que foi adicionada
junto a etapa de fermentacdo: 0 mL/hL (controle), 1,7 mL/hL (meia dose de PEP), 3,4
mL/hL (dose completa de PEP, conforme recomendado pelo fabricante) e 6,8 mL/hL
(dose dupla de PEP). Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e os teores de

gluten iniciais e das medidas ao longo do processo foram diferentes para cada um
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deles. Ainda assim, foi possivel observar que, independente da concentracao de AN-
PEP adicionada, o teor de glaten ficou acima de 20 ppm para todas elas apés a etapa
de fermentacdo. Ao longo da etapa de maturagdo, no entanto, o teor de gluten foi
diminuindo, chegando a atingir teores abaixo de 20 ppm antes do tempo final de
maturacdo para alguns ensaios. Ao final, todas as amostras, independente das
concentractes de AN-PEP, obtiveram teor de gluten até 20 ppm para os ensaios 1 e
2 da triplicata. E, ap0s a filtragdo com terra diatomécea e perlita, todas as amostras
de todos os ensaios atingiram o limite de detec¢do do método usado (5 pmm), exceto
para o controle, que obteve valores maiores, porém ainda dentro do limite para
considerar o produto final sem glaten. Sendo assim, embora a triplicata tenha atingido
valores diferentes, teores de gluten até 20 ppm ja foram observados entre a segunda
e terceira semana de maturacdo (total de 8,5 semanas) independentemente da
concentracdo de AN-PEP e considerando também o controle. Além disso, a etapa final
de filtracdo reduziu significativamente os teores de gluten, considerando o valor obtido
ao final da maturagcdo sem o processo de filtracdo. Por isso, embora tenha havido
diferengas entre os valores da triplicada, o objetivo foi atingido: foi possivel produzir
uma cerveja sem glaten. Os resultados favoraveis obtidos em alguns ensaios
permitem futuramente estudar tempos reduzidos de maturacao e também a aplicacao
de somente meia dose de PEP quando ha uma etapa final de filtracdo com terra
diatomécea e perlita.

WATSON et al. (2019), em seu estudo sobre a fabricacéo de cerveja lager sem
gliten, do mesmo modo que os estudos anteriores, também usou a AN-PEP, porém
a aplicacéo foi testada em escala industrial (capacidade de 3000 hL), representando
uma proposta de estudo mais concreta em relacdo a possibilidade de obter uma
cerveja sem glaten comercialmente disponivel. A etapa de mosturacéo teve o seguinte

perfil de temperatura:

Tabela 8: Perfil de temperatura, Etapa de mosturacéo

Temperatura Tempo
64 °C 30 min
72°C 30 min
78 °C 10 min

Fonte: WATSON et al. (2019) (Adaptado)
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Apos, foi realizada uma etapa de filtracéo, adicéo de ltpulo, fervura e a retirada
do precipitado formado durante a fervura. Por fim, foi realizada a fermentacéo (12 °C
por 5 dias), adicdo de silica gel (atuam em proteinas de alto peso molecular para
melhorar a estabilidade e turbidez), maturacao (0 °C por 11 dias) e filtracdo com terra
diatoméacea e PVPP (PoliVinilPoliPirrolidona, usada para precipitacdo de polifendis e
estabilizacao da cerveja). A diferenca para a cerveja controle é que foi adicionado AN-
PEP (2,2 mL/hL) na etapa de fermentacdo. Em relacdo ao teor de gluten, ndo foi
observada diferenca significativa na diminui¢éo do teor de gliten em relacéo ao final
da etapa de mosturacdo e ao final da etapa de fermentacdo, quando ja havia sido
adicionada a AN-PEP. Houve diminuicdo significativa, de aproximadamente 82 %
quando a silica gel foi adicionada, porém comparando a amostra controle e com AN-
PEP néo houve diferenca significativa, indicando que provavelmente a diminuicao do
teor de gluten ndo ocorreu devido a acdo da AN-PEP, mas sim da silica gel. A maior
diferenca encontrada com o uso de AN-PEP foi a diminui¢édo do teor de polipeptideos
do glaten, tendo atingido valores de 10 ppm. Sendo assim, foi obtido 5 ppm de gluten
no produto final quando usados os processos de aplicacdo de AN-PEP e silica gel
combinados. Além disso, nao foi possivel perceber diferenca entre a cerveja controle
e a sem gluten, quando comparadas pelos consumidores.

BENUCCI et al. (2020), ja tendo constatado a eficiéncia do uso da prolil
endopeptidase de A. niger (AN-PEP) para producéo de cerveja sem gliten com base
em estudos anteriores, investigou a viabilidade da imobilizacdo da AN-PEP em um
suporte de quitosana para producdo de cerveja sem glaten, representando uma
alternativa favoravel, visto que a estabilidade operacional de uso da enzima é
favorecida, e, além disso, poderia permitir o uso em ciclos (reuso). Primeiramente foi
realizada a imobilizacdo enzimatica, através da imersdo sob agitagdo do suporte em
uma solucdo contendo AN-PEP. Foi determinado a concentracéo ideal da solugéo
com a enzima para imobilizagéo considerando nao somente a quantidade de AN-PEP
aderidas ao suporte, mas também a sua atividade enzimatica. Para isso, foram
realizadas medidas de concentracdo de proteina usando a BSA (Albumina de Soro
Bovino) como proteina padréo. Foi determinada a concentragéo da solugdo com AN-
PEP de 0,3 mgssaeq/mL, visto que a sua atividade apés a imobilizacao foi a maior,
considerando o teste em diferentes concentragbes (0,1 a 4,6 mgssaeqg/mL).

Significando que, uma concentragdo maior de enzima imobilizada né&o
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necessariamente implica em maior atividade enzimatica, pois podem ocorrer
interacbes entre as proteinas, devido a sua carga excessiva ho suporte,
comprometendo a sua atividade. Apds foi realizado um estudo comparativo entre o
pH e a temperatura ideal para atividade da enzima livre e imobilizada, para isso foi
usado a solucdo denominada cerveja sintética (tampé&o de acetato de sodio 0,1M, pH
4,5, 5% (v/v) de etanol). A temperatura 6tima para a enzima livre foi de 60 °C, enquanto
que para a enzima imobilizada, foi de 50 °C, porém obteve aproximadamente metade
da atividade enzimética quando comparada a obtida para a enzima livre na sua
temperatura 6tima. Ja o pH o6timo foi investigado a 20 °C (simulando uma temperatura
de pés fermentacdo) e também nas temperaturas ideais. Para ambas as enzimas,
independentemente da temperatura, foram obtidos maiores valores de atividade em
pH de 4,2 — 4,5, faixa que representa justamente o pH médio da cerveja. Para a
analise de teor de gluten, uma cerveja foi tratada em um reator de leito fluidizado com
a AN-PEP imobilizada simulando uma etapa posterior a etapa de maturacédo. Foi
determinado em estudos prévios 0s parametros para o reator a 20 °C, de modo que
0os biocatalisadores imobilizados ficassem em suspensédo e também houvesse a
recirculacéo da cerveja. A simulacdo de uma etapa posterior a maturacéao foi escolhida
pelo autor considerando que nas etapas anteriores ja ocorre uma diminui¢cdo no teor
de gluten naturalmente, seja desde a acdo de enzimas enddgenas na etapa de
mosturacdo até a precipitacdo de proteinas pela baixa temperatura, na etapa de
maturacdo (fermentacdo secundaria). Como resultado, o teor de gliten da cerveja
diminuiu de 65 ppm até 19 ppm apds 9h e até 15 ppm apds 10h. Sendo assim, foi
possivel obter um produto final sem gluten a partir de uma peptidase imobilizada, visto
que o tratamento continuo da cerveja no reator de leito fluidizado gerou resultados
positivos. No entanto, do ponto de vista operacional e de viabilidade, seriam
necessarios mais estudos a fim de verificar também o potencial efeito da imobilizacéo
enzimatica nas etapas anteriores do processo simulado por BENUCCI et al. (2020) e

também avaliar aspectos relacionados ao reuso.

39



5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve como objeto de estudo apresentar um panorama do
processo de obtencdo de uma cerveja sem gllten a partir da aplicacdo de enzimas
exdgenas. Foi possivel observar que, embora a doenca celiaca ja esteja presente na
realidade mundial, e ja tenham varios alimentos especialmente desenvolvidos para
essa parcela da populacdo, somente na ultima década comecaram-se os estudos
relacionados a producdo de uma cerveja sem gluten e, atualmente, elas ja estédo
disponiveis no mercado.

Além disso, a maioria dos artigos disponiveis na literatura estudam a aplicacéo
da peptidase obtida do mesmo microrganismo (A. niger) e ja disponivel
comercialmente, somente com variagcdes em relacdo aos parametros de processo,
concentracdo usada, como é feita a aplicacdo da peptidase ou escala de
processamento. Todos os artigos em que foi aplicada a enzima comercial, ela foi
adicionada na etapa de fermentacdo, somente no estudo desenvolvido por KNORR;
WIESER; KOEHLER (2016) houve aplicagdo de AN-PEP de maneira diferenciada dos
outros estudos, em duas partes, no inicio e ao final da fermentacdo. Em relacdo a
concentracdo de AN-PEP usada, somente o estudo de FIEDLER et al. (2019) testou
diferentes concentracdes. Considerando que o preparado enzimatico usado nesses
estudos ja € bem conhecido e usado, seria interessante testar o uso de diferentes
concentracbes, a fim de obter a ideal, uma vez que todos os autores que
desenvolveram seus trabalhos com a aplicacdo dessa peptidase, testaram em
diferentes tipos de cerveja, e, por isso, as concentracdes enzimaticas usadas em cada
artigo ndo sao passiveis de comparacao.

A aplicacdo de peptidases obtidas de outros microrganismos para a produgao
de cerveja sem gluten, ainda que apresentem uma outra alternativa, ainda sdo pouco
estudadas. No trabalho desenvolvido por SHETTY et al. (2017) foi estudada uma prolil
endopeptidase obtida de outro microrganismo, mas nao foi obtido o resultado final
desejado. No entanto, ainda que tenham sido estudadas duas concentracfes
diferentes da peptidase, ela foi aplicada na etapa de mosturacdo. Como ja foi citado
anteriormente, a maioria dos estudos relacionados a aplicacéo de enzimas exdégenas
para a producdo de cerveja sem gluten adiciona o preparado enzimatico na etapa de

fermentacao. Por isso, ainda que seja interessante a tentativa de aplicagdo enzimatica
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em outras etapas do processo, para um preparado enzimatico que esta recém sendo
isolado, purificado e aplicado, é interessante o estudo nas etapas do processo em que
ja se tem bastantes dados em relacao a resultados favoraveis.

A imobilizag@o enzimatica é uma técnica que vem sendo muito estudada, uma
vez que a enzima fica imobilizada em um suporte sélido. BENUCCI et al. (2020) em
seu estudo, testou a aplicacdo de enzimas imobilizadas para a obtencéo da cerveja
sem glaten e obteve resultados positivos. As principais vantagens nessa aplicagédo é
a possibilidade de separar a enzima do produto final com certa facilidade, trabalhar
em um sistema continuo e, consequentemente, fazer o reuso, porém no estudo, 0
autor ndo explorou essa grande vantagem da imobilizacdo enzimatica.

Sendo assim, muitos estudos em relagcdo a aplicacdo de enzimas exdgenas
para a obtencdo de cerveja sem glaten ainda sdo necessarios, ainda que ja se tenha
esse produto comercialmente disponivel no mercado, a variedade de estilos ainda é
limitado para esse tipo de produto, embora ja existam estudos com diferentes estilos
de cerveja. Por isso, esse € um tema que deve ser explorado pois ainda ha muito a
ser descoberto, para que cada vez mais as condigdes de processo sejam otimizadas

a fim que a oferta de produtos aumente.
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