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RESUMO

A cerveja é a bebida alcodlica mais consumida no mundo. Seu consumo esta associado a
festividades e comemoragfes, sendo reconhecida como uma bebida que contém ampla
variedade de compostos bioativos, vitaminas e minerais, capazes de promover beneficios
quando a sua ingestdo é feita de maneira moderada. Os consumidores estdo a cada dia a
procura de produtos diferenciados e até exclusivos, que podem ser obtidos a partir da
formulacdo de cervejas especiais. No mercado cervejeiro existem produtos que alegam
propriedades funcionais e promocdo do bem-estar dos consumidores, gracas a presenca de
flavonoides que estdo presentes na matéria-prima. O Brasil possui cerca de 22% de todas as
espécies vegetais do planeta, e devido a biodiversidade possui diversas plantas e frutos que
podem fornecer constituintes bioativos para a formulacdo de novos produtos. Diante do
exposto o objetivo desta pesquisa foi estudar a incorporacdo do flavonoide rutina, obtido
através da Fava d’anta (Diporphandra gardneriana Tulasne) no desenvolvimento de cervejas
especiais em diferentes pontos do processamento e estudar suas caracteristicas e estabilidade.
A Fava d’anta e a rutina purificada foram caracterizadas pelas técnicas de TG, DRX e
MEV/EDS. Neste contexto foram desenvolvidos quatro formulagdes de cerveja: a RUTBEER
Padrao, cerveja witbier padrao; a RUTBEER 001, adicionado fava d’anta em pd, juntamente
com lupulo, durante o processo de fervura; a RUTBEER 002, incorporando rutina durante a
fermentacdo da cerveja; e a RUTBEER 003, incorporando rutina durante a fervura do mosto.
Os parametros pH, Teor alcodlico, Solidos Soluveis Totais e Concentracdo Celular foram
acompanhados durante a fermentacdo das formulacdes de cerveja. ApOs as amostras
engarrafadas foram caracterizados quanto aos aspectos fisico-quimicos, microbioldgicos e
sensoriais, também foi realizado a determinacdo de rutina, isoquercetrina e kaempferol. Foi
escolhido a melhor formulacdo de RUTBEER e estudado sua estabilidade fisico-quimica,
microbioldgica e sensorial por 90 dias e a estabilidade dos flavondides presentes na amostra
por 180 dias, os resultados foram tratados atraves de teste de normalidade, ANOVA, Tukey e
analise de regressdo. A fava d’anta em pdé e a rutina purificada obtiveram resultados
semelhantes nas analises de DRX, onde foi constatado um valor maior de cristalinidade na
rutina, resultados que estdo de acordo com os encontrados na TG, maior quantidade de
eventos térmicos, e EDS, menor quantidade de substancias, e observados nas micrografias de
cada composto. Durante a fermentagdo o desenvolvimento da levedura, consumo de agucar e
0 aumento do teor alcodlico apresentaram comportamentos dentro dos aceitaveis para a

producdo cervejeira, sendo que a amostra RUTBEER 003 obteve resultados semelhantes ao



da RUTBEER Padrdo. Os parametros fisico-quimicos apresentaram diferenca significativa
entre os tratamentos estudados, onde as cervejas variaram o teor alcoolico de 4,78 a 6,04 %
(v/v), onde as amostras com teores mais baixos foram as preferidas na avaliacdo dos atributos
sensoriais, 0 teor de agucares residuais pode ter ajudado nesta aceitacdo, pois 0 consumidor
brasileiro é caracterizado por apreciar cervejas leves e refrescantes. A acidez das cervejas
sofreu uma alteracdo quando adicionado a fava ou a rutina, mas todas as amostras obtiveram
resultados dentro do preconizado pela legislagdo. Os parametros microbiologicos foram
estudados para garantir a qualidade do produto e a apresentacdo aos consumidores por meio
de analise sensorial, onde os atributos obtiveram resultados na faixa de aceitacdo hedoénica,
com destaque as RUTBEER 001 e 003 que apresentam valores semelhantes a RUTBEER
Padrdo, e ndo apresentaram diferenca significativa entre si no teste de ordenacdo-preferéncia.
A presenca de flavonoides residuais foi constada nos trés tratamentos com incorporacao, com
rendimentos variando de 20% a 83%, mas apenas a RUTBEER 003 apresentou valores
significativos de kaempferol e maiores taxas de isoquercitrina, pelo conjunto de fatores a
amostra RUTBEER 003 foi escolhida para realizacdo dos testes de vida de prateleira. Durante
os 90 dias foi observado um aumento da acidez total, o teor alcodlico, pH, acucares residuais
se mantiveram estaveis, ndo foi observado o crescimento microbiano, os atributos sensoriais
obtiveram diferenca significativa, tendo um leve decréscimo, mas ap6s 90 dias, se mantendo
na faixa de “Gostei moderadamente”. Os valores de rutina e isoquercitrina se mantiveram
estaveis durante os 180 dias de armazenamento, enquanto o valor de kaempferol teve uma
diminuicdo significativa gracas ao seu poder antioxidante. Com os resultados apresentados
podemos observar que a incorporacdo de fava d’anta e rutina purificada pode ser feita em
cerveja artesanal, sem prejuizo as caracteristicas do produto final e dos seus processos
tecnoldgicos. O tratamento com adicdo de rutina purificada na fervura obteve os melhores
indices de incorporacdo dos flavondides, e manteve a estabilidade dos parametros fisico-
quimicos, microbiol6gicos e sensoriais durante o teste de armazenamento. Com essas
caracteristicas a incorporacdo de rutina na cerveja se mostra uma alternativa viavel para o
desenvolvimento de um novo produto, atingindo as expectativas de mercado consumidor que

anseia por inovacéo e funcionalidade.

Palavras-chave: Cerveja. Fava d’anta (Diporphandra gardneriana Tulasne). Rutina.



ABSTRACT

Beer is the most consumed alcoholic beverage in the world. Its consumption is associated
with festivities and celebrations, being recognized as a drink that contains a variety of
bioactive compounds, vitamins and minerals, able to promote benefits when its intake is made
in a moderate way. The market is every day looking for different and even unique products,
thus arises the field of craft beers. In the brewing market there are some labels that guarantee
the functionality and well-being, thanks to the presence of flavonoids that are present in the
raw material and the Brazilian biodiversity is full of plants and fruits with this capacity,
among them is the routine present in Fava d 'anta. Against, the objective of this research was
to study the incorporation of flavonoid rutina, obtained through Fava d'anta (Diporphandra
gardneriana Tulasne), in an artisanal beer at different processing points and to study its
characteristics and stability. Fava d'anta and rutin purified were characterized by TG
techniques, XRD and SEM / EDS. In the sense were developed fourth beer formulations: the
RUTBEER Standard, beer standard witbier; RUTBEER 001, added fava d'anta powder,
together with hops, during the boiling process; RUTBEER 002, incorporating rutin during
beer fermentation; and RUTBEER 003, incorporating rutin during wort boiling. The pH,
Alcohol, Index Refraction and Cell Concentration were monitored during the fermentation of
the beer formulations. After the bottled samples were characterized for physico-chemical,
microbiological and sensorial aspects, the determination of rutin, isoquercetin and
kaempferol. The best formulation of RUTBEER was chosen and its physico-chemical,
microbiological and sensorial stability for 90 days and stability of the flavonoids present in
the sample for 180 days were evaluated. The results were treated by normality test, ANOVA,
Tukey and regression analysis. The powdered fava and rutin obtained similar results in the
XRD analyzes, where a higher crystallinity value was found in the routine, results that are in
agreement with those found in TG, higher amount of thermal events, and EDS, smaller
amount of substances, and observed in the micrographs of each compound. During the
fermentation, the development of yeast, sugar consumption and the increase of the alcoholic
content presented behaviors within acceptable for brewing, and the sample RUTBEER 003
obtained results similar to the RUTBEER Standard. The physical-chemical parameters
presented a significant difference between the treatments studied, where the beers varied the
alcohol content from 4.78 to 6.04% (v/v), where the samples with lower levels were preferred
in the evaluation of the sensorial attributes, the residual sugars content may have helped in
this acceptance, since the Brazilian consumer is characterized by the Standard lager. The



acidity of the beers underwent a change when added fava or rutina, but all the samples
obtained results within the recommended by the legislation. Microbiological parameters were
studied to ensure product quality and presentation to consumers through sensory analysis,
where the attributes obtained results in the range of hedonic acceptance, with highlights
RUTBEER 001 and 003 that present values similar to RUTBEER Standard, and did not
present significant differences among themselves in the order-preference test. The presence of
residual flavonoids was observed in the three treatments with incorporation, with yields
varying from 20% to 83%, but only RUTBEER 003 presented significant values of
kaempferol and higher rates of isoquercitrin, by the set of factors the sample RUTBEER 003
was chosen for carrying out the shelf life tests. During the 90 days an increase in total acidity,
alcohol content, pH, residual sugars remained stable, microbial growth was not observed,
sensorial attributes obtained a significant difference, having a slight decrease, but after 90
days, maintaining in the "I liked moderately" range. The values of rutin and isoquercitrin
remained stable during the 180 days of storage, while the value of kaempferol had a
significant decrease due to its antioxidant power. With the results presented can be seen that
the incorporation of fava d'anta and rutin can be made into craftbrewing, subject to the
characteristics of the final product and its technological processes.The treatment with addition
of rutin in the boil obtained the best rates of incorporation of the flavonoids, and maintained
the stability of physical-chemical, microbiological and sensory parameters during the storage
test. With these characteristics the incorporation of rutin in beer is a viable alternative for the
development of a new product, reaching the expectations of the consumer market that longs

for innovation and functionality.

Keywords: Craftbrewing. Rutin. Fava D’anta (Diporphandra gardneriana Tulasne).
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1 INTRODUCAO

A cerveja € a bebida alcoolica mais consumida no mundo, sendo elaborada a
partir da sacarificacdo e fermentacdo de malte de cevada, adicionado de lupulo e &gua. O
mercado cervejeiro mundial é dominado por industrias tradicionais, que trabalham com foco
na producdo em massa, todavia tendéncias atuais apontam para o desenvolvimento de
produtos inovadores, reinventando a forma como a cerveja € apresentada aos consumidores,
resultando em bebidas com caracteristicas impares, que oferecem uma gama de cores, sabores
e beneficios a quem consume o produto regularmente (AQUILANE et al., 2015; HINDY,
2015).

Estudos recentes tém comprovado que o consumo moderado de cerveja pode
conferir beneficios ao sistema imune, elevar a concentracdo sérica da fracdo de colesterol
HDL — c (lipoproteina de alta densidade, o colesterol “bom”), além de promover o aumento
da taxa de antioxidantes no corpo, contribuindo potencialmente para a prevencao de doengas
cardiovasculares (DUCRUET et al., 2017).

Quanto a sua composicao, a cerveja apresenta elevados teores de carboidratos,
aminoacidos, minerais, vitaminas e compostos fenolicos, estes Gltimos em sua maioria dos
tem sua origem no malte e além de sua atividade bioldgica, notadamente suas acdes como
antioxidantes, contribuem para a cor, corpo e estabilidade da bebida (LEITAO et al., 2011).

O enriquecimento de cervejas com nutrientes e compostos bioativos, provenientes
de frutas e vegetais, acrescenta novos sabores e aromas, conferindo estabilidade a bebida, bem
como alegacdo de propriedades funcionais, sendo essa pratica comum em diversos paises € a
partir da qual, resultam algumas das melhores cervejas do mundo, a exemplo das Lambic’s
Belgas (DAENEN, et al. 2008; DONADINI e PORRETTA, 2017).

No mercado cervejeiro atual, existem diversos rétulos de cervejas que revelam a
presenca de rutina proveniente do trigo serraceno (Fagopyrum esculentum), todavia, uma
alternativa para a producdo deste tipo de bebida adaptada a realidade da biodiversidade da
flora brasileira, ¢ a utilizagdo da Fava d’anta (Diporphandra gardneriana) como fonte de
rutina, considerando-se que seu fruto apresenta um teor de 8% deste componente (BRECHO,
2009).

A espécie Dimorphandra gardneriana Tulasne, tem relevancia funcional,
considerando-se que seus frutos sdo ricos nos flavonoides rutina, quercetina e isoquercitrina,
dos quais, a rutina é utilizada como principio ativo na elaboracdo de medicamentos

relacionados a prevengdo e ou tratamento de doencgas do aparelho cardiovascular, dessa
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forma, o cultivo desta espécie desempenha um importante papel na economia de comunidades
extrativistas, que podem atuar como fornecedores de matérias-primas para a industria
farmacéutica, destacando-se no Estado do Ceara a regido do Vale do Araripe (SILVA et al.,
2012).

O sistema de coleta do fruto do faveiro iniciou-se na década de 70 no Brasil,
sendo esta matéria-prima explorada devido & quantidade de flavonoides presentes, que sdo
encontrados em concentracGes que perfazem cerca de 10% do peso de seu mesocarpo. A
rutina € o principal composto obtido da fava e também o mais exportado, em 2015, era o 8°
produto com acdo farmacoldgica mais vendido pelo Brasil no mercado externo, sendo que
95% da producdo vém das espécies de Dimorphandra gardneriana e Dimorphandra mollis
conhecidas popularmente como fava d"anta e barbatimao falso, respectivamente (HUBINGER
et al., 2009; GOMES, 2000; EUQUERES, 2009; ABIQUIF, 2018).

A rutina é um flavonéide do género das flavonas, com elevada atividade bioldgica
favorecendo a absor¢éo de vitamina C pelo organismo, inibindo a formag&o de radicais livres,
além destas fungdes, atua como adjuvante no controle da hipertensdo arterial, aumenta a
resisténcia dos vasos capilares, prevenindo a inflamacdo das veias hemorroidarias e
desenvolvimento de varizes, sendo também atribuida a este flavondide atividade
antimicrobiana (TAPAS et al., 2008; SANTOS et al., 2009; SANDHAR et al., 2011).

Diante do exposto, 0 objetivo desta pesquisa foi estudar a incorporacdo do
flavonoide rutina, obtido da Fava d’anta (Diporphandra gardneriana Tulasne), em cervejas
especiais e caracterizar o produto, quanto a sua viabilidade de comercializacdo, face as
alteracbes promovidas pela incorporacdo deste componente em suas caracteristicas

tecnoldgicas e sensoriais.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fava D’anta (Dimorphandra gardneriana Tulasne)

A espécie Dimorphandra gardneriana Tulasne ¢ conhecida como fava d’anta ou
faveiro, é uma arvore brasileira leguminosa nativa, ocorrendo naturalmente nos estados do
Maranh&o, Piaui, Ceara, Bahia, Para, Goias, Matogrosso e Minas Gerais (MONTANO et al.,
2007).

No estado do Ceard, Costa et al. (2007) registrou sua ocorréncia na Unidade de
Conservacdo Floresta Nacional do Araripe (CE), onde o extrativismo é a principal forma de
exploracdo do fruto da faveira (Figura 1).

De acordo com Corréa (1984) é uma éarvore de pequeno porte, comumente
encontradas no cerrado, seus frutos se caracterizam pela forma de vagens com comprimento
de até 15 cm, apresentam mesocarpo farinaceo de sabor adocicado, onde sdo encontrados
glicosideos flavénicos, principalmente a rutina em teores que podem perfazer cerca de 10%
do seu peso total do fruto seco.

Considerado por muitos a “bengéo do Cariri”, esse fruto possui elevados teores de
compostos bioativos e além de rutina, sdo encontrados também em concentracfes menores, 0S
flavonoides quercitina e kaempferol (CRAVEIRO, 2014; HUBINGER et al, 2009).

Figura 1 — Fruto maduro da fava d’anta.
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Segundo a Filizola (2013) as faveiras sdo exploradas ha anos no Cerrado
brasileiro, onde os extrativistas costumam vender o fruto sem nenhum beneficiamento. A
extracdo dos flavondides é feita por empresas do ramo farmacéutico, ficando com

consideravel parcela do lucro agregado do produto.
Na Figura 2 é apresentada a ocorréncia de Dimorphanda gardneriana Tulasne no

Brasil, mostrando a importancia ecologica e cultural da espécie para o sertdo nordestino.

Figura 2 — Ocorréncia da Dimorphanda gardneriana Tulasne no Brasil.
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Legenda: A: Ocorréncia da Dimorphanda gardneriana Tulasne no Brasil;
B: Visdo ampliada da distribuicdo ao sul do estado de Ceard; C:
Localizagdo geogréfica das principais unidaes de conservacdo onde ha
ocorréncia de Dimorphanda gardneriana; 1: Area de Preservacio
Ambiental do Araripe; 2: Floresta Nacional do Araripe-Apodi.

Fonte: Matos (2015).
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Conforme citado anteriormente, por apresentarem elevadas concentragfes dos
flavonoides rutina, quercetina, isoquercitrina, os frutos da faveira sdo utilizados como
matérias-primas para obtencdo destes compostos, que sdo utilizados na elaboracdo de
medicamentos para tratamento de doencas circulatorias, desempenhando papel crucial na
economia de comunidades extrativistas onde sdo coletados e comercializados com empresas
farmacéuticas. A faveira é também usada como planta ornamental, devido ao belissimo
aspecto da arvore principalmente quando em periodo de floragdo, sendo recomendada para
arborizacdo puablica, em areas alteradas nos cerrados, por ser uma planta pioneira em seu
ambiente nativo e para plantios destinados ao fornecimento de matérias-primas as industrias
que utilizam os seus frutos para extracdo de flavondides destinados a fabricacdo de
medicamentos (ALCANTARA, 2017).

A rutina e a quercetina estdo entre os dez produtos com acdo farmacoldgica mais
exportados pelo Brasil. Os frutos da fava d’anta s@o coletados por inteiro, incluindo-se as
sementes, embora a rutina e demais compostos quimicos de interesse industrial se localizam
no mesocarpo do fruto. A coleta geralmente € feita por comunidades extrativistas (ABIQUIF,
2018; EUQUERES, 2009; ALCANTARA, 2017).

O desenvolvimento de tecnologias para purificacdo e extracdo dos flavonoides da
Fava d’anta, vem sendo estudado por pesquisadores nacionais, € a agregagao dessa matéria-
prima em produtos alimenticios, € uma forma de agregar mais valor, além de garantir
caracteristicas funcionais ao alimento ao qual ela for incorporada.

Santos et al., (2006) caracterizou as classes quimicas no extrato etanélico dos
frutos do faveiro, observando o aparecimento e a intensificacdo de cores diversas, indicando a
presenca de varias subclasses de flavonoides, o destaque ficou com a cor vermelha, que é
indicativo da presenca de flavondis, flavanonas e flavononaois.

Alcantara (2017) estudou a quantidade de flavonoides em Dimorphandra
gardneriana Tulasne em diferentes areas de manejo, com diferentes extratos, encontrando
valores que variaram de 6% a 12% de rutina no mesocarpo dos frutos, encontrando nos
extratos etandlicos e hidroalcodlicos seus maiores resultados. Isso acontece devido a
capacidade de absorcdo do alcool, garantindo assim maiores concentracdes de flavonoides
liberados em solugBes que possuem etanol como solvente (TOMAS-BARBERAN, ESPIN,
2001).

Os flavondides (rutina, quercentina e isoquercitrina), presentes na fava d’anta,
protegem a planta de danos causados pela fotoxidacgéo, a poluicdo ambiental, insetos, fungos,
virus e bactéria (SOUSA-JUNIOR et al., 2016).
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2.1.1 Flavonoides da Fava d’anta

Em 1930, uma nova substancia foi isolada de laranjas, foi classificada a principio
como uma vitamina — vitamina P, porém estudos posteriores demonstraram se tratar de um
flavonoide, a Rutina (NIJVELT et al., 2001). Desde entdo ha uma intensa tentativa em isolar e
estudar este e outros flavonoides (MACHADO, 2005).

O consumo de flavondides pode prevenir a disfuncdo endotelial através de um
processo de vasorelaxamento que leva a diminuicdo da pressao arterial. Varios flavonoides
como a rutina, quercetina, miricetina e Kaempferol foram objetos de estudo por suas
propriedades em inibir a agregacdo plaquetaria. Por outro lado, verificou-se que compostos
como flavondis sdo particularmente anti-tromboticos devido a sua capacidade de neutralizar
os radicais livres e manter uma concentracdo de prostaciclina e 6xido nitrico apropriadas
(TAPAS et al.,2008).

Os flavonoides estdo entre 0s mais importantes grupos de compostos bioativos
encontrados no reino vegetal. Mais de 4.000 deles ja foram identificados em fontes vegetais,
sendo suas maiores classes os flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas,

isoflavona, diidroflavonois, e chalconas (YAO et al., 2004).

Tabela 1 — Principais subclasses de flavondides.

Sub-classes Cor Flavonoides Fontes alimentares
representativos
Antocianidina | Azul, vermelho e Cianidina Macas, cha, cerveja, sucos
violeta de uva e vinho
Flavanol Incolor e amarelo  Catequinas, Frutas citricas
epicatequinas
procianidina
Flavanona Incolor e amarelo  Hisperidina, Naringenina  Cereais, frutas
Flavona Amarelo claro Apigenina, Luteolina Flores e vegetais
Flavonol Amarelo claro Miricetina, quercetinae  Cebolas, macas,cha,
rutina tomates, trigo sarraceno,
fava d’anta
Isoflavona Incolor Genisteina, Diizeina Legumes (derivados da
soja)

Fonte: BRECHO (2009)
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A rutina (3-o-rutinosideo-quercetina), quando purificada se apresenta na forma
de um po6 amarelo-esverdiado, € caracterizada como um composto polifendlico amplamente
distribuido em diversas espécies vegetais. E um flavonol glicosidico pertencente a classe de
flavonoides. Apresentando propriedades importantes para a saide humana, com destaque para
sua atividade antioxidante. Além de possui outras atividade farmacoldgica comprovadas,
como agles antialergénica, anti-inflamatdria, anti-hepatotoxica, anti-hipertensiva e vasoativa,
além atuar na prevencdo de danos causados pelos agentes oxidantes (CHUA, 2013;
PEDRIALLLI, 2005; PINTO, 2014).

Sendo que esse flavondide que tem sido intensamente pesquisada e 0s resultados
estdo interessando constantemente das industrias farmacéuticas e de alimentos. A estrutura
dos flavonoides estd baseada em um nucleo que consiste de trés aneis fendlicos e a rutina tem
ligados a esta estrutura basica os aclcares glicose e raminose, conforme apresentado na figura
3.

Figura 3 — Estrutura molecular da rutina.

OH
S W, W S, W
] "OH
O
@ |
o} /\/ OH
Ry OH
OH O OH
__\O/ CH;
on O -oH

Fonte: Pedriali, 2005.

Segundo Brecho (2009) as principais fontes de rutina sdo:

« A arvore japonesa pagoda — Sophora japonica L, fabaceae: uma arvore

encontrada no norte e centro da China e de seus bhotdes e flores sdo extraidos de 15 a 20% de
rutina (PEDRIALLI, 2005).

» Trigo sarraceno — Faopyrum esculentum Moech, E. tataricum (L.) Gaenth.,

Polygonaceae: é um peseudoceral de origem chinesa, cultivado na Europa, suas folhas contem
2-8% de rutina (COUCH et al., 1946).

* Frutos (favas) do faveiro — Dimophandra mollis e Dimorphandra gardneriana

contem rutina na proporcao de 8g para 100g de pericarpo (CHAVES, 2003). E uma espécie



25

arbérea nativa do Brasil, encontrada em regifes de cerrado nos estados do Para, Goiés, Mato
Grosso, Minas Gerais, S&o Paulo, Mato Grosso do Sul e na Caatinga Nordestina (CHAVES,
2003).

Chua (2013) adiciona a essa lista as espécies Maranta leuconeura E. Morren
(Marantaceae), Orchidantha maxillarioides (Ridl) Schum (Lowiaceae), Eucalyptus spp.
(Mytaceae), Canna indica L. (Cannaceae), Canna edulis ker Gawl. (Cannaceae) e Labisia
pumila (Blume) Mez (Primulaceae).

Patrak et al., (1991) elucida que a rutina associada ao acido ascorbico, facilita a
absorcdo de ambos. Além de serem fatores associados ao tratamento de algumas doengas
hemorréagicas ou de hipertensdo, pois sugere que a rutina ajuda a normalizar a resisténcia e a
permeabilidade da parede de vasos sanguineos. Melhorando sintomas como perda da acuidade
visual e alteracGes no campo visual.

Segundo Landim (2012) a rutina reduz a concentracdo da fragdo LDL — c
(lipoproteina de baixa densidade, o colesterol “ruim”), atua no fortalecimento da estrutura da
parede de vasos sanguineos; sendo usada no tratamento de pequenas varizes e celulites. E
empregada ainda para o preparo de cirurgias em pacientes afetados com ictericia, pois exerce
uma influéncia benéfica sobre as hemorragias no tratamento profilatico de trombose.

Valores como 50-100mg de rutina ja garantem essa funcionalidade, vale ressaltar
que, ela é soltuvel em elevadas temperaturas, ou em solventes como metanol e solucdes hidro-

alcoolicas, justificando seu emprego na formulacdo de cervejas especiais.
2.2 Cerveja Artesanal

O processo cervejeiro esta presente na alimentacdo humana, desde a formacédo de
antigos povos como 0s sumeérios, babilénicos e assirios, pois estas civiliza¢des utilizavam os
cereais como base de sua alimentacdo desde 8000 a.C. Segundo SINDCERYV (2017), a cerveja
é uma bebida com uma grande aceitacdo popular, e seu consumo tornou-se um fator cultural,
além de promover beneficios a salde quando consumida moderadamente, é uma bebida
saborosa, nutritiva e com uma diversidade de formas e apresentagdes que a ajudam a ser a
bebida alcodlica mais difundidas no mundo. J& no Brasil as preferidas sdo as mais claras e
leves.

A familia real portuguesa, trouxe a cultura cervejeira para o brasil em 1808, a
época existiam duas opgoes de bebida, a “Gengibirra” feita de farinha de milho, gengibre,

casca de limdo e agua, ¢ a “Caramuru” feita de milho, gengibre, aglcar mascavo e agua
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(SANTQOS, 2008). Posteriormente houve uma evolugdo no processo cervejeiro e nos dias
atuais a ciéncia cervejeira é objeto de estudo multidisciplinar, envolvendo areas da
engenharia, bioquimica e microbiologia (BAMFORTH, 2009).

2.2.1 Mercado cervejeiro

Em 2017, o nimero de cervejarias cresceu cerca de 500% se comparado a ultima
década, totalizando 8903 rotulos registrados nos 6rgdos fiscalizadores no Brasil. Podemos
caracterizar esse mercado em duas categorias: Grandes empresas, multinacionais, lideres de
mercado, dominando o segmento mainstream, que sao cervejas populares visando vendas em
volumes e atuam em todo o territorio; e pequenas empresas, microcervejarias, que procuram
preencher um nicho de mercado com cervejas de maior variedade e sabores, atuando sempre
em mercados regionais (MARCUSSO, MULLER, 2018; HINDY, 2015).

Os dois segmentos possuem importancia impar para o pais, pois enquanto por um
lado as grandes empresas mostram forca comercial, prestando um servico de distribuicdo
neste pais de magnitudes continentais, enquanto as pequenas empresas garantem uma
diversidade de mercado, aquecendo mercados regionais, entre outros.

O mercado cervejeiro contribui com 2% do PIB do Brasil, elevando as financgas de
diversos municipios brasileiros, que vao desde a producdo da cevada, maltaria até a instalacao
e manutencdo das zonas fabris, os centros de distribuicdo e toda rede que forma esse
importante segmento do mercado nacional, gerando uma arrecadacdo de 21 bilhdes em
impostos e 2,7 milhGes de empregos diretos e indiretos (SINDCERYV, 2017).

Alguns fatores que levaram ao crescimento do setor é o surgimento de diversas
cervejarias com a denominacdo artesanal, criadas para satisfazer um mercado cada vez mais
exigente quando no que diz respeito a diversidade de sabores, gostos, aromas do produto. O
grafico da figura 4 apresenta o crescimento do nimero de estabelecimentos (cervejarias) no
Brasil, entre os anos de 2002 a 2017, sendo evidente a elevagdo da quantidade de plantas de
processamento cervejeiro licenciadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento.
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Figura 4 — Crescimento do nimero de cervejarias no Brasil, entre 2002 e 2017.
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Fonte: MARCUSSO e MULLER (2018)

No Brasil as microcervejarias “modernas” ou microcervejarias artesanais surgiram
na década de 1980, com um movimento similar ao dos Estados Unidos na década passada,
com cervejarias de pequeno porte surgindo sob a forma de pequenas industrias ou pubs que
elaboravam seus préprios produtos. A primeira microcervejaria moderna brasileira foi a
Bavarium Park, fundada em 1984, no municipio de Curitiba - PR. Posteriormente veio a
cervejaria Scott Ashby, fundada em 1993 em S&o Paulo. Em seguida surgiram outras
empresas como a Eisenbahn e a OPA Bier em Santa Catarina, Baden e Colorado de Séo Paulo
e no nordeste temos a Draft Bier no estado do Ceard (MATOS, 2012).

Segundo Kalnin (1999), esse setor vem se consolidando como um segmento de
mercado protegido, pois a intencdo destes tipos de estabelecimentos ndo € concorrer
diretamente com as poderosas lideres que conseguem trabalhar com pre¢os muito baixos, mas
sim, atingir um tipo de consumidor diferente, que se importa com caracteristicas sensoriais
especificas da cerveja: cor, sabor, aroma, teor alcodlico, amargor, sabor residual, dentre
outros.

Em 2006 havia cerca de 60 microcervejarias no Brasil, e em 2014, ja existiam
206, o que representa um consideravel aumento do setor em menos de uma década. Outro
ponto que merece destaque é que engquanto as grandes industrias crescem em torno de 6% ao
ano, as microcervejarias crescem 14%, esse fendmeno estd sendo apelidado de “Revolugao
das Cervejas Artesanais” na midia, e esses indicativos demonstram um mercado atraente em
franca expansdo que pode e deve ser mais bem explorado (ERTHAL, 2006; SINDCERV,
2017).

Em paises como os Estados Unidos, em 2006, o mercado de microcervejarias
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representava 2,7% de todo mercado de cerveja do pais, onde atuam cerca de 1500 inddstrias,
contabilizando 3,3 bilhdes de dolares. Assim, como nos EUA, na Europa as microcervejarias
ja tém um setor consolidado, com diversos estabelecimentos produzindo, servindo ou
comercializado o préprio chope ou cerveja (ERTHAL, 2006).

Isso mostra como o setor de cervejas especiais tem um grande potencial de
crescimento no mercado brasileiro, pois 0s estados da Federacdo estdo propicios aos
investimentos em craftbrewing, onde se pode obsevar tanto a presenca de microcervejarias,
quanto a tradicdo de organizarem eventos e reunides, como festivais, degustacées, sindicatos,
associag0es, entre outros.

Bezzi (2009) relata que parte do sucesso das microcervejarias no Brasil se deve ao
aumento do poder de consumo da classe C, que se da ao luxo de comprar produtos com uma
qualidade superior, bem como a conscientizacdo das classes A e B, que hoje ja estdo mais
abertas as novidades, entendendo que a cerveja pode ser uma bebida tdo diversificada e fina
quanto o vinho,considerando-se que a mesma possui no minimo equivaléncia sob a Otica
nutricional no combate a doencas cardiovasculares (WRIGHT, 2008).

As microcervejarias utilizam um marketing share diferenciado para atrair seus
consumidores, em contrapartida aos precos elevados de seus produtos, por exemplo, usar
ingredientes tipicamente regionais, dar énfase aos beneficios do produto, como os da salde,
fazem alus@o a primeira lei de processamento de alimentos (lei alemad de pureza de 1516
Reinheitsgebot), venda de cervejas “vivas” para os produtos ndo submetidos ao processo de
pasteurizacdo, referindo-se as leveduras presentes no produto e uso inimeros tipos de maltes,
lapulos e adjuntos, dentre outros (MATQOS, 2012).

Para garantir qualidade as microcervejarias precisam oferecer produtos com
matéria-prima de alto padrdo de qualidade, o que eleva seus precos a uma faixa acima dos
lideres de mercado, que utilizam adjuntos cervejeiros mais baratos, buscando baixar o custo
de producéo.

Sleiman et al., (2010) constaram que das 161 amostras de cervejas avaliadas em
seu trabalho, 95,6% utilizavam malte e adjunto cervejeiro, onde 91,3% utilizaram adjunto de
milho ou cana, 4,3% apresentaram adjuntos de arroz e apenas 4,3% foram declaradas de “puro
malte”. Os resultados do estudo mostram que os adjuntos cervejeiros estdo presentes nas
cervejas oriundas das maiores empresas cervejeiras do pais, e fazem parte da estratégia de
mercado, enguanto as microcervejarias, por sua vez, adotam outra estratégia no
desenvolvimento de seus produtos.

Os consumidores apresentam maior tendéncia ao uso de alimentos considerados
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saudaveis, ocorrendo um aumento no consumo de bebidas & base de frutas e de extratos
vegetais. As microcervejarias estdo atentas para esse fato e buscam novos tipos de bebidas,
sabores, nichos de mercado, além de melhorar a sua qualidade e popularizar seu consumo
(BEZZI, 2009).

Cooper (2013) afirma que o desenvolvimento de produtos é de vital importancia
para a sobrevivéncia e o crescimento da maioria das empresas. Devido a fatores como
desenvolvimento tecnoldgico, crescimento da concorréncia externa, licenciamento de marcas
importadas, competitividade do setor e exigéncia do consumidor, que apresenta novos valores
de preferéncia, notando, por tanto um constante desenvolvimento e lancamento de produtos,
acompanhando ao aumento da exigéncia do consumidor aumentou ao escolher entre os itens e
marcas a sua disposicao.

A demanda de desenvolvimento de novos produtos, o grau de exigéncia dos
consumidores, a necessidade de estudos e pesquisas que apontem alternativas para o
aproveitamento de matérias-primas regionais, com intuito de aumentar a economia regional e
minimizar a distancia e acesso a informacdo, sdo fatos que constatam a relevancia do estudo.

O Beer Judge Certification — BJCP e o Brewers Association — BA séo 0s
principais guias de estilos de cerveja conhecidos no mundo, classificando as cervejas em sub-
estilos, escolas cervejeiras, atributos sensoriais, dentre outros. Atualmente existem quatro
escolas cervejeiras: a Alemd, a Belga, a Inglesa e a Americana, a producdo artesanal brasileira
preza pela diversidade, reunindo influéncias destas quatro escolas (OLIVER, 2012).

Oliver (2012) caracteriza a Witbier como um estilo de cerveja belga fabricada
com malte de cevada e trigo, e condimentada com coentro e casca de laranja. Algumas
variagdes podem incluir aveia, lim&o siciliano, gengibre e pimenta. A Witbier possui um tom
dourado palido, coroado por um colarinho branco firme, formado por proteinas do trigo e alta
carbonatacdo. Seu aroma e seu sabor sdo agradavelmente criticos, sendo uma cerveja muito
refrescante, possuindo uma combinacao entre o adocicado da laranja com uma acidez refinada
e seca.

O estilo belga, especialmente a Witbier combinam com o verdo brasileiro, sendo
uma cerveja com sabor frutado agradavel e refrescante. Cada vez mais cervejarias do pais
estdo produzindo suas versdes. Outra saida do estilo é ser uma op¢éo para quem nédo esta
muito acostumado com variedades mais fortes e encorpados de cerveja, ou para aqueles que
estdo iniciando o consumo de cervejas artesanais (HINDY, 2015).

Sao varios os rotulos no mercado internacional de cervejas que buscam a alegacao

funcional justamente pela presenga de compostos flavondis provenientes de fontes naturais
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como o trigo serraceno, frutas vermelhas, goji berries.

Por que ndo utilizar matérias-primas regionais para garantir essa mesma
funcionalidade em cervejas artesanais nacionais, logo surgiu a necessidade de se estudar
fontes de flavonois como o fruto da faveira e conseguir extrair esses compostos garantindo

assim uma funcionalidade a cerveja.

2.2.2 Cerveja como alimento funcional

A cerveja é produto elaborado a partir de matérias-primas naturais que pode
apresentar diversos aspectos benéficos a salde. Na sua composi¢do possui uma ampla gama
de carboidratos de cadeias ramificadas, que ndo sdo digeridos e funcionam como fibras
sollveis, além de aminoacidos essenciais e antioxidantes. O lupulo ainda transfere para a
cerveja vitaminas, polifendis, flavondides e a lupulina, aumentando ainda mais os beneficios
desse produto (BAMFORTH, 2009).

Diversos estudos demonstraram que o consumo moderado de bebida alcoodlica é
benéfico a salde, sendo gque o alcool atua como agente oxidante, reduz o colesteroal HDL e
colabora com a circulacdo sanguinea, justificando seu efeito na reducdo do risco de doengas
cardiovasculares (LINDBERG e AMSTERDAM, 2008; DIAZ et al., 2008; GRANATO et al.,
2011; KLATSKY, 1999).

A matriz cervejeira é hidroalcodlica, alguns componentes sdo potencializados
nessa matriz, como os polifendis e flavondides, que também podem auxiliar na prevencao de
doencas coronarias (BOOYSE et al., 2007).

Alimentos funcionais tém entre suas caracteristicas fazer parte da dieta humana,
diminuir o risco de doencas cronicas e proporcionar beneficios a saude. Eles devem ter uma
caracteristica inovadora e ndo ter caracteristica de medicamento. Segundo Cukalovic et al
(2010), a cerveja esta entre os exemplos de produtos que podem funcionar como matriz para o
desenvolvimento de bebidas funcionais e produtos com atividade farmacodinamica especifica.

No Brasil inmeras espécies sdo utilizadas na forma de cha para o tratamento de
enfermidades e também como forma de se obter algum extrato com propriedade funcional.
Existe alguns ingredientes cervejeiros que séo utilizados no Brasil na forma de infusdes e cha.

Alguns deles descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Ingredientes utilizados em formulacgdes cervejeiras.

Ingrediente Estilo de cerveja
Gengibre Winter ale / Farm house Ale / Pumpkin Ale
Canela Winter ale / Farm house Ale / Pumpkin Ale
Coentro Witbier
Casca de Laranja Witbier
Café Stout/Porter
Cacau / Chocolate Stout / Imperial Stout / Porter

Fonte: MONTEIRO (2016).

A semente de coentro possui um aroma refrescante e sabor marcante sendo
largamente utilizada na forma seca, mascarando odores resultantes de processos envolvendo
calor. Ela possui atividade atividades antimicrobiana, antioxidativa, hipoglicemiante entre
outras. Sua atividade antioxidativa é devido a compostos bioativos presentes na semente.
Além disso os acidos graxos tém se mostrado efetivos para reduzir o nivel de colesterol no
sangue (SAKURAI et al., 2016).

A casca da laranja é rica em flavonoides e diversos metabolitos secundarios,
responsaveis por sua protecdo contra fatores bidticos e abidticos, como terpenoides,
carotenoides, cumarinas, furanocumarinas, garantindo assim uma alta atividade antioxidante,
além garantir sabores e aromas citricos, acidos e amargos (AHMAD et al., 2006,
GERHARDT et al., 2012).

Ja existem produtos que aproveitam a biodiversidade brasileira: por exemplo a
cervejaria Amazon Beer que inovou ao usar frutas e especiarias tipicas da regido em
diferentes formulacGes de cervejas, como tapereba, priprioca, semente de cupuagu e bacuri.
Uma vez que a escola de cervejarias belgas produz algumas edic¢des limitadas de produtos
com jambu, cubeba, iquiriba, puxuri, cumaru-tonka e amburama (MONTEIRO, 2016).

FormulagOes do estilo Witbier se destacam no grupos do estilo belga, por ser
criativo e por combinar o tradicional com o contemporaneo, além de ndo abandonarem a
cultura de adicionar especiarias (MORADO, 2009).

Reitenbach (2010) elaborou uma cerveja Lager, com propriedades funcionais
devido a adicdo de levedura Saccharomyces boulardii, onde esses microrganismos sdo
conhecidos por melhorar o estado da microbiota intestinal, o sistema imunoldgico e a

digestao.
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Cukalovic et al (2010) desenvolveu cervejas mainstream, incorporando
Ganoderma Lucidium, visando melhorando os atributos sensoriais e a quantidade de
componentes bioativos.

Ducret (2017) desenvolveu uma Amber Ale com goji berries, frutas com
propriedades anti-aglutinante, propriedades vasodilatadoras e melhora o sistema autoimune.
Granato (2011), Daenen et al., (2008), Bamforth (2006), Asante (2008) elaboraram cervejas
com adicdo de frutas, com o objetivo de melhorar as caracteristicas sensoriais da cervejas,
como também seus compostos bioativos.

A incorporacéo de adjuntos e matérias-primas busca reacender uma arte milenar,
com seus diferentes sabores, aromas e experiéncias sensoriais. Segundo Donadini (2017), a
atracdo do consumidor por cervejas especiais e funcionais tem se aflorado ao longo dos
ultimos anos, 0 mercado cervejeiro possibilita harmonizar um estilo de cerveja para cada

ocasido e refeicéo.
2.2.3 Processo produtivo artesanal
A Figura 5 apresenta o fluxograma de processamento de cerveja artesanal,

descrito por Deeds (2013), com adaptacdes. O processo esta descrito no decorrer do texto,

através de tépicos, onde 0 mesmo foi utilizado como base neste estudo.
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Figura 5 — Fluxograma de processamento de cerveja artesanal.

Sele¢@o das matérias primas

Moagem do malte

Mosturagdo
m Extragéo do mosto
Lo Fervura

y
Resfriamento e retirada do Trub

Fermentagdo e maturagao

Acabamento e envase

Fonte: Deeds (2013) com adaptagoes.

2.2.3.1 Moagem do malte

Nas cervejarias do Brasil, o malte tem sido tradicionalmente moido em moinhos
de rolo, martelos e 0 menos usual, o de disco. Quando se utiliza 0 moinho de rolo, o malte
deve ser apenas esmagado para produzir cascas inteiras e farinha, pois as cascas inteiras do
malte moido favorecem a répida filtracdo do mosto na tina de filtracdo, enquanto que o
endosperma amilaceo reduzido a granulacdo de farinha contribui para a maxima conversdo do
amido em extrato durante a mosturacéo.

Botelho (2009) descreve um malte bem moido com auséncia de grédos inteiros e
particulas de endosperma aderidas a casca, com a maioria das cascas rasgadas
longitunalmente, endosperma reduzido a particulas pequenas e com tamanho uniforme e
guantidade minima de farinha fina.

Uma moagem € considerada inadequada quando as cascas se partem e ficam
quebradicas reduzindo a velocidade de filtragdo do mosto e aumenta o teor de polifendis na
cerveja, prejudicando a sua estabilidade coloidal. A producdo de farinha fina deve ser baixa,

pois ela provoca formacdo de material mucilaginoso durante o processo de mosturagéo,
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dificultando a filtragcdo (VENTURI FILHO, 2010).

A principal fun¢do da moagem é aumentar a area superficial do amido e com isso
acelerar as reacOGes enzimaticas. Nesse processo, 0s grdos de cevada sdo esmagados com
objetivo de romper sua casca longitudinalmente de forma a deixar exposto o amido presente
internamente. A fracdo amil&cea € moida, sendo que a uniformidade do grdo é um parametro
bastante importante a ser avaliado. A producdo de uma farinha com uma granulometria
disforme pode causa a formacéo de pasta no moinho e causar problemas na filtracdo do mosto
(BORZANI, 2001).

Um malte bem moido deve apresentar caracteristicas como, auséncia de graos
inteiros, maioria das cascas rasgadas longitudinalmente, auséncia de particulas de endosperma
aderidas as cascas, endosperma reduzido a particulas pequenas e uniformes e quantidade
minima de farinha fina (BAMFORTH, 2005).

2.2.3.2 Mosturacao

As matérias-primas cervejeiras sao transformadas em mosto nesta etapa, tem
como principal objetivo recuperar a maior quantidade possivel de extrato, no mosto, a partir
do malte ou da mistura de malte e adjuntos (VENTURINI FILHO, 2010).

A mosturacdo consiste na solubilizacdo dos acUcares, enzimas, ions em
temperatura controlada, ativando enzimas especificas que foram viabilizadas na malteacdo. A
tabela 2 mostra a faixa de temperatura étima para ativacdo das enzimas. Kunze (2006) afirma
que as faixas de mosturacdo variam de acordo com o tipo de cerveja pretendida. Nesse
processo ocorre a geleificagdo do amido e sua posterior hidrolise enzimatica, usando
principalmente a a-amilase e 3-amilase.

Bamforth (2009) corrobora com a afirmacdo que a temperatura de mosturacao
varia conforme o perfil da cerveja, uma vez que existem diversas enzimas no malte, com
diferentes funcgdes e temperaturas ideais. Alem das enzimas amiloliticas, existem as enzimas
gue atuam sobre lipideos e proteinas, entre outras.

O extrato de mosto é constituido por cerca de 10 a 15% de substancias
prontamente sollveis em agua, e o restante (85 a 90%) por produtos de degradacdo de
macromoléculas pelas enzimas (amilases, proteases, beta-gluconases, entre outras). As
amilases sdo responsaveis pela hidrolise do amido em aglcares fermentaveis e ndo
fermentaveis, as proteases produzem peptideos e aminoacidos, a partir da digestdo de

proteinas e as beta-gluconase hidrolisam o carboidrato beta-glucano (DRAGONE,
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ALMEIDA, SILVA, 2010; BAMFORTH, 2009).

Durante a etapa de mosturagdo ¢ importante a degradacdo dos B-glucanos, que
aumentam a viscosidade e causam problemas de filtracdo. Também é necessario degradar
proteinas, cujo produto contribui para a nutricdo da levedura, estabilidade da espuma e corpo
e turbidez. A degradacgdo de &cidos graxos se faz necessaria neste processo, pois mesmo que
em pequenas quantidades provocam riscos para a estabilidade de sabor, devido a oxidacio
(ANNEMULLER e MANGER, 2013).

Na mosturacdo ocorre a dissolucdo dos polifendis, advindos da casca e do
endosperma do gréo, responsaveis pela protecdo da oxidacdo e pelo aumento da atividade
antioxidante (GOUPY et al., 1999).

Tabela 3 — Enzimas utilizadas no processo de sacarificagdo do amido.

Enzimas Temperaturas ideais (°C) Funcéo
. Decomposigdo da hemicelulose em produtos
Hemicelulases 40-45 de médio e baixo peso molecular
: Decomposicdo das proteinas de alto e médio
Exopeptidases 40-50 peso molecular em aminoacidos
i ) Decomposi¢cdo das proteinas em produtos
Endopeptidases 50-60 intermediarios de alto e médio peso molecular
: Decomposigdo do amido em maltose e
Dextrinase 55-60 maltotriose pela hidrolise das ligagdes al—6
: Decomposi¢do do amido em maltose pela
o-amilase 60-65 hidrdlise das ligagdes ol —4
: Decomposigdo do amido em dextrinas
p-amilase 70-75 inferiores pela hidrélise das ligagdes al—4

Fonte: Adaptado de Kunze (2006).

Kunze (2006) preconiza que neste estagio deve-se ter cuidado no controle da
temperatura e do pH para garantir a atividade ideal das enzimas presentes no malte,
totalizando uma degradacéo dos sacarideos.

Os produtos da mosturagdo, polifendis, agucares, dextrinas, substancias
inorganicas, proteinas, dentre outros, s&o chamados de Extrato Primitivo e o conhecimento de
suas propriedades e constituintes é primordial para formulacdo de uma cerveja, especialmente
para estimar parametros como densidade do mosto e teor alcodlico (BAMFORTH, 2009).

Esse processo ocorre por infusdo ou decocgdo, sendo que no ultimo podemos

trabalhar com diferentes temperaturas e tempo. Esses processos ocorrem em tanques
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cilindricos de aco inoxidavel, que devem ser dotados de sistemas de aquecimento e agitagéo,
0 sistema de agitacdo de ser capaz de movimentar a massa contida em seu interior (VENTURI
FILHO, 2005).

Ao final da mosturacdo, deve-se realizar o teste de iodo a partir da utilizacdo de
uma solucdo de iodo 0,2N, o indicador de uma completa hidrolise do amido é o
desaparecimento da coloragéo roxo-azulada.

2.2.3.3 Filtracédo

Logo ap6s o processo de mosturacdo, é necessario separar as fases sélidas do extrato
liquido. Nessa operacao o bagaco de malte ou torta e separado do mosto. Ap6s a mosturacao, o
produto é aquecido a 75°C, obtendo desse modo, viscosidade apropriada para 0 processo de
filtracdo. Nesta etapa, é desejado se extrair ao maximo o liquido para obtencdo do mosto
(VENTURINI FILHO, 2005).

Primeiramente, obtém-se 0 mosto primario, pelo filtro da tina de filtracdo, em um
segundo momento é utilizado o bagaco e lavado com agua quente para que se possam retirar
o0s acUcares residuais do bagaco, essa dgua de lavagem € chamada de mosto secundério, e
apos a lavagem a torta que sobra é composta pela casca do malte, fragmentos de aleurona,
plimula, restos de parede celular e proteina coagulada considerada um subproduto de alto
valor nutritivo, rico em fibras (KUCK, 2008).

A filtragem do mosto € influenciada pela temperatura do mesmo, por isso quanto
mais quente estiver, menos viscosa sera a sua consisténcia, tornando mais répida a filtragéo.
Outra consideracao importante a ser feita é a analise da resisténcia do bagaco, que depende do
tipo de malte, qualidade da moagem e intensidade do processo de mosturacdo (VENTURI
FILHO, 2010).

2.2.3.4 Fervura

O objetivo deste processo € extrair o aroma e 0 gosto amargo do lupulo, dissolver
os adjuntos agucarados (quando utilizado), esterilizar, concentrar, desenvolver cor, inativar
enzimas e coagular proteinas presentes no mosto. Durante a fervura, ocorre a destrui¢cdo da
flora bacteriana, a inativacdo das enzimas que ainda apresentavam alguma atividade e a
eliminacdo de alguns compostos volateis que coferem odor e sabor da cevada ou de malte,
durante essa etapa o lapulo é adicionado (DEEDS, 2013). Segundo Venturini Filho (2010), o
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tempo de fervura deve durar de 60 a 120 minutos, sob pressdo atmosférica.

A a-amilase, que esta presente no mosto até a filtracdo, € inativada com objetivo
de ndo decompor os aglcares em etapas posteriores. O escurecimento da cor do mosto €
propiciado pela formacao de meloidinas obtidas pela reagdo de aminoacidos com os agucares
(Reacdo de Mailard), a caramelizacdo dos agucares e a coagulacdo do tanino do llpulo ao
reagir com as proteinas presentes no mosto (SANTOS, 2010; TELES, 2007).

O ldpulo é adicionado na forma de pellets, sendo que a primeira vez ocorre no
inicio da fervura do mosto, adicionando um quarto do peso total do lupulo, responsavel pela
formacéo do corpo da cerveja, logo ap6s 30 minutos € adicionado metade do peso total, sendo
essa adicdo responsavel pelo amargor da cerveja, a Ultima adigdo é realizada nos ultimos 15
minutos finais, contendo um ldpulo com maiores quantidades de compostos aromaticos, como
0s Oleos essenciais e compostos volateis, que contribuem para um refino caracteristicas
sensoriais da cerveja (VENTURI FILHO, 2010).

Bamforth (2005) afirma que a esterilidade do mosto cervejeiro é proporcionada
por fatores como a adic¢do do lUpulo, tratamentos térmicos proporcionados ao meio, sendo 0
processo de fervura fundamental para a seguranca do mosto, pois a disponibilidade de
nutrientes no mesmo representa um risco elevado de desenvolvimento de outros
microrganismos competidores com as leveduras de cultivo, podendo causar contaminacgao por

bactérias e outras cepas leveduras.

2.2.3.5 Resfriamento

Segundo Dragone, Almeida e Silva (2010), o mosto deve ser resfriado para
temperatura de 10 a 15°C, a fim de inocular a levedura cervejeira, sendo que 0s mostos de
cerveja tipo Lager sdo resfriados a temperatura baixas (7-10°C) e cervejas do tipo Ale sédo
resfriados em temperaturas um pouco mais altas (18-22°C).

Um processo fundamental para fabricacdo da cerveja, a aeragéo, pois disponibiliza
oxigénio para a levedura, que em pouco tempo ao ser consumido, promove a producdo de
acidos carboxilicos insaturados e esterdis que sdo constituintes de suas membranas (TELES,
2007; VENTURINI FILHO, 2005).
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2.2.3.6 Fermentagéo

E nesta fase que ocorre as transformagdes dos aglcares fermentaveis em etanol e
gas carbdnico, além da sintese de diversos compostos aromaticos e que dao sabor
caracteristico a cada tipo de cerveja. Segundo Venturini Filho (2010) a temperatura ideal para
as cervejas de baixa fermentacéo é de 8 a 11°C, durante cinco a sete dias, enquanto que para
cervejas de alta fermentacéo € de 18 a 22°C, durante 3 a 5 dias.

A fermentacao pode ser conduzida por um processo continuo e descontinuo, sendo
este Ultimo mais utilizado. O processo fermentativo descontinuo ocorre em tanques cilindricos
fechados de aco inoxidavel, com fundo conico, denominados de fermentadores, apresentam
sistema de refrigeracdo, isolante térmico e painéis eletrénicos controladores de temperatura
(VENTURINI FILHO, 2010).

A quantidade de levedura adicionada no mosto varia de acordo com a quantidade
e composicdo dos aclcares, da temperatura, da disponibilidade de oxigénio, sendo que a
média é em torno de 107 células viaveis/mL, que ird fermentar todos os aglcares disponiveis

no extrato, formando os produtos da fermentacdo (KUCK, 2008).

2.2.3.7 Maturagéo

Esse processo é conhecido como fermentacdo secundaria, mas de fundamental
importancia para o desenvolvimento de algumas caracteristicas da cerveja. Esse processo
requer uma maior quantidade de tempo (VENTURINI FILHO, 2010).

A maturacdo tem como objetivo: iniciar a clarificacdo da cerveja mediante a
remocdo, por sedimentacdo, das células de levedura; saturar a cerveja com gas carbonico;
melhorar o odor e o sabor da bebida, através da concentracdo de diacetil, acetaldeido e acido
sulfidrico, transmitindo o flavour de fresco na cerveja; evitar a oxidagdo da cerveja (GIGGS,
2013).

Pode ser realizado em um tanque posterior ao tanque de fermentagdo, ou na
propria garrafa, no caso de cerveja caseira. A maturacdo é conduzida & baixa temperatura, 0°C
por um periodo superior a 15 dias (BOZZANI, 2001).

A maturacdo feita em garrafa € bastante comum, porém a gaseificagdo precisa
acontecer ao mesmo tempo, através da técnica de priming, pois nao se é aconselhavel tirar a
cerveja da garrafa para gaseificar, pelo retrabalho e ineficiéncia do processo. A técnica de

priming consiste na adicdo de agucares fermentaveis para que a levedura fermente e libere
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CO2 (PALMER, 1999).

2.2.3.8 Envase

O engarrafamento consiste no acondicionamento do produto em lata (aluminio)
garrafa (vidro) e barril (aluminio e ago inoxdavel). Mas geralmente utilizam dois tipos de
garrafa, a retornavel e a nao retornavel, também denominada de “oneway” (VENTURINI
FILHO, 2010). As primeiras requerem lavagem (com solucdo caustica), enxague e reenxague,
enquanto as garrafas descartaveis, tal como as latas, apenas recebem um jato de ar esteril

seguido por outro de agua esterelizada.

2.2.3.9 Pasteurizacdo

Segundo Bamforth (2009), a pasteurizacdo € uma pratica comum nas cervejarias,
principalmente quando as embalagens garrafa e lata sdo utilizadas. Consiste em um
tratamento térmico onde a cerveja € submetida a um aquecimento a 60°C por 30 min,

garantindo assim uma vida de prateleira de 180 dias.

2.2.4 Ingredientes do processo cervejeiro

Bettenhausen et al., (2018) afirma que compreender os mecanismos de como 0s
ingredientes crus e suas interacGes influenciam a qualidade da cerveja é fundamental para a
indUstria cervejeira e que as caracteristicas sensoriais da cerveja sdo altamente discerniveis
pelos consumidores com base em sabor (sabor e aroma), aparéncia e retrogosto.

Os ingredientes influenciam diretamente sobre a qualidade da cerveja, sendo
assim, a qualidade da matéria-prima é muito importante para a geracdo de uma cerveja de
qualidade. Segundo Almeida e Silva (2005), os ingredientes da cerveja sdo a dgua, malte de

cevada, lGpulo, fermento e adjuntos.
2.2.4.1 Agua
A 4gua é uma das matérias-primas basicas, uma vez que cerca de 95% do peso da

cerveja € constituido dela, além de ser indispensavel para efetuar a limpeza, gerar calor e frio

nas fabricas, totalizando todos essas operagdes tem-se um consumo medio de 4 a 10 litros de
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agua para cada litro de cerveja. Por esse motivo, as industrias cervejeiras localizam-se em
regides onde a composi¢do da agua € de boa qualidade (BAMFORTH, 2009).

Esse componente deve apresentar requisitos basicos como a potabilidade,
transparéncia, auséncia de cor, odor, estar livre de qualquer sabor estranho, nitratos, metais
pesados e amoniaco, pois a presenca desses compostos dissolvidos influenciam diretamente
0S processos quimicos e enzimaticos, que ocorrem durante o processamento da cerveja
(DEEDS, 2013).

No entanto, se a dgua nao for de boa qualidade ou ndo apresentar composicao
quimica adequada, podera ser tratada por diferentes processos visando purifica-la e, se
necessario, efetuar algumas modificagdes nos niveis de ions inorganicos apresentados. Na
fonte, a agua deve apresentar alcalinidade maxima de 50 ppm, pH na faixa de 4 a 9 e possuir
aproximadamente 50 ppm de célcio (VARNAM, SUTRERLAND, 1997; VETURINI FILHO,
2010).

Além disso, a dgua deve assegurar um pH desejavel pois garante uma mistura
uniforme de malte e adjunto durante a mosturacdo, promove a extracdo dos componentes
amargos e aromaticos do lapulo, e causam uma boa coagulacdo do trub (residuo) durante a
fervura do mosto, a fim de permitir uma fermentacdo asséptica e desenvolver cor, aroma e
sabor caracteristicos do tipo de cerveja a ser fabricada (BERNSTEIN, WILLOX, 1977).

2.2.4.2 Malte

A contribuicdo da cevada para o sabor da cerveja é largamente aumentada gracas
ao processo de maltagem. Como ingrediente, o malte, fornece sacarideos, proteinas e enzimas
que facilitam a fermentacdo. O conteldo destas caracteristicas é usado para descrever a
qualidade do malte como ingrediente (Tabela 4). Essas caracteristicas sdo primordiais para o
sabor, como o0 excesso de sacarideos ou dextrina podem caracterizar a formacéo de cervejas
doces e encorpadas (BOKULICH, BAMFORTH, 2013; BETTENHAUSEN et al., 2018).

O malte é o produto obtido pela germinacdo e secagem da cevada (Hordeum
vulgare L.), devendo o malte de outros cereais ter a designagéo acrescida do nome do cereal
de sua origem (BRASIL, 2009).

O termo técnico malte define a matéria-prima resultante da germinacdo, sob
condicgdes controladas, de qualquer cereal (cevada, arroz, milho, trigo, aveia, sorgo, triticale
etc.). Deve-se levar em conta, entre outros fatores, sua quantidade de enzimas sacarificantes e
o0 seu valor econdmico (VENTURINI FILHO, 2010).
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O malte utilizado pelas cervejarias € geralmente obtido da cevada, graminea cujos
gréos em espigadas, alinhados em duas ou seis fileiras, séo envoltos por diversas camadas
celulosicas, sendo a primeira camada denominada de palha (eliminada durante o
beneficiamento) e as outras aderentes ao grdo sdo denominadas de casca (BOKULICH,
BAMFORTH, 2013). Segundo Janjar (2007) essa casca protege o grdo naturalmente das
influéncias atmosféricas danosas e possibilita, posteriormente, a formacdo de uma camada
filtrante durante a clarificacdo do mosto (separacdo do bagaco).

Logo apds a colheita, os graos de cevada sdo armazenados em silos, em condicGes
controladas de temperatura e umidade, sendo enviados para a Maltearia, onde a semente
sofrerd um processo de germinacdo interrompida, em que o amido presente no grdo sera
reduzido em moléculas menores, além de aumenta a taxa de sintese enzimatica, deixando o
grdo com caracteristicas 6timas para que ocorra a fermentacao, onde o amido é convertido em
acucares e proteinas em aminoécidos (OLIVER, 2012).

Segundo Deeds (2013), o processo de malteacdo é feito em quatro etapas basicas,
a maceracao, germinacdo, secagem e torrefacdo, onde cada uma tem sua importancia para o
processo e para a qualidade do malte. Na torrefacdo temos a diferenciacdo dos tipos de malte
por sua coloragéo, de acordo com o tempo de exposi¢édo ao calor. A Tabela 4 apresenta valores
importantes quanto a composi¢cdo média do grao de cevada em compara¢do ao malte.

Tabela 4 — Composicdo do grdo de cevada e malte.

Caracteristicas Cevada Malte
Massa do Grao (mg) 32-36 29-33
Umidade (%) 10-14 4-6
Amido (%) 55-60 50-55
Acucares (%) 0,5-1,0 8-10
Nitrogénio Total (%) 1,8-2,3 1,8-2,3
N':g;’%i”ﬁ:;g;’e' 10-12 35-50
Poder diastasico, °Lintner 50-60 100-250
A-amilase, unidades de Tracos 30-60
dextrina
Atividade proteolitica Tragos 15-30

Fonte: Cereda (1985).

A principal funcdo do malte é fornecer agucares e nutrientes que servirdo de
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substratos para a levedura, produzindo &lcool, gé&s carbdnico e outros subprodutos da
fermentagdo (BAMFORTH, 2009). Além disso, a composicdo dos maltes utilizados na
formulacdo de cerveja vai proporcionar aromas e sabores caracteristicos, e tem grande
influéncia na cor da bebida (Figura 6).

Segundo Venturini Filho (2005), o malte pode ser apresentado em grdos ou em
extrato, seco ou liquido, onde os mesmos podem ser classificados como maltes-base e maltes
especiais. Os maltes-base sdo a base da receita, enquanto os especiais conferem aroma, sabor

e cor diferenciados a cerveja.

Figura 6 — Coloracéo
IS T

Fonte: Venturini Filho (2005)

Para a avaliacdo do potencial de maltagem da cevada devem ser analisadas
algumas caracteristicas, como: poder germinativo maior que 95% e o percentual de
germinacdo (CARVALHO, 2007).

2.2.4.3 Lapulo

O ldpulo, Humulus lupulus, é de dificil cultivo e tipico de regides frias; € didtico,
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possui flores masculinas e femininas em plantas diferentes. Apenas as flores sdo de interesse,
elas ficam agrupadas em cachos ou umbelas em vérias dobras, formando uma bolsa onde séo
alojados os granulos de lupulina, que encerra as substancias de interesse cervejeiro
responsaveis pelo amargor e aroma caracteristicos da cerveja (TSHOPE, 2001; VENTURINI
FILHO, 2010).

Podendo ser comercializados na forma de flores secas (in natura), pellets ou em
extratos, podendo ser classificado como lupulos aromaticos e de amargor conforme suas
caracteristicas predominantes (SEIDL, 2003). Segundo Kunze (2006), na atualidade existem
varias maneiras de manipular o lUpulo através de selecdo e cruzamento, peletizagdo, extragdo
e isomerizacao para oferecer as melhores caracteristicas a cerveja.

Pellets e extratos sdo as formas de beneficiamento mais utilizadas no mundo,
sendo responsavel por 95% da producdo, tendo como principal razéo a concentracdo de acidos
amargos e 6leos essenciais existentes na flor, otimizando questdes de logistica e custo de
transporte.

A Tabela 5 mostra a composicdo quimica do Idpulo em flor, sendo que os
componentes com maior importancia sdo os 6leos essenciais, as substancias minerais, 0s
polifendis e as resinas amargas (a-lupulinas e B-lupulinas), pois 0s agucares e 0s aminoacidos
sdo componentes sollveis e presentes em pequena proporcao, lipideos, proteinas e a celulose
sdo componentes insoldveis (SEIDL, 2003).

Apesar de serem altamente volateis, com perdas em torno de 97% no decorrer do
processo cervejeiro, 0s 6leos essenciais conferem ao mosto e a cerveja o carater aromatico do
lipulo, enquanto os minerais e os polifendis sdo responsaveis por proteger a cerveja, € as
resinas, podem ser resinas brandas totais, que apresentam a-acidos ou humulonas que ap6s
isomerizacdo tornam-se sollveis e responsaveis pelo principal amargor da cerveja, e resinas
duras, substancias sollveis e responsaveis por um forte e aspero amargor (TSHOPE, 2001).

Segundo Almeida e Silva (2005), o lupulo atua, também, como antisséptico
apresentando efeito bacteriostatico e contribui para a coagulacdo de proteinas, para a
estabilidade do sabor e para a retencdo de espuma na cerveja acabada. As dosagens de lupulo
sdode l,5a4,5¢g/L.



44

Tabela 5 — Composic¢do quimica do lapulo em flor.

Caracteristicas %
Resinas Amargas Totais 12-22
Proteinas 13-18
Celulose 10-17
Polifendis 4-14
Umidade 10-12

Sais minerais 7-10

Acgucares 2-4
Lipidios 2,5-3,0
Oleos essenciais 0,5-2,0
Aminoécidos 0,1-0,2

Fonte: Tschope (2001)

2.2.4.4 Levedura

A levedura é um fungo, que se reproduz assexuadamente podendo originar de
cada célula, 20 outras. Apresenta-se, geralmente, de forma unicelular, estando distribuida em
39 géneros e cerca de 350 espécies, crescem numa faixa ampla de pH acido, em até 18% de
etanol e em presenca de 55 a 60% de sacarose, apresentam diferentes cores, do marfim ao
vermelho, algumas sdo altamente resistentes a temperatura (JAY, 2005).

Embora as leveduras tenham como principal produto da fermentacéo o etanol, elas
sdo determinantes nas caracteristicas de aroma e sabor de qualquer cerveja. No meio
cervejeiro € comum a difusdo da ideia da existéncia de dois tipos de fermento cervejeiro, o
primeiro, Saccharomyces cerevisiae, cepa de alta fermentacdo, seria responsavel pelas Ales,
cervejas de alta fermentacdo, onde as leveduras trabalham sob temperaturas maiores, entre
16° e 25°C, podendo ter crescimento até por volta dos 37°C e responsavel pela producdo de
cervejas com aroma e sabor frutados. O segundo, Saccharomyces cerevisiae, cepa de baixa
fermentacdo, usado para cervejas Lagers, cervejas de baixa fermentacdo, onde as leveduras
atuam sob temperaturas mais amenas, entre 8° e 15°C, podendo crescer até 34°C e
produzindo cervejas, menos frutas e encorpadas (VENTURINI FILHO, 2010; LIMA, 2010).

Mesmo que facam a mesma atividade de transformacdo dos carboidratos
resultantes do malte em alcool e gas carbonico, podem produzir, por diferengas de

metabolismo, aroma e sabor bem variados. Assim, tem-se uma infinidade de opg¢des de cepas,
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cada qual mais propicia para a producdo de determinadas caracteristicas de aroma e sabor,
entdo para a melhor escolha de uma cepa de levedura, deve-se levar em conta as
especificidades de casa cerveja (BORZANI, 2001).

Segundo Bamforth (2005), o conhecimento das propriedades funcionais e
suplementares de cada levedura é fundamental, juntamente com a matéria-prima e processos
técnicos adequados, para o cervejeiro fabricar determinado tipo de cerveja.

Para se escolher a levedura apropriada para cada processo analisa-se 0
comportamento em suspensdo dos flocos formados apds a fermentacdo e o crescimento da
biomassa produzida. Segundo Lima (2010) um dos meios de se garantir qualidade e evitar
contaminagdo cruzada nas dornas de fermentacdo é o isolamento de uma Unica espécie de
levedura, que pode ser propagada e alcancar niveis de inoculacdo de mosto em escala

industrial.

2.2.4.5 Adjunto

Em vérios paises, a substituicdo parcial do malte por adjuntos na fabricacdo de
cervejas é permitida por lei, sendo varios os tipos de matérias-primas autorizadas. Os adjuntos
apresentam menores custos de producdo em relagcdo ao malte, e os adjuntos liquidos, possuem
precos ainda mais competitivos, sendo que cada empresa define a proporcdo de malte e
adjunto em seus produtos, conforme lhe convém, seguindo uma tendéncia mundial de
aumento de adjuntos por parte das cervejarias, entretanto seu uso abusivo pode causar
prejuizos na qualidade do produto final (VENTURINI FILHO, 2010).

Segundo Brasil (2009), considera-se adjuntos cervejeiros a cevada cervejeira e 0s
demais cereais aptos para o consumo humano, malteados ou ndo-malteados, bem como
amidos e acUcares de origem vegetal, e seu emprego ndo poderd ser superior a 45% em
relacdo ao extrato primitivo.

O adjunto melhora a estabilidade fisico-quimica da cerveja, reduzindo a sua
turvacdo, como também confere uma cor mais clara, corpo mais leve, sabor e aroma mais
suave, uma vez que, com seu uso, ocorre reducdo das concentragdes de extrato de malte
(BAMFORTH, 2009).

Entretanto, quando utilizado em excesso, pode causar alguns problemas, tais
como, mosto com baixo teor de nitrogénio, prejudicando o metabolismo da levedura,
elevando a viscosidade, retardando a filtracdo, causando a sensacdo de cerveja “aguada” e

com baixa qualidade de espuma (BRADEE, 1977).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Tecnologia de Cereais na
Universidade Federal do Ceara - UFC, no Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico —
PADETEC e no Campus Teresina Central do Instituto Federal do Piaui - IFPI.

Os materiais utilizados como base para a formulacdo da cerveja artesanal foram
de uma formulacdo padréo de Witbeer, da escola Belga de cervejas (BJCP, 2015). Séo eles:

e Malte Pilsen;

e Malte Pale Ale;

e Malte Trigo;

e Lupulo Goldings (Pellet);

e Levedura WitAle Belga (Saccharomyces cerevisiae);

e Agua: adquirida em comércio local (pH 5,2, Sodio 79 mg/L, Célcio 1,579

mg/L, Bicarbonato 70,04 mg/L, Cloreto 30,1 mg/L);

e Casca de laranja seca;

e Semente de coentro;

Fava D’anta (Dimorphandra gardneriana Tulasne);

Rutina purificada padrdo DAB.

3.1 Obtencao e caracterizacio fisica de fava d’anta e rutina purificada

A Fava D’anta (Dimorphandra gardneriana Tulasne), farinha do pericarpo com
granulometria de 200 Mesh foi obtida através de trituracdo do fruto (Figura 7), os frutos
foram coletados na Chapada do Araripe, no Parque Nacional da Flona Araripe-Apodi,
Municipio do Crato, Ceara, Brasil. e a Rutina purificada padrdo DAB (Apéndice A e B) obtida
da Fava D’anta.

Os Frutos do faveiro foram coletados no sistema de coleta extrativista, no Parque
Nacional da Flona Araripe-Apodi, onde obedecem ao fluxograma apresentado na figura 7,

para a obtencdao de rutina, ao qual foi objetivo do presente estudo.



Figura 7 — Fluxograma da obtencéo dos materiais.
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Fonte: Autor, 2019.
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Para a obtencdo da rutina padrdo DAB, primeiramente o fruto passou por uma
selecdo, depois uma secagem ao sol por 36 horas, sendo revirado para facilitar o
desprendimento da agua livre. O fruto seco foi triturado em moinho de facas, para atingir uma
granulometria em torno de 200 Mesh. Esse po foi utilizado como amostra de fava d’anta para
a incorporagdo na cerveja, como também foi purificado para a obtencdo de rutina padréo
DAB.

O po de Fava d’anta foi colocado em sistema de Soxlet com solvente organico, o
solvente foi filtrado e rotoevaporado, obtendo um concentrado organico de fava, em seguida
esse concentrado foi lavado com &gua destilada, para retirada das substancias hidrofilicas.
Depois de lavado, o concentrado foi seco, para total retirada da agua livre. Depois de seco o
material foi pulverizado, garantindo uma conformidade. Depois de pulverizado, o material foi
novamente purificado e seco em estufa para obtencdo do pd de Rutina Padrdo DAB. O
rendimento foi calculado, massa de rutina (g) / massa de p6 de fava (g), onde o resultado foi
de 8,01%.

Para caracterizar os materiais que tem a capacidade de incorporacdo em matrizes

alimentares foi feito as analises descritas abaixo.

3.1.1 Caracterizacdo dos materiais

3.1.1.1 Termogravimetria (TG e DTG)

A estabilidade térmica dos compostos foram estudadas por termogravimetria em
analisador termogravimétrico Shimadzu, TGA-51, no Laboratdrio de Materiais (LabMat) do
IFPI. As amostras foram acondicionadas em porta-amostras de platina e 0s experimentos
foram realizados em atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL/min. A temperatura foi

elevada a 600 °C, com taxa de aquecimento de 2 °C/min.

3.1.1.2 Difragéo de Raios X (DRX)

Os compostos foram submetidos a analise de difracdo de raios X em Difratdmetro
PANalytical Empyrean, localizado no Laboratorio de Materiais (LabMat) do IFPI. Foram
realizados varreduras de 5° a 60° (20), com velocidade de 2°/min e o equipamento operando

em poténcia de 40 kV/40 mA, com radia¢do de CoKa. A fava d’anta e a rutina purificada em
po6 (200 mesh).
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O indice de cristalinidade foi calculado através do método de deconvolucdo de
picos, que consiste no ajuste dos picos dos difratogramas através de software especifico. O
modelo matematico utilizado foi o de Levenberg-Marquardt (LIMA et al., 2012).

3.1.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectrometria por energia dispersiva
(EDS)

A morfologia das amostras foram analisadas através da obtencdo de micrografias
por um microscépio eletrénico de varredura Shimadzu Corporation — Superscan SSX- 550
SEM EDX, em uma angulacédo de 33 a 45 graus negativos e voltagem de 15kV, no LabMat-
IFPI. Antes de serem levadas ao microscopio, as amostras foram colocadas sobre fita de
carbono e metalizadas com uma camada finissima de ouro (15nm), pulverizado em
metalizador.DESK Il - DENTON VACCUM.

As amostras foram submetidas a andlise de componentes principais em
espectrometria por energia dispersiva em MEV acoplado ao aparelho de EDS, marca
Shimadzu Superscan SSX-550 SEM EDX.

3.2 Planejamento Experimental

3.2.1 Testes preliminares

Foram realizados testes preliminares em condi¢des distintas de adigdo da fava em
diferentes etapas do processo produtivo da cerveja, na mosturagdo, na fervura, na fermentagéo
e na maturacdo (Figura 8). Dentre eles, foi escolhido para o estudo a etapa de fervura (Tabela
6), pois ha mosturacdo a temperatura alcancada nédo € suficiente para solubilizar a rutina, logo
grande parte da rutina ficou retida no meio filtrante juntos com os outros componentes da
fava.

A adi¢do da fava d’anta no processo de fermentagdo agregou alguns compostos
com elevada adstringéncia a cerveja, além de aumentar a turbidez, fatores que sdo importantes
na caracteristica final do produto. A fava d’anta quando adicionada no processo de maturacéao
obteve caracteristicas semelhantes a fermentacéo, apenas com adstringéncia atenuada.

Surgindo a necessidade de utilizar a rutina purificada para a formulagdo e
comparacdo de uma cerveja especial com alto valor agregado. Com isso 0s ensaios de

producéo de cerveja foram elaborados de acordo com a tabela 6, com o objetivo de estudar as
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solubilizacdo e mudangas que ocorreriam no processo com a adi¢do do flavonoide. A forma

destas variaveis foram escolhidas de acordo com afinidade de solubilizacdo da rutina.

Tabela 6 — Ensaios e variaveis utilizadas.

Ensaio Forma da matéria- Etapa do processo Quantidade
prima (g/L)
RUTBEER PADRAO - - -
RUTBEER 001 Fava d’anta Fervura 6,25*
RUTBEER 002 Rutina purificada Fermentacéo 0,5
RUTBEER 003 Rutina purificada Fervura 0,5

Legenda:*Considerando o p6 da fava d’anta com 8% de rutina.
Fonte: Autor, 2019.

Para a realizacdo dos testes preliminares foram utilizados bateladas de 5 litros de

mosto cervejeiro em fermentadores adaptados para este fim.

3.2.2 Formulacédo da Cerveja

O processamento da cerveja em escala laboratorial, com equipamento de
rendimento para 25 litros de cerveja. Os ingredientes foram pesados em balanca semi-
analitica OHAUS AR2140.

A Figura 8 apresenta o fluxograma utilizado no estudo. O malte foi triturado em
moinho, misturado com agua, aquecido facilitando a dissolugdo, em seguida o processo de
mosturacdo foi conduzido de acordo com a Figura 9, a rampa de temperatura utilizada teve
objetivo de melhor extrair os agucares e proteinas do mosto, e ao final desse processo foi

realizado o teste do iodo, para confirmacéo da sacarificacdo do amido.



Figura 8 — Fluxograma de processamento da Cerveja com adigdo de Rutina e Fava d’Anta.
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No recipiente de mosturacéo, equipado com um fundo falso com capacidade para
35 litros, o mosto (primario) foi separado do bagago do malte por meio de filtracdo
convencional (1 atm), apés a filtracdo, lavou-se a torta residual com agua (80°C), geralmente
2,25*Peso do malte(kg), para extracdo dos acgucares residuais, obtendo o mosto secundario
com °Brix estavel, ambos foram misturados e fervidos a 100°C/80min.

Durante a fervura foi adicionado 1% lGpulo em relacdo ao peso do malte,
divididos em 4 partes adicionados em tempos diferentes. Logo ap6s, o mosto foi resfriado
rapidamente por um sistema de troca de calor, em seguida ocorreu a decantacdo, visando a
separacao do trub.

Colocou-se o mosto clarificado no fermentador e corrigiu-se seu teor de extrato
até 15°Brix através da adicdo de agua, conforme a equacdo 1. Apds o resfriamento, 0 mosto
foi inoculado com a levedura cervejeira de alta fermentacdo da espécie Saccharomyces
cerevisiae WitAle® e acondicionado a uma temperatura de 14-18°C, a partir de entdo ocorreu
a fermentagéo.

B,xM, +B, xM, =B, xM, (1)

Onde:

B1 = Brix inicial do mosto; M1 = massa inicial do mosto; B2 = Brix da agua; M,=
Massa da dgua; Bz = Brix do mosto final; M3 = massa do mosto final.

A fermentagdo do mosto foi acompanhada durante 7 dias, com coletas de mosto a
cada 12 horas. Logo apés a fermentacao ocorreu o resfriamento da cerveja para um processo
de maturacdo a 7-9°C por 7 dias, posteriormente a cerveja foi engarrafada manualmente em
garrafas com capacidade para 300 mL, caracteristica OneWay.

Os tratamentos foram armazenadas em freezer a temperatura de 8 °C, por 15 dias
para que ocorresse a carbonatacdo através da fermentacdo do acucar residual proveniente da
cerveja, por acdo das leveduras remanescentes. Logo apds a carbonatacdo a cerveja foi
pasteurizada em banho-maria por 62°C por 30 min e sua posterior armazenagem em

temperatura ambiente (25°C) até a realizagéo das analises.
3.3 Acompanhamento da Fermentacao
Para acompanhamento analitico da fermentacdo foram retiradas amostras de

cerveja a cada 12 horas durante os 7 dias de fermentacdo, para a determinacgdo de pH, teor

alcodlico (% v/v), Solidos Soluveis Totais (°Brix) e concentracdo celular (g/L). A
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concentracdo foi obtida através de técnica de concentracdo por peso seco (g/L), onde 10 mL
da cerveja foram desgaseificados e centrifugados a 3000 rpm por 15 min. O sedimento celular
foi ressuspenso com agua destilada e novamente centrifugado e seco em estufa de circulacédo
forcada a 105°C até peso constante, em placas de aluminio (ASBC, 1996; AOAC, 2006; IAL,
2005).

3.4 Andlises fisico-quimicas e quimicas da cerveja

Todas as determinacOes abaixo descritas foram realizadas em amostras

descarbonatadas em temperatura ambiente (26°C).

3.4.1 Teor Alcodlico (v/v)

Transferiu-se 100 mL da amostra para o conjunto de destilacdo, adicionando-se 1
gota de material antiespumante, para prevenir a formacao de espuma durante a destilacdo. O
destilado foi recolhido em um baldo volumétrico de 100 mL contendo 10 mL de &agua
destilada. Destilou-se até aproximadamente 75% do volume inicial, completando o volume
com agua. Determinou-se a densidade relativa desta solucdo a 20 °C pelo densimetro. Foi
utilizado a Tabela de referéncia para conversdo em porcentagem de alcool em volume
(AOAC, 2006)

3.4.2 Extrato Real

Transferiu-se 20 mL de amostra descarbonatada, para uma capsula previamente
aquecida em estufa a 100 °C por 1 hora, resfriada em dessecador e pesada. A amostra foi
aquecida em banho-maria até a secagem, logo apds resfriou-se em dessecador e pesou-se. A
formula é 100 P/V = Extrato real (% m/v), onde P = massa do residuo (g) e V = volume da
amostra (mL) (AOAC, 2006).

3.4.3 Extrato Aparente
Filtrou-se 100 mL de amostra descarbonatada e determinou-se a densidade

relativa a 20°C do filtrado, convertendo esse valor em extrato aparente através de referéncia
(AOAC, 2006).
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3.4.4 Extrato primitivo ou original

Este resultado foi obtido por meio de calculo envolvendo os valores de teor

alcodlico e extrato real segundo a formula de Balling.

[(Px2,068)+ Er]x100
[100+ (P x1,066)]

=extrato primitivo, em % m/m (2)

Onde:
P = % de alcool em peso; Er = % de extrato real (AOAC, 2006).

3.4.5 pH

As amostras foram colocadas em béqueres de 50 mL para a leitura direta através
do pHmetro (TEC-5 TECNAL), conforme descrito (AOAC, 2006).

3.4.6 Acidez Total

Colocou-se 10 mL da amostra descarbonatada em um Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de &gua. Adicionando 0,5 mL de fenoftaleina e titulou-se com solucdo de
hidroxido de sodio padronizada 0,1 N, até coloracdo résea persistente, pH entre 8,2 e 8,4,
utilizando o pHmetro (1AL, 2005).
3.4.7 Acidez \Volatil

As amostras foram destiladas em sistema por arraste de vapor, onde foi coletado
100 mL do produto em um Erlenmeyer de 250 mL, contendo 20 mL de agua destilada e 0,5
mL de Fenolftaléina e titulou-se até a coloracédo rdosea persistente (1AL, 2005).

3.4.8 Cor

Utilizando parametros da escala colorimétrica da European Brewing Convention
(EBC, 2009).
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3.4.9 Sélidos Soluveis Totais

As cervejas foram medidas diretamente em Refratométro Digital de Bancada
Marca Abbe, modelo com escala de %Brix 0-95% (1AL, 2005).

3.4.10 Acucares Totais

As cervejas foram submetidas ao teste de Lane-Eynon para determinacdo de
carboidratos conforme descrito no manual de Andlise de Alimentos do Instituto Adolf Lutz
(IAL, 2005).

3.5 Analises Microbioldgicas

As analises foram conduzidas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Campus Teresina Central do Instituto Federal do Piaui e no Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos da Universidade Federal do Ceara.

As analises Microbioldgicas foram realizadas de acordo com ICSMSF (2011), os
coliformes totais e termotolerantes, bolores e leveduras e e.coli.

Foram transferidos 25 mL da amostra em 225 mL de agua peptonada e a partir da
solugdo 1071, foram diluidas a solucéo de 1072 e 10 e inoculados em Caldo Lauril e em placas
contendo Potato Dextrose Agar (P.D.A.) acidificado a pH 3,5. As amostras que formaram gas
nos tubos submetidos aos testes confirmativos, onde foi praticada a semeadura em tubos
contendo 10 mL do Caldo Lactosado Bile Verde Brilhante — CLBVB, incubados a 35 °C por
24 e 48 h, e tubos contendo 10 mL do Caldo E.C., incubados a 45 °C por 24 e 48h. A
formacdo de géas nos tubos caracteriza como a presenca de coliformes, sendo o resultado
expresso em NMP.

3.6 Analise Sensorial

As formulacgbes de cerveja foram distribuidas em um delineamento de blocos
incompletos onde as quatro cervejas foram provadas igualmente 60 provadores néo treinados,
totalizando 60 repostas completas para cada tratamento.

Foi aplicado um teste de Aceitagdo, avaliando os atributos sabor, cor, aroma,
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corpo e aceitacdo global utilizando-se escala hedénica estruturada de nove pontos, na qual 9
representa “gostei muitissimo” e 1 “desgostei muitissimo”. Também foram avaliadas quanto a
intencdo de compra através de escala estruturada de cinco pontos, na qual 5 representa
“certamente compraria” e 1 “certamente ndo compraria” (DUTCOSKY, 2011).

As amostras foram apresentadas a provadores ndo treinados, maiores de 18 anos,
de forma monédica, a temperatura de 9°C + 1°C, em copos codificados com nimeros de trés
digitos escolhidos de forma aleatoria, onde cada amostra foi avaliada por 60 provadores
(Figura 10). Os provadores posicionados em cabines individuais foram orientados a observar
as caracteristicas globais e ao preenchimento das fichas de respostas (Apéndice C) e o termo
de Consentimento Livre e Esclarecido de Acordo com o Comité de Etica na Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara (Apéndice D).

As amostras com adicdo de Rutina e Fava d’Anta, foram avaliadas quanto a
preferéncia dos provadores, no qual foi aplicado o teste de ordenacdo-preferéncia, a amostra
preferida soma dois pontos, a intermedidria um pontos e a menos preferida zero ponto, as

amostras foram servidas logo ap6s o teste heddnico.

Figura 10 — Teste Sensorial.

L B

Fonte: Autor, 2019.
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3.7 Analise de compostos bioativos e biodisponibilidade na Cerveja

3.7.1 Simulacéo in vitro da digestdo gastrointestinal

A digestdo in vitro de 10 mL da cerveja com rutina adicionada durante o processo
de fervura foi realizada em quatro etapas: oral, gastrica, duodenal e simulacdo da acéo
enzimatica da microbiota coldnica, conforme protocolos de Minekus et al. (2014) e Fogliano
et al. (2011). Apds cada etapa, a solucdo foi centrifugada a 2177,28 g por 40 minutos, e
filtrada a vacuo em papel filtro quantitativo. O sobrenadante foi coletado, o volume aferido e
armazenado a -20 °C. para todas as etapas da digestdo foi preparado branco, sem adicdo de

amostras, para evitar a superestimacao na quantificacdo dos compostos analisados.

3.7.2 Determinacao de compostos bioativos

Os compostos fendlicos foram analisados por Folin Ciocalteu em meio alcalino,
mensurados a 720nm em espectrofotdmetro UV-VIS e expressos em mg de &cido galico.mL™
de amostra (SWAIN e HILLS, 1959). O célculo do teor total de fendlicos foi realizado a
partir da equacao de regressdo linear da curva padréo de &cido galico (y=0,0047x —0,004; r =
0,9998), prepara nas concentracdes de 5 a 180 pg.mL™,

Os flavonoides totais foram quantificados pelo método de tricloreto de
aluminio (AICls), mensurados a 510 nm em espectrofométro UV-VIS e expressos em mg de
catequina.mL™? de amostra (ZHISHEN et al., 1999) . O calculo do contetdo total de
flavondides foi feito a partir da equacdo de regressdo linear da curva padrdo de catequina (y=
3,575x — 0,0079; r = 0,9983), preparada nas concentragdes de 0,02 a 0,12 mg.mL™,

Os flavanois totatis foram analisados por DMACA 0,1% em HCI 1IN em
metanol, mensurados a 640nm em espectrofotdmetro UV-VIS e expressos em MG equivalente
de catequina. mL?* de amostra (ARNOUS et al., 2002). O célculo do teor total de flavanois
foi feito a partir da equacdo de regressao linear (y= 0,0731x + 0,0708; r= 0,999), preparadas

nas concentragdes de 0,02 a 0,12 mg.mL™.

3.7.3 Avaliagéo da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante das fracdes bioacessiveis, pelo método de sequestro do

radical ABTS *, foi determinada de acordo com Re et al. (1999), mensurada a 734 nm,
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espectrofotémetro UV-VIS, apds 6 minutos do inicio da reacdo. O calculo da atividade
antioxidante foi feito a partir da equacdo de regresséo linear da curva padréo de trolox (y=
0,0009%- 0,0722; r = 0,9985), prepara nas concentragdes de 25 a 700 pumol.L*. Os resultados
doram expressos em TEAC, em pmol de Trolox. mL™* da amostra.

A avaliacdo da capacidade redutora do ferro foi avaliada segundo Arnous et al.
(2002). As amostras reagiram por 30 minutos com solucdo de cloreto de ferro (3mM), em
banho-maria a 37 °C. Adicionadas a solucdo acida de TPTZ e, mensuradas a 620 nm, em
espectrofotdmetro UV-VIS, apds 10 minutos. O célculo potencial redutor foi feitor a partir da
equacdo de regressdo linear da curva padrdo de trolox (y= 0,0023x+ 1699; r = 0,9999),
preparadas nas concentragdes de 30 a 625 pmol.Lt. Os resultados foram expressos em TEAC

em pmol de Trolox. mL* da amostra.

3.7.4 Determinacdo de Rutina, Quercetina e Kaempferol por cromatografia liquida de alta
eficiéncia— CLAE

Para que fossem obtidos resultados que expressassem (uantitativamente e
qualitativamente os flavonoides encontrados nas amostras de cervejas, foi feito uma analise
cromatografica individuais utilizando o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com deteccéo
de diodo (CLAE-DAD/UV-Vis) com bombeamento isocratico. Coluna de fase reversa Shim-
pack CLC ODS (M) 25cm foi utilizada para o corrimento. A coluna foi mantida a temperatura
ambiente em todas as analises e os comprimentos de onda utilizados para detec¢do foram 350
nm. O volume injetado foi de 20 pL, com vazdo de 1mL/min. As fases mdveis utilizadas
foram solucéo tampéo de éacido fosférico pH= 2,8 e Acetonitrila grau HPLC (80:20). Com
tempo de corrimento de 20 minutos. Os padrdes utilizados para este estudo foi flavonois
(rutina, quercitina e Kaempferol). Na analise em CLAE, os compostos fenolicos sdo
identificados comparando o tempo de retengdo com os dos padrdes puros (Figura 11),
cromatrograma apresentado no Apéndice B.
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Figura 11 — Curva de calibracdo para Rutina, isoquercitrina e Kaempferol.
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Fonte: Autor, 2019.

3.7.5 Avaliacéo do indice de bioascessibilidade dos compostos antioxidantes

Para avaliar as alteracbes nos compostos bioativos, ao longo da digestao
gastrointestinal in vitro, os indices de bioacessibilidade (IB) foram calculados de acordo com
Ortega et al. (2011).

3.8 Estabilidade da cerveja

A cerveja mais aceita nos paramétros fisico-quimicos, microbioldgico, bioativos e
sensoriais foi analisada durante 90 dias, com um intervalo de 15 dias, Totalizando 7 leituras
da amostra. Os testes fisico-quimicos realizados foram de Teor Alcodlico (v/v), Extrato Real,
Extrato Aparente, Extrato primitivo, pH, Acidez Total, Acidez Volétil, Acucares Totais, Cor e
Sélidos Soluveis Totais.

Os testes microbidlogicos foram Bolores e leveduras, Coliforme totais e
termotolerantes e E.coli. Os testes sensoriais foram os Testes de aceitacdo e intencdo de
compra.

A cerveja foi injetado no CLAE para a identificagdo dos flavonoides e sua

estabilidade foi medida a cada 30 dias, durante um periodo de 180 dias.
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3.9 Avaliacéo Estatistica

As analises foram feitas em triplicata e os resultados obtidos foram avaliados
através de teste de normalidade dos dados. Logo apds foram submetidos a teste de ANOVA e
as médias foram submetidos a teste de tukey a nivel de 5% de significancia. Todos os testes
foram realizados em softaware STATISTICA 10.0.

As analises de acompanhamento de fermentacdo foram submetidas a analise de
regressdo, analise de variancia e teste de comparacdo de médias ao nivel de 5% de
significancia.

Os resultados dos testes fisico-quimicos e sensoriais foram submetidos a teste de
tukey a nivel de 5% de significancia. Para a avaliacio do teste de ordenacdo preferEncia
utilizou-se a tabela para o teste de ordenacdo, tabela de Newell e McFarlene, conforme
Dutcosky (2011).

Os testes de estabilidade foi submetido a andlise de variancia, analise de regressao

e analise de variancia e teste de comparacdo de médias ao nivel de 5% de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao e caracterizacao fisica de fava d’anta e rutina purificada

4.1.1 Difragéo de raios X

A difracdo de raios x € uma excelente técnica para identificacdo de fases solidas
cristalinas, uma vez que cada fase sélida cristalina possui um padréo especifico de difracao
permitindo assim a sua identificacdo (MARTINS, 2018). Diante do exposto, a Figura 12
apresenta o difratograma da Fava D’anta e da Rutina padrdo DAB. As semelhancas de picos
encontrados nas duas estruturas mostram a similaridade das estruturas cristalinas dos
compostos, as intensidades dos picos em 20 igual a 17,1°; 22,8° e 0 mais expressivo em 26,7°
confirmam a caracteristica cristalina dos compostos (MONTES et al., 2016). Corroborando
com a farmacopeia brasileira, pela similaridade dos picos de rutina padrdo DAB e a
apresentada no indice brasileiro (BRASIL, 2010). Posteriormente a cristalinidade dos

compostos foi calculada e os resultados estdo presentados na tabela 7.

Figura 12 — Difratograma de raios X da Fava D’anta e da Rutina.
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Fonte: Autor, 2019.
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Tabela 7 — indice de cristalinidade das amostras pelo método de deconvolugio dos picos.

Amostra Indice de cristalinidade (%)
Fava D’anta 52,2
Rutina Purificada 61,2

Fonte: Autor, 2019.

De acordo com a tabela 7, tanto a rutina como a Fava d’anta apresentaram uma
elevada cristalinidade, sendo que a Rutina Purificada apresentou maior cristalinidade em
compara¢cdo com a Fava d’Anta. Esse resultado pode ser explicado devido a purificagdo
realizada no composto, garantindo assim uma maior pureza do composto final e uma maior
cristalinidade.

Sélidos com alta cristalinidade geralmente apresentam menor solubilidade em
agua e substdncias com alto grau de cristalizacdo tem sua solubilidade, dissolucdo e
biodisponibilidade diminuida e para a incorporacdo em alimentos, substancias cristalinas tém
sua solubilidade em &gua diminuida, em contrate quando estdo no estado amorfo apresentam
um aumento na solubilidade (SHARMA, et al., 2009). Ou seja, para a aplicacdo em produtos
alimenticios como é o caso da cerveja é desejavel uma substancia com menor grau de

cristalinidade.

4.1.2 Analise Termogravimétrica (TG)

As curvas de TG/DTG sdo importantes no estudo da estabilidade e do
comportamento térmico dos compostos, assim pode-se determinar o limite de temperatura
maxima em que 0 processamento pode ser realizado sem que ocorra alteracdo em sua
estrutura e possivel perda de caracteristicas funcionais. Assim, 0 comportamento térmico de
compostos é importante quando se aplica tratamentos térmicos em suas possiveis aplicacdes,
como secagem, pasteurizacao e na previsao e controle das variagdes de temperatura durante o
armazenamento (MURAMATSU et al., 2009).

A s Figuras 13 e 14 e a tabela 8 mostram as curvas de TG e DTG da Fava D’anta
e da Rutina padrdo DAB, respectivamente.



Figura 13 — Analise Termogravimétrica e Derivada Termogravimétrica da Fava D’anta.
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Figura 14 — Analise Termogravimétrica e Derivada Termogravimétrica da Rutina DAB.
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Tabela 8 — Resultado da analise das curvas de TG e DTG da Fava D’anta e da Rutina.

. Evento e o o o Residuo
Material - ‘..o Ti(°C)  Tm(C) Ti(°C) PM (%) (%)
1 25 71 156 9,59
Rutina 2 156 251 322 21,80
0,58
DAB 3 322 422 434 27,25
4 434 468 531 40,78
1 25 41 148 10,97
Fava 2 148 249 290 20,26 1,70
D’anta
3 290 437 523 67,07

Legenda: Ti: Temperatura Inicial; Trm: Temperatura maxima; Tr: Temperatura final; PM: Perda de massa.
Fonte: Autor, 2019.

De acordo com o termograma foi possivel observar trés eventos principais de
perdas de massa da Fava D’anta onde o primeiro ocorreu entre as temperaturas de 25°C a
148°C totalizando uma perda de massa de 10,97%, devido a vaporizacdo da agua livre e
alguns compostos volateis presentes na amostra. O segundo evento de composicao ocorreu
entre 148°C a 290°C com pico de perda de massa em 249°C, totalizando 20,26% de perda de
massa podendo estd relacionada a decomposicdo de composicdo de compostos organicos
presentes no material analisado, como carboidratos simples, proteinas e lipideos. O terceiro
evento de degradacdo de massa é caraterizado pela perda de carboidratos complexos como
hemiceluloses, celuloses, lignina e galactomanana presentes no material e correspondendo a
67,07% da massa de Fava d’Anta.

O termograma da Rutina padrdo DAB apresentou quatro eventos de perdas de
massa, sendo que segundo Costa et al. (2002), a degradacéo entre 25 e 290°C é caracterizada
pela perca de agua do composto, convertendo o composto na forma anidra a partir dessa
temperatura. Com isso as perdas de massa dos dois primeiros eventos térmicos sdo
caracterizadas pela perda de agua livre (perca igual a 9,59%) e a agua de constitui¢do (perca
igual a 21,8%), a perda de agua de constituicdo calculada a partir da sua formula molecular é
igual a 21,53% (QI et al., 2015). A perca massica do segundo evento proximo a perca tedrica
indica uma da Rutina pds purificacdo. O terceiro evento de degradacdo de massa foi
observado entre 322°C a 434°C, totalizando uma perda de massa de 27,25% que esta
associado a perda de carboidratos na estrutura da molécula da rutina (DE OLIVEIRA et al.,

2016). O quarto evento de perca massica ocorreu entre 434°C a 531°C, com uma perca
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massica de 40,78% estando associada a degradacdo tardia de alguns componentes moleculares
da Rutina.

A rutina apresenta melhor estabilidade térmica em relagdo a Fava D’anta, devido
aos deslocamentos dos eventos térmicas para maiores valores de temperaturas finais e iniciais
em cada evento, bem como as temperaturas maximas de cada evento da rutina em comparacgao
com a Fava D’anta. Essa estabilidade térmica pode estar ligada ao aumento da cristalinidade
da Rutina, corroborando com os resultados de cristalinidade dos compostos que estdo
apresentados na tabela 7.

Além disso, o termograma da Fava d’anta possui menos eventos térmicos, Se
comparados ao da Rutina, isso caracteriza uma maior quantidade de impurezas na amostra da
Fava D’anta. Devido a maior quantidade de impurezas e a menor estabilidade térmica da Fava
D’anta tém-se a limitacdo das temperaturas utilizadas nos processos térmicos como secagem,
pasteurizacdo e na previsdo e controle das variagdes de temperatura durante o armazenamento
(MURAMATSU et al., 2009). Assim, compostos com menor estabilidade térmica tém-se o0s
maiores valores de armazenamento e processamento.

Estes resultados indicam éxito da conversdo da fava em rutina com elevado grau

de pureza ap06s o tratamento de purificacao.

4.1.3 Microscopia eletrdnica de varredura e analise de espectrometria por energia

dispersiva

Para se caracterizar a superficies dos compostos, foram utilizadas as técnicas de
MEV e de EDS. A andlise morfologica das particulas de Fava D’anta e Rutina foram
realizadas através das micrografias apresentadas na Figura 15 e 16. A figura 15 mostra a
micrografia da Fava D’anta em p6, A Fava D’anta apresentou morfologia de menor
uniformidade, com maior rugosidade superficial e ampla variacdo no tamanho das particulas.
Enquanto na micrografia da Rutina, que esta apresentada na figura 16, exibiu morfologia com
menor rugosidade superficial e maior homogeneidade no tamanho de particulas. Em outras
palavras, a fava d’anta tem uma superficie mais dspera e maior distribuicdo de tamanhos de
particula enquanto a rutina tem uma superficie mais lisa e uniforme. Esse resultado indica que
0 método de purificacdo foi efetivo na retirada de impurezas superficiais de menor
cristalinidade, apresentando particulas de rutina com maior uniformidade e menos rugosa.

Corroborando com os resultados de TG e DRX.
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Figura 15 — Micrografias da estrutura superficial da Fava D’anta.
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Os espectros de EDS mostrados na figura 17 revelam os autos indices de carbono

e oxigénio que sdo caracteristicas de materiais organicos, como a rutina e a Fava D’anta.

Figura 17 — Analise da (a) Fava D’anta e da (b) Rutina DAB por meio de analise
espectrometria por energia dispersiva (EDS).
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4.2 Acompanhamento da fermentacdo de cervejas especiais com fava d’anta

A principal transformacdo durante o processo fermentativo é a conversdo dos
acucares em etanol e CO>, obtida no metabolismo da fonte de carbono pela levedura. A forma
mais usual de acompanhamento desse processo € por observacdes realizadas nas seguintes
variaveis: consumo de substrato, formacéo de produto e concentracdo de células. A adicao de
produtos podem interferir no desenvolvimento do microrganismo e sua atividade
fermentativa. Deste modo foi realizado um processo fermentativo a temperatura constante,
15° C e ingredientes identicos variando apenas a forma de incorporacdo do flavonoide rutina
NO processo.

A figura 18 apresenta 0 acompanhamento do teor alcodlico durante as 180 horas
de fermentacéo das cervejas com acrescimo de fava e de rutina. O teor alcodlico é um dos

atributos mais esperados pelos consumidores de cerveja no mercado brasileiro.

Figura 18 — Evolug&o do teor alcodlico durante a fermentacéo das cervejas com rutina.
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Fonte: Autor, 2019.

De acordo com os resultados apresentados na figura 18, nota-se que o melhor
desempenho inicial € encontrado na cerveja padrdo, mas todas a cervejas apresentam mesmo
tempo de estabilizagdo, todos em torno de 144 horas ou 6 dias de processo. O teor alcodlico é
resultado da fermentacdo anaerobica, entdo fatores como concentracdo de agucares, pH,

concentracdo de microrganismos podem interferir diretamente nessa produgéo.
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As primeiras 48 horas do processo a fermentacdo é chamado de fermentacédo
tumultuosa, onde a caracteristica principal é a alta atividade fermentativa gracas a quantidade
de substrato elevada, nesse ponto a producdo de etanol teve diferenca significativa entre as
amostras analisadas. As RUTBEER 001, 002 e 003 tiveram uma producdo de etanol menor
que a RUTBEER PADRAO, isso pode se caracterizado pelo alto teor antioxidante do
composto, podendo ter inibido a fermentacdo da massa de levedura.

Araujo (2016) acompanhou a fermentacdo de uma cerveja adicionado de meléo de
caroa, onde 0 mesmo conseguiu atingir valores maximos de 5,7%. O mosto puro malte possui
maltose, maltotriose, sacarose, glicose, que sdo agucares fermentesciveis, e dextrinas, que ndo
sdo metabolizadas pela levedura. Vale ressaltar que a parte ndo fermentavel pode chegar a
25% do conteddo de acucares (BRIGGS et al., 2004).

Vidgren (2010) afirma que mostos com gravidade original de 11 a 12°Graus platd
(13°Brix) resultam em cervejas de teor alcodlico de 4 a 5%.

Os resultados apresentados na figura 19 caracterizam o desenvolvimento da
levedura durante o processo fermentativo das cervejas. A fase lag € descrita até 36 horas de
fermentacao, a fase estacionaria de 36 a 72 horas e a partir disse temos um comportamento de
autolise celular caracteristico da fase de decréscimo. A incorporacdo de rutina, tanto na forma

purificada como na adi¢do de Fava d’anta.

Figura 19 — Concentracdo de levedura durante o processo fermentativo.
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Han et al., (2016) caracterizou cervejas com malte 6 fileiras proveniente da Coreia
do Sul com adjuntos industriais durante o processo fermentativo onde a levedura néo diferiu
estatisticamente durante a fermentacéo primaria, obtendo valores de maximo de 6,82 cel/mL.

A figura 19 mostra que o desenvolvimento maximo na fase de crescimento ficou
entre 3,32 e 3,91 g/L, naturalmente ocorreu uma estabilizacdo e uma reducdo gradual da
concentracdo de leveduras, pios ocorre autélise, lise celular ou rompimento, provacando acéo
das enzimas intracelulares. Nessa fase, ha a floculacdo de leveduras do mosto, juntamente
com o descrecimo da quantidade de agucares fermentaveis, que pode ser observado na figura
18.

Segundo Tapas et al., (2008) flavénois possuem uma acdo antimicrobiana,
principalmente em organismos com parede celular, as quais o antioxidantes podem causar
danos a ligacdo polissacarideo-peptilglicano. Podemos observar um paralelo em juncdo da
figuras 19, 20 e 21 em que a contagem de leveduras e a produgdo de etanol nas cervejas
produzida aumenta durante a fermentacdo, o substrato diminui, o que segundo Munroe (2006)
caracteriza uma tipica fermentacao cervejeira.

No término da fermentacdo houve uma estabilidade de leveduras em suspenséo, a
amostra rutbeer 002 obteve resultados maiores em relagdo as outras amostras, isso pode esta
relacionado a adi¢do de rutina diretamente na fermentacéo.

Na Figura 20 é apresentado o consumo de sdlidos solUveis totais durante o
processo fermentativo. A amostra padrdo até 48 horas mostrou a maior degracdo, mas ao final
da etapa fermentativa todas as cervejas obtiveram taxa de solidos soluveis totais em torno de
6°Brix.

A figura 21 apresenta os resultados de pH durante o processo fermentativo das
cervejas com a incorporacdao de rutina e fava d’anta. A amostra rutbeer 002, a qual a rutina
purificada foi adicionada nesse processo fermentativo, o pH do mosto teve uma diferenca no
pH inicial de fermentacdo, mas apds a fermentacdo os valores ndo diferiram estatisticamente
da cerveja padrao.

O pH da cerveja padrdo obteve estabilidade ap6s 48 horas, enquanto as
amostras com acréscimo de rutina obtiveram essa estabilidade com 100 horas de fermentacéo,

mas todos os valores estdo em niveis que inibem a contaminagéo bacteriana.
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Figura 20 — Teor de sélidos soluveis totais durante o processo fermentativo.
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Fonte: Autor, 2019.

Os é&cidos organicos sdo compostos excretados pelas células de levedura,
sintetizados atraveés da biossintese de aminoacidos e do metabolismo de carboidratos, assim
como sua formacdo esta associada ao ciclo incompleto do acido citrico. A producdo destes
acidos é influenciada pela cepa da levedura e a velocidade da fermentacdo, uma velocidade
mais lenta implica em maiores valores de pH. A producdo de alguns acidos organicos podem
ser reaproveitados durante o processo fermentativo (BRIGGS et al.,2004; WILLAERT, 2007).

Figura 21 — Controle do pH durante o processo fermentativo.
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O pH das cervejas obtiveram valores entre 3,93 e 4,68, valores encontrados em
diferentes fases da fermentacdo do produto. Almeida e Silva (2005) sugerem que a faixa de
pH de 3,89 a 4,47 possibilita uma fermentacdo suficiente, além de inibir bactérias
indesejaveis. Manzano et. al. (2005) corroboram com essa afirmacdo, aumentando ainda mais
a faixa de estabilidade de pH, variam de 3,8 a 4,7. A reducdo do pH ocorre devido a produgéo
de &cidos organicos, aumentando a estabilidade do meio, nota-se que no decorrer do processo
fermentativo o pH em todas as amostras teve um comportamento decrescente até as 144
horas, quando houve a estabilizacao.

Com base nos resultados apresentados nas figuras 18, 19, 20 e 21, os parametros
fermentativos mostram que a adi¢do de rutina tanto no fruto da faveira, quanto na sua forma
purificada quando adicionados no processo de fervura do mosto ndo apresentam diferenca no
desenvolvimento do processo. Enquanto a rutina na sua forma pura, para ser solubilizada
durante a fermentacdo pode interferir negativamente quanto o percentual de levedura
presentes no mosto, mas no que diz respeito ao conjunto da fermentagdo, néo interfere no

processo.

4.3 Desenvolvimento de cervejas especiais com rutina e fava d’anta

As cervejas depois de fermentadas, maturadas, engarrafadas e pasteurizadas foram
submetidas a analises de caracteristicas fisico-quimicas que estdo representadas na tabela 9.
Foram utilizadas andlises que a legislacdo preconiza para o produto ser caracterizado como
cerveja e alguns parametros que indicam a qualidade do produto.

Os 4cidos organicos e inorganicos presentes nas cervejas nao diferiram
estaticamente entre si para as cervejas com adicdo de rutina e fava, mas vale resaltar que cerca
de 40% sdo acidos volateis esses acidos tem importancia primordial, pois sdo eles que
carregam 0s compostos responsavéis pelo flavour da cerveja, onde eles sdo provenientes do
malte, do lupulo e alguns sintetizados pelas leveduras. A Rutbeer padrdo, obteve um menor de
valor de acidez que pode ter sido ocasionado pela falta de incorporagdes, coroborando com o
resultado encontrado por Curi (2009), que estudou a cevada com adjunto de malte.

Pinto (2015) estudando adicdo de frutas como adjunto, obteve resultados que
coroboram com o estudo. Pai et al., (2015) caracterizou 15 amostras de cerveja
comercializadas na india, de diferentes estilos, onde a acidez total 0,11 % a 0,22%, valores

semelhantes ao encontrados neste estudo.
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O pH e a acidez total sdo considerados os dois critérios mais importantes pelas
indUstrias cervejeiras que influenciam fortemente o saneamento e outros pardmetros
fisioldégicos como cor, estabilidade, sabor, estabilidade biologica e quimica. A industria
cervejeira geralmente prefere o pH em uma faixa de 3,90 a 4,20 para cervejas leves que
também desempenham um papel importante durante o processo de fermentacdo que inclui a
eficdcia da enzima, utilizacdo de lGpulo, coagulacdo de proteinas e monitorar a atividade de
levedura na fermentacdo de cerveja limpa. Cervejas comercializadas na Tanzania relataram
ter pH e acidez total na faixa de 3,9 a 5,3 e 0,28 a 0,38%, respectivamente (TUSEKWA et al.,
2000; PAI, et al., 2015).

Jardim et al., (2018) estudou as caracteristicas de 6 receitas de cervejas artesanais
comercializadas no Brasil, com as India Pale Ale com pH de 3,88, tendo o valor mais baixo,
enguanto as amostras menos lupuladas obtiveram valores entre 4,12 e 4,40, corroborando com
os valores encontrados neste estudo.

Os resultados de pH apresentados na tabela 9, mostram que a faixa de pH das
cervejas foram de 4,07 a 4,25. Sendo que apenas a RUTBEER 003, obteve um valor que
diferiu estatisticamente a 5%. Grannato et al., (2010) analisou 29 amostras de cervejas
artesanais brasileiras e entrou pH variando de 4,13 a 4,96, valores dentro da faixa do presente
estudo.

A Convengdo Européia de Cervejeiros — EBC, disponibiliza uma escala
colorimétrica aceita mundialmente, em que se pode classificar as cervejas de acordo com seu
tipo e se a coloragdo fica dentro dos padrdes, no caso das amostras de RUTBEER’S seria
interessante que a coloracdo tendesse para o amarelo ou dourado que na escala estd na faixa
de até 20 EBC, pois a aceita¢do cultural dos consumidores esta nesta faixa.

A densidade ndo diferiu estatisticamente, ela ¢ medida indireta da quantidade de
acucares presentes na cerveja e quanto mais proximo de 1,000, menor é a quantidade, esse
fator estd indiretamente ligado a teor alcodlico e pode ser utilizado com parametro para
validar os dados do processo.

Nota-se que quanto menor a densidade, maior foi o teor alcodlico da cerveja, pois
a densidade é uma medida indireta da quantidade de agUcares que estdo presentes no meio,
logo as amostras que obtiveram o maior teor alcoolico, utilizaram o agucar presente na cerveja

como matéria-prima para a fermentacéo das leveduras.
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Tabela 9 — Valores médios dos parametros fisico-quimicos nas Cervejas com rutina e teste de

tukey.
Andlises RUTBEER ~ RUTBEER RUTBEER  RUTBEER
PADRAO 001 002 003
Acidez Total 27,48°+1,01  51,68"+0,88 51,32°+0,55 49,14°+0,74
(mg/L)
Acidez VOIatll | 133601 0,68 232594046 23,09°£0,63 22,11° 0,49
(mg/L)

Cor (EBC) 16 12 5 18
Densidade 1,025% 1,008° 1,0114 1,019°
Ex”ato((;)r)'m'“"o 1478°+057  1449°£034 1523°+062 14,38 +0,49
Extrato Real (%) 5,02° + 0,11 3,264+ 0,08 3,82+0,17 5,23° +0,14
Ex”ato(%’are”te 493°+008  242°+014  331°%006  517°+0,13

pH 4,17° £ 0,02 417°+0,01  4,25°+0,03  4,05°+0,01
AUEAIES TORIS | 5 16+ 044 14473075  168°:051  2,25°+0,36
(9/1009)
Solidos Soldvels | 7 6p4 1 59°+01  59%01  78°%01
Totais (°Brix)
Teor Alcodli
eor AICOOTICo 5014012  587+006 601°+014 478 +023
(% viv)

*Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de 95% de confianca.

Fonte: Autor, 2019.

A Figura 22 mostra as cervejas incorporadas de fava e rutina, parametros como

Extrato real, Extrato primitivo, Extrato aparente e pH validaram as cervejas como
caracterizadas no seguimento premiun, ou puro malte (BRASIL, 2009). Estes resultados estdo

em conformidade com Pinto (2015) que obteve extrato real entre 3,2 a 4,8% em uma cerveja

Fruit Beer com adicdo de acerola e abacaxi, e com Do Rio (2013) que obteve extrato real

entre 5,06 a 5,15% na cerveja em que foi utilizado erva-mate como substituto parcial do

lupulo.
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Figura 22 — Cervejas com incorporagao de fava d’anta e rutina.
N L

Fonte: Autor, 2019.

Segundo a legislacdo brasileira, o extrato primitivo refere-se a quantidade de
substancias dissolvidas no mosto e que ddo origem a cerveja, sendo expresso em percentagem
em peso. Como a taxa de extrato primitivo se refere a quantidade de ingredientes diferentes da
agua utilizados na preparacdo da cerveja, incluindo o carboidrato (agUcar), nota-se que a
adicéo das pequenas frutas elevou o extrato primitivo (BRASIL, 2009).

Donadini e Porretta (2017), Gomez-Corona et al.,, (2016) estudando o
comportamento do consumidor de cervejas, afimam que o teor alcodlico da bebida é a
primeira impressdo que 0s consumidores procuram no rétulo. Logo as amostras de
RUTBEER obtiveram valores expressivos de teor alcoodlico se comprarados com as marcas
comerciais brasileiras, mas ainda dentro de um padréo aceitavel para caracteriza-l4 como leve
e refrescante.

De acordo com estudos realizados por Bamforth (2009), muitas cervejas tém teor
alcoolico aproximadamente na faixa de 3% a 6% (v/v). As amostras RUTBEER variaram de
4,78 a 6,01% (v/v), sendo que as amostras RUTBEER 001 e 002 apresentaram um teor
alcoolico mais elevado, juntamente com maiores percentagens de extrato primitivo. A
RUTBEER 002 obteve maiores percentuais de acucares convertidos do malte em sua

composicdo, essa diferenca de valores se deve ao processamento que mesmo sendo
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padronizado, ainda é feito de maneira artesanal, causando assim essa variacao.

Han et al., (2016) caracterizou cervejas com malte 6 fileiras proveniente da Coreia
do Sul com adjuntos industriais obteve valores 3,83 a 4,57% (v/v), valores abaixo dos
encontrados neste estudo.

Manzolli (2015) estudou a adigéo de suco de laranja concentrado como adjunto de
malte e obteve uma cerveja comercial com 5,68 % de teor alcodlico, garantindo uma cerveja
com teor alcodlico mais alto e caracteristica seca. Ja Pinto (2015) utilizando suco de acerola e
abacaxi como adjunto garantiu cervejas com teor alcoolico menor, &cidas e adocicadas. Vogel
(2017) encontrou cervejas com caracteristicas frutadas e teor alcoolico abaixo de 5%.

A maioria dos 4alcoois formados durante a fermentacdo da cerveja €
ligado a levedura, pela sua sintese proteica, eles sdo formados a partir de ceto-acidos que
podem ser formados por transaminacdo ou desaminacdo dos aminoacidos no mosto ou
sintetizados a partir de carboidratos de mosto. Estes ceto-acidos sdo entdo convertidos em
alcoois superiores por descarboxilacdo e reducdo (BAMFORTH, 2005).

No entanto, a cerveja € uma das bebidas alcodlicas mais abundantes consumidas
em todo o mundo e a presenca de alcool fornece protecdo contra varias doencas cardiacas e
também, juntamente com a presenca de polifendis, pode reduzir o estresse oxidativo
produzido por vérios processos metabélicos e condicfes de estresse.

O teor de agucares na cerveja estd intimamente ligado a quantidade de alcool e
eficiéncia da levedura, na cerveja. Os resultados de agucares totais apresentados na tabela 9
sdo consequéncia das fermentacGes apresentadas no item 4.1 deste trabalho.

Os valores encontrados diferiram estatisticamente, onde a amostras RUTBEER
PADRAO e RUTBEER 003 obtiveram maiores valores, pois a levedura s6 pode utilizar
acucares selecionados de menor peso molecular, como frutose, glicose, maltose, sacarose e
maltotriose. Oligossacarideos contendo mais de trés unidades de glicose ndo podem ser
fermentados. Portanto, quando a fermentacdo é permitida, apenas pequenas quantidades de
acucares de menor peso molecular séo encontrados na cerveja.

Pai et al., (2015) encontrou valores de agucares entre 0,44 a 2,68%, semelhantes
ao encontrado neste estudo que variou de 1,44 a 2,25%, enquanto Jardim et al. (2018)
apresentou valores de 0,9 a 2,08 %e valores de Solidos Soluveis Totais de 6,75 a 10 °Brix,
valores dentro da faixa encontrada por Moreira-Nunes et al., (2016), de 5,4 a 9 °Brix, e 0S
encontrados no presente estudo.

A tabela 10 mostra os resultados para as analises microbioldgicas, os valores de

bolores e leveduras, coliformes totais, coliformes termotolerantes e e. Coli obtiveram valores



76

minimos em todas as formulagdes de cerveja desenvolvidas. Este resultado se deve ao
processo de pasteurizacdo das cervejas, bem como através do controle higiénico-sanitario
durante o0 processamento, de modo a evitar a contamina¢do do produto ao longo de seu

desenvolvimento.

Tabela 10 — Resultados das analises microbioldgicas das cerveja com Rutina e Fava d’anta.

Analises RUTBENER RUTBEER RUTBEER RUTBEER
PADRAO 001 002 003
Bolores e Levedura
(UFC/mL) <10 <10 <10 <10
Coliformes Totais
(NMP/mL) =1 <1 <1 <1
Coliformes
Termotolerantes <1 <1 <1 <1
(NMP/mL)
E.coli 1 < -1 -1
(NMP/mL)

Fonte: Autor, 2019.

A cerveja é considerada um meio adverso para a contaminagdo bacteriana, ela
possui caracteristicas como concentracdo de etanol, compostos bioativos provenientes das
matérias-primas, elevada concentracdo de CO2, baixa concentragdo de O2 e baixo pH
(DRAGONE et al. 2007).

Na tabela 11 sdo apresentados os resultados dos atributos sensoriais obtidos na
escala hedonica. A Rutbeer padrdo obteve os melhores resultados se comparados as cervejas
com adi¢do de Fava e Rutina. Mas todos os resultados obtiveram notas maiores que 5 “nem
gostei, nem desgostei” do produto, que caracteriza a area de aceitagdo senorial (DUSCOTKY,
2011).

As médias para o atributo cor da cerveja com rutina obtiveram médias dentro da
faixa de aceitabilidade positiva, corresponde a notas entre 7 “gostei moderadamente” e 8
“gostei muito” (Figura 23), ndo diferindo estaticamente entre si. Esse resultado se deve a
coloracdo da cerveja esta entre o amarelo e o dourado, cores que sdo chamativas e também

comuns ao olhar do consumidor em geral.
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Figura 23 — Cerveja com adicéo de rutina durante o processo de fervura.
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Fonte: Autor, 2019.

O atributo aroma apresentou 0 mesmo comportamento da cor, variando apenas as
médias que ficaram entre 6 “gostei ligeiramente” e 7 “gostei moderadamente”, as amostras de
RUTBEER, conseguiu descri¢bes como citrico, frutado, resfrescante, dentre outros.

No atributo sabor, apenas a RUTBEER 002 variou estatisticamente, isso se deve
pela forma de adigdo na sua composicao, pois a mesma foi adicionada pura direto na dorna de
fermentacdo, o que garantiu um sabor caracteristico e com um amargor acentuado, enquanto
as amostras de RUTBEER 001 e RUTBEER 003 obtiveram médias neste atributo entre 6
“gostei ligeiramente” e 7 “gostei moderadamente”, caracterizando produto bem aceito no teste
sensorial. Cooper (2013) sugere que produtos para serem langados no mercado, necessitam
de uma aprovacdo de todos os itens dentro da faixa de aceitabilidade positiva, ou seja, médias
variando de 5a 9.

A aceitabilidade do corpo das cevejas por parte dos provadores produziu médias
que variaram de 6,45 (RUTBEER 002) a 7,16 (RUTBEER 001). Garantindo assim um
produto com caracteristicas aceitaveis, a quantidade de extrato primitivo e forma de adicéo
sdo fatores que precisam ser levando em conta para a formulacdo de ideia logica para a
RUTBEER 002 se a unica que difere estatisticamente a 5% de probalidade.

A aceitacédo global das cervejas variou de 5,82 para a amostra RUTBEER 002 a
6,85 obtido pela amostra RUTBEER 001. Apresentando diferenga signifitiva entre elas,
apenas neste atributo a amostra RUTBEER 003 néo apresentou diferenga perante as demais.
Diante desses resultados podemos notar que a forma de incorporacgdo da rutina no processo

fervura ndo possue diferenca sensorial significativa, mas quando incorporada na etapa de
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fermentacdo a cerveja apresenta faixa de aceitacdo menor, ou seja, onde o flavonoide é

incorporado é crucial para seu aumento de média e aceitacdo sensorial.

Tabela 11 — Valores médios dos atributos sensoriais das cervejas com Rutina e Fava d’anta.

Hedbnica RUTBEER RUTBEER RUTBEER RUTBEER
PADRAO 001 002 003
Cor 7,8° 7,552 7,35° 7,21°
Aroma 7,882 6,47¢ 6,78" 6,75
Sabor 7,78 6,58" 4,85¢ 6,21°
Corpo 7,9 7,16° 6,45¢ 6,93¢
Aceitacdo Global 7,9 6,85° 5,82¢ 6,58°

*Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de 95% de confianca.
Fonte: Autor, 2019.

Carvalho (2009) utilizou banana como aromatizante, constatou que a cerveja
produzida foi bem aceita, quando comparada a uma amostra comercial. Santos (2011) e
Hendges (2014) obtiveram cervejas com notas entre ‘“gostei ligeiramente” e ‘“gostei
moderadamente”, com cervejas feitas com arroz preto e quinoa, respectivamente.

Batista (2014) obteve notas na faixa de rejeicdo hedonica com cervejas adicionada
de pinhao. Diferente desta pesquisa que obteve valores de aceitagdo, que varia desde o “gostei
muito” a “gostei ligeiramente”.

Na tabela 12 estdo apresentados os valores médios do teste de atitude de compra,
que simula a titude consumidor casa 0 produto estivesse na gondola do supermecado.

Os valores encontrados mostram a diferenca da atitude compra, em que a amostra
RUTBEER 001 e 003 ndo diferem estatisticamente e possuem uma média sensorial

satisfatoria, garantindo assim seu pontencial mercadologico.

Tabela 12 — Valores médios de atitude de compra das cervejas com Rutina e Fava d’anta.

RUTBEER RUTBEER RUTBEER RUTBEER
PADRAO 001 002 003

Atitude de Compra 4,29? 3,56° 2,85° 3,33°

*Letras iguais na mesma linha néo diferem estatisticamente entre si, a nivel de 95% de confianca.
Fonte: Autor, 2019.

A tabela 13 apresenta o resultado da preferéncia dos consumidores quando

comparadas apenas as amostras de RUTBEER com adicdao de rutina o fava d’anta. Nota-se
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que as amostras que RUTBEER 001 e 003, obtiveram os melhores resultados e ndo diferiram
esta estatisticamente entre si, podemos obsevar com esse resultado que o processo no qual os
flavonoides s@o solubilizados € mais importante que a matéria-prima para a preferéncia dos

consumidores.

Tabela 13 — Resultado do Teste de Ordenacao-preferéncia das cervejas com Rutina e Fava
d’anta.

Comparacéao Soma das Ordens Diferencas significativas*

RUTBEER 001;| 75 31 74 |001 — 002| = diferem entre si
RUTBEER 002; |001 — 003| = ndo diferem entre si
RUTBEER 003 1002 — 003| = diferem entre si

*De acordo com a tabela para teste de ordenacédo, Tabela Newell e Mcfarlane, a diferenga minima de respostas
(DMS) para estabelecer diferenca significativa, ao nivel de 5% de significancia, para trés amostras e 60
julgadores é de: 26 respostas.

Fonte: Autor, 2019.

A Figura 24 indica o momento de aplicacéo do teste de ordenacdo-preferéncia, em
que as 3 amostras contendo a adi¢do do composto sdo apresentadas ao provador, devidamente

codificadas.

Figura 24 — Teste de ordenacao-preferéncia.

Fonte: Autor, 2019.

A tabela 14 apresenta o resultado da analise por Cromatrografia Liquida de Alta
Eficiéncia — CLAE, onde foi possivel quantificar rutina, isoquercitrina e kaempferol atraves

de comparacdo com solugéo padrao.
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Tabela 14 — Valores médios dos flavonoides identificados por CLAE nas cervejas com Rutina
e Fava d’anta.

BIOATIVOS | RUTBEER  RUTBEER  RUTBEER  RUTBEER
PADRAO 001 002 003
(m;ig{)‘; 0 - 13,24 7,02 32,44
'?&%‘ﬁgﬁ[‘)&‘ : 1,28 2,99 10,07
(*fnage/ngfnrﬁ') i 8,96 x10°* i 0,2895

Fonte: Autor, 2019.

Se toda a rutina adicionada na cerveja fosse solubilizada, obteriamos uma
concentracdo de 50 mg/100mL de rutina na cerveja, atrdves dos diferentes métodos de
incorporacdo e diferentes processos. Isso desprezando fatores como perda na filtracédo,
coefiente de solubilizacdo da rutina em ambiente hidroalcoodlico, dentre outros. Para que o
produto que tenha a rutina possa garantir sua alegacdo, ele deve conter entre 10 a 50
mg/100mL de produto.

Nunes et al., (2018) estudou os compostos bioativos da Dimorphandra
Gardneriana Tulasne, encontrando teores de flavonoides 38,87 mg/g. Quando incorpadoras a
um produto, as perdas sdo significativas durante o processo, principalmente pela caracteristica
cristalina da fava d’anta. A cerveja ao qual teve a fava incorporada obteve resultados
expressivos, se comparados a RUTBEER 002, mas seu rendimento foi menor que
adicionando a rutina ja purificada e padronizada.

Pai et al., (2015) afirma cerveja contém uma variedade de polifendis que podem
ser importantes por sua estabilidade quimica, que inclui flavondides prenilados, éacidos
fendlicos, fendis simples, flavanodis, hidroxicumarinas, flavonas. Granato et al. (2011)
analisou a teor de flavonoides totais de vinte nove amostras comerciais de cervejas artesanais
brasileiras de diferentes escolas, dentre elas cervejas Lager e Brown Ale, onde os valores
variaram de 23,12 a 49,14 mg.L™! para as Lager e 98,72 a 171,12 mg.L* para as Brown Ale.
Para motivo de comparacéo, os resultados apresentados na Tabela 14 sdo maiores que 0S
encontrados nas amostras comerciais apresentadas, mesmo o presente estudo quantificando

apenas a Rutina e seus isdmeros.
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Piazzon et al., (2010) determinou a atividade antioxidante de cervejas italianas,
Moreira-Nunes et al. (2016) analisou das cervejas artesanais comercializadas no Brasil, Zhao
et al. (2010) e Zhao et al., (2013) analisaram as cervejas comerciais chinesas, encontrando
valores diversos, devido a diversas caracteristicas de processamento e materias-primas
utilizada nas formulacdo de cerveja ao redor do mundo, garantindo assim que a cerveja possui
atividade antioxidante.

Ducret et al., (2017), estudou a incorporacdo de goji berries, em diferentes fases
do processo e de diferente formas, em cerveja Amber Ale encontrou valores de rutina
variando de 0,0 a 23,46 mg.L?, valores bem abaixo dos encontrados nas cervejas
incorporadas de rutina provenientes da Fava d’Anta. Achilli, Cellerino e Gamache (1993)
encontraram concentracdes de 16,4 mg.L™* de kaempferol e 1,8 mg.L? de rutina em cervejas
de fermentacdo espontanea.

Os compostos fendlicos estdo diretamente relacionados com a qualidade fisico-
quimica e sensorial (sabor, aroma, cor), estabilidade coloidal, conservacdo da cerveja e
contribuem de forma benéfica para a satide humana (PIAZZON et al., 2010, GERHAUSER,
2005, POLAK et al., 2013).

Perrone et al., (2012) observou que adicionando café torrado as cervejas de
caracteristicas Amber Ale aumentam seu teor antioxidante.

Os valores da tabela 14 mostram que a amostra de RUTBEER que obteve o
menor resultado de solubizacdo, foi a 002 (Figura 26), garantindo valores dentro da
funcionalidade se levarmos em consideracdo a quantificacdo totais de flavonas, somando-se
dara 9,99 mg/100mL de cerveja. Dando uma taxa de solubilizacdo de 19,998%, mostrando
que a solubizacdo em solucbes hidroalcodlicas possui uma eficiéncia baixa comparada as
outras amostras da pesquisa.

A amostra RUTBEER 001 (Figura 25), cerveja com adi¢do de fava d’Anta no
processo de fervura, mostrou um valor dentro do preconizado para garantir a funcionalidade,
13,2 mg/ 100mL de rutina na cerveja, se levarmos em consideracdo todos os flavonois,
teremos um acrescimento, dando uma taxa de solubilizagcdo 28,96%. O fator a se relacionar
nessa amostra é justamente a quantidade, qualidade e pre¢o da matéria-prima utilizada para a
producdo da cerveja.

A amostra RUTBEER 003 (Figura 27), cerveja com adicdo de rutina purificada no
processo de fervura, obteve os maiores valores de solubilizacdo, onde a taxa de solubilizacdo
de 85,56%, garantindo uma maximizacdo na eficiéncia do processo. Com esse resultado a

cerveja garante a funcionalidade, fatores como relacéo custo-benéficio do produto.



Figura 25 — Cromatrograma da RUTBEER 001.
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Fonte: Autor, 2019.

Figura 26 — Cromatrograma da RUTBEER 002.
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Fonte: Autor, 2019.
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Figura 27 — Cromatrograma da RUTBEER 003.
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*Picos sdo (1) Rutina, (2) Isoquercitrina e (3) Kaempferol, respectivamente.
Fonte: Autor, 2019.

4.4 Estabilidade de cerveja artesanal com rutina proveniente de fava d’anta
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Com vista nos resultados de solubilidade da Rutina, dentre outros fatores, a

amostra RUTBEER 003, com adicdo de Rutina purificada padrdo DAB no processo de

fervura da cerveja, sendo que a tabela 15 mostra os valores obtidos para os parametros fisico-

quimicos durante os 90 dias de estocagem.

Tabela 15 — Valores médios dos parametros fisico-quimicos durante o periodo de estocagem

da RUTBEER 003.
Analises 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75dias 90 dias
Acidez Total 52,48? 55,272 54,84° 54,98 5835+ 63,12°+ 64,74°+
(mg/L) +1,85 +0,88 +1,63 +0,39 0,77 0,55 0,86
Acidez \Volatil 22,36° 24,27° 25,10° 27,11°+ 28,54+ 2955+ 30,17°*
(mg/L) + 0,80 + 0,66 +1,12 1,45 1,06 0,85 0,99
Cor (EBC) 18 18 18 19 19 19 20
Densidade 1,018 1,017 1,017 1,017 1,018 1,017 1,017
Extrato Real 5,152 5,202 5172 5,19% + 5322+ 521°+ 519+
(%) +0,18 +0,14 +0,12 0,10 0,18 0,24 0,17
H 4,122 4,14% + 4,232 4,18 + 426+ 428°+ 429°+
P + 0,02 0,01 +0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Acucares Totais 2,132 2,09 = 1,982 2,012+ 194+ 196*+ 180°zx
(9/100g) +0,25 0,33 + 0,44 0,16 0,09 0,22 0,35
Sélidos Soluveis 7,42 a 7,28 a 7,00+ 7,00+ 6,8 £
Totais (°Brix) +0,1 73201 4o 690D gy 0,1 0.1
Teor Alcodlico 4,782 4,822 4,812 4,79* + 4800+ 481°+ 481*+
(% viv) +0,23 +0,18 + 0,20 0,34 0,14 0,17 0,25

*Letras iguais na mesma linha néo diferem estatisticamente entre si, a nivel de 95% de confianca.

Fonte: Autor, 2019.
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Os valores dos pardmetros cor, densidade, extrato real, acucares totais, solidos
soluveis totais e teor alcodlico ndo diferiram estatisticamente a um nivel de 5% de
significancia.

Os é&cidos organicos volateis obtiveram um aumento durante o tempo
amarnezagem, aumentando assim os &cidos totais. Isso é benéfico, pois os &cidos organicos
sdo importantes ndo somente por contribuir para o sabor e 0 aroma da cerveja, mas também
por influenciar seu pH, de forma que um decréscimo durante a fermentacdo afeta as
propriedades de cerveja, como a estabilidade a turbidez n&o bioldgica, a estabilidade do sabor,
a suscetibilidade e as alteracfes microbioldgicas e a percepcdo do amargor, que aumenta com
a elevacdo do pH. Sensorialmente, a funcdo mais importante dos &cidos organicos na cerveja
é aumentar a acidez do produto para um nivel agradavel ao paladar humano.

Wyler (2013) estudou o0 armazenamento de cerveja premium lager com diferentes
agentes maturantes durante 90 dias, onde encontrou resultados de pH estaveis em todos os
tratamentos, com valores variando de 4,57 a 4,86, e cor menor que 10 EBC durante os 3
meses de armazenamento, resultados com comportamento semelhantes ao encontrado neste
estudo.

A tabela de 16 mostra os valores médios de Rutina, Isoquercetrina e Kaempferol
encontrados durante a estocagem as RUTBEER 003. Os cromatrogramas sdo apresentados no
Apéndice E. Durante os 6 meses de armazenamento a Rutina se apresentou mais estavel, onde
a figura 28, mostra a degradacéo de 18,75% durante esse tempo.

A Isoquercetrina teve uma degradacdo de 48,12% durante os 180 dias de
armazenamento. A figura 29 mostra essa degradagdo, se comparamos com o resultado
encontrados na Tabela 14, a RUTBEER 003 mesmo com 6 meses de armazenamento
apresentada maiores resultados deste flavonoide.

O Kaempferol teve uma degradacdo bastante acentuada durante a estocagem,
sendo que o valor caiu 65%. A figura 30 mostra essa degradacdo. Em compara¢do com 0s
outros flavonoides o Kaempferol necessita de uma menor quantidade para garantir a

funcionalidade e sua acdo antioxidante.
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Tabela 16 — Valores médios dos flavondides identificados por CLAE durante a estocagem da
RUTBEER 003.

Analises 0 dias 30 dias 60 dias 90 dias éiza(; ézg ji8a(;
(mgggg‘;L) 3301 32,62 3141 31,00 2845 267 26,03
'fﬁ%ﬁg%er:;ga 1084 10,73 73 714 648 61 56
('fnze,ngrenrﬁ') 9,89 9,83 8,65 797 7.5 439 345

Fonte: Autor, 2019.

Callemien e Collin (2009) preconizam que a quantidade flavonoides é estavel em
cervejas que sdo armazenadas em ambientes com condigdes de adequadas de luz, temperatura,
umidade relativa.

Nardini e Ghiselli (2004) estudaram a variacdo dos compostos fenolicos durante a
estocagem de cervejas europeias, avaliaram que apenas que apenas o0 acido galico e alguns
flavondides ndo tiveram diferenca significativa de degradacdo durante o armazenamento. A
qualidade sensorial da cerveja armezanada esta diretamente ligada a quantidade de
substancias antioxidantes presentes no produto (CALLEMIEN e COLLIN, 2007).

Figura 28 — Estabilidade da Rutina durante o tempo de estocagem.
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Fonte: Autor, 2019.
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Figura 29 — Estabilidade da Isoquercitrina durante o tempo de estocagem.
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Fonte: Autor, 2019.

Figura 30 — Estabilidade do Kaempferol durante o tempo de estocagem.
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Fonte: Autor, 2019.

A tabela 17 mostra os resultados para as analises microbiolégicas durante o
tempo os 90 dias de estocagem, os valores de bolores e leveduras, coliformes totais,
coliformes termotolerantes e E. Coli obtiveram valores minimos na RUTBEER 003. Este
resultado se deve ao processo de pasteurizacdo das cervejas, bem como atrvés do controle
higiénico-sanitério durante o processamento, de modo a evitar a contaminagdo do produto ao

longo de seu desenvolvimento.
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Tabela 17 — Valores médios dos resultados microbiolégicos durante a estocagem da
RUTBEER 003.

Analises 0 dias 15 dias 30dias 45dias 60dias 75dias 90 dias
Bolores e
Levedura <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
(UFC/mL)
Coliformes
Totais <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
(NMP/mL)
Coliformes
Termotolerantes <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
(NMP/mL)
E. coli
(NMP/mL) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Fonte: Autor, 2019.

Os atributos sensoriais avaliados durante a estocagem sao apresentados na tabela
18, todos os atributos sensoriais variaram estatisticamente. Além do atributo cor, todos os
atributos tiveram uma diminui¢cdo durante o tempo de estocagem, mas 0s valores ainda
continuam na escala de aceitabilidade positiva, variando de “gostei moderadamente” a “gostei

ligeiramente”.

Valores nessa casa sensorial sdo maiores que o encontrados por Do Rio (2017) em
cervejas adicionadas de horteld e gengibre.

Tabela 18 — Valores médios dos atributos sensoriais durante a estocagem da RUTBEER 003.

Hedbnica 0 dias 15 dias 30dias 45dias 60dias 75dias 90 dias
Cor 7,40° 7,22% 7,25% 7,18° 7,0 711> 7250
Aroma 7,122 7,142 7,022 6,78° 6,86°  6,74>  6,80°
Sabor 6,87° 6,98° 6,82° 6,84° 6,72° 654>  6,55°
Corpo 7,232 7,122 7,09% 7,142 6,84°  690°  6,82°
ACBIaGR0 | 702 g ggp 708 691°  68° 674 680
Global

*Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de 95% de confianca.
Fonte: Autor, 2019.

A tabela 19 mostra a variagdo da atitude de compra durante a estocagem da
RUTBEER 003, os valores variaram estaticamente a partir dos 30 dias de estocagem,
atenuando até os 90 dias. Durante a estocagem os valores ficaram superior a 3,00 que obtem

uma na escala de “tenho duvida se compraria” a “provavelmente compraria”.
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Tabela 19 — Valores médios da atitude de compra durante a estocagem da RUTBEER 003.

0 dias 15 dias 30 dias 45dias 60dias 75dias 90 dias

Atitude de

3,46% 3,24% 3,382 3,22 3,05 3,11° 3,01°
Compra

*Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de 95% de confianca.
Fonte: Autor, 2019.

A figura 31 apresenta a RUTBEER 003 apo6s 90 dias de armazenamento com um

rotulo desenvolvido no Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico do Ceara.

Figura 31 — RUTBEER 003 ap6s 90 dias de Armazenamento.

Fonte: Autor, 2019.
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4.5 Compostos bioativos, biodiponibilidade e atividade antioxidante da Cerveja com

Rutina proveniente da fava d’anta

Na tabela 20 estdo os resultados dos efeitos da digestao gastrointestinal sobrea
liberaca do contetido total de compostos fendlicos, flavonodides, flavanois, assim como suas

classes especificas como rutina, isoquercetrina e kaempferol.

Tabela 20 — Alteragdes com compostos bioativos durante o processo de simulacdo de digestéo
in vitro da cerveja com rutina proveniente da fava d’anta.

Fendlicos Flavondides Flavanois Rutina
(mg (mg (mg (mg.100mL"
EAG.100mL~ EA.100mL?%)  EA.100mL- 1
) 9
Amostra 40,10% 12,092 947,832 33,012
+0,27 +0,02 + 4,65 +0,23
Oral 33,91° 10,432 908,32° 29,88° +
+0,18 +0,08 +2,32 0,47
Gastrica 39,02% 5,45° 253,29°¢ 26,90 ¢
+1,74 +0,30 + 8,45 +0,58
Duodenal 29,81° 2,88°¢ 66,09 ¢ 16,901
+1,97 +0,61 + 3,38 +0,12
Colbnica 18,06 © ND 27,12 ¢ 8,54 ¢
+ 3,51 +1,05 +0,37

*Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de 95% de confianca.
Fonte: Autor, 2019.

O alto contetdo de flavanois se deve a juncdo dos compostos naturalmente
presentes na cerveja, com 0s isomerizados da matriz de rutina, aumentando assim a
quantidade e garantindo que apds a simulacdo da digestacdo, ainda obtivemos valores
significativos.

O aumento de polifenois na fase gastrica é atribuido as rupturas provenientes do
processo, devido a acidez do meio e do tempo de contato do fluido gastrico com o substrato.
Essa acdo a liberacdo dos metabolitos secundarios, elevando sua bioacessibilidade no limem
intestinal, ao contrario ocorre a redugdo desses compostos no intestino delgado, isso se da
pela degradagdo ou clivagem ocorrida no esttmago, com a formagdo de novos metabdlitos
(SOUSA, 2018; MINEKUS et al. 2014).

A tabela 21 apresenta os valores médios de biodisponibilidade dos compostos
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bioativos, onde os valores de fenolicos obtiveram uma maior resisténcia, quando comparados

aos flavondides e flavanois.

Tabela 21 — Valores médios de biodisponibilidade de compostos bioativos durante o processo
de digest&o in vitro presentes na cerveja com rutina proveniente da fava da d’anta.

Fenolicos Flavondides Flavanois Rutina

Oral 84,56 86,27 95,83 90,51
Gastrica 97,3 45,08 26,72 81,49
Duodenal 74,33 23,82 6,97 51,19
Colbnica 45,03 ND 2,86 25,87

Fonte: Autor, 2019.

A influéncia da simulacdo da digestdo gastrointestinal da cerveja na capacidade
scavenger do radical ABTS, e na reducdo do ion férrico (Fe**) em ferroso (Fe?*) pelo ensaio

FRAP séo apresentados na tabela 22.

Tabela 222 — AlteracGes na atividade antioxidante durante a simulacdo da digestdo in vitro da
cerveja com rutina proveniente da fava d’anta.

Fase ABTS (umol.Trolox.mL1) FRAP (umol.Trolox.mL1)
Amostra 80,64° + 0,24 2,374+ 0,01

Oral 75,56 ° + 0,52 1,732+0,10
Gastrica 50,81+ 1,01 1,672+£0,11
Duodenal 166,56 2 + 0,52 ND

Coldnica 50,14 €+ 0,52 ND

*Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de 95% de confianca.
Fonte: Autor, 2019.

O estudo demonstrou que a cerveja obteve capacidade antioxidante em ambos os
ensaios, e que houve uma degradacdo significativa apenas na simulacdo da digestdo duodenal
e colbnica. Esse fato € atribuido a baixa concentracdo dos compostos bioativos nesta etapa.
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5 CONCLUSAO

O processo de obtencdo de Rutina DAB, aumenta sua cristalinidade.

A incorporagéo de rutina na cerveja, ndo interefere nos parametros fermentativos,
néo apresentando diferenca significativa.

Todas as amostras de cerveja desenvolvidas no presente estudo apresentaram
valores sensoriais, fisico-quimicos e microbioldgicos aceitaveis para a producdo de cervejas
especiais.

A amostra RUTBEER 003, cerveja com adigdo de rutina purificada no processo
de fervura, obteve os maiores valores de solubilizacdo, onde a taxa de solubilizacdo de
85,56%, garantindo uma maximizacdo na enficiéncia do processo. Com esse resultado a
cerveja garante a funcionalidade, fatores como relacéo custo-benéficio do produto.

A cerveja RUTBEER 003, apresentou valores microbiol6gicos e fisico-quimicos
seguros durante os 90 dias de armazenagem. Os atributos sensoriais obtiveram valores de
aceitabilidade positiva.

Os valores de Rutina, Isoquercetrina e Kaempferol na amostra RUTBEER 003
garatiram a caracteristica de funcionalidade apds 180 dias de armazenamento.

A simulacdo da digestdo in vitro mostra que 0s compostos bioativos permanecem

disponiveis para absorc¢éo, e eventual utilizacdo pelos tecidos, particulamente os flavanois.
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APENDICE A - CERTIFICADO DE ANALISE RUTINA DAB

Anélise n°.00 de 15/06/2016
Data de fabricagdo: 10/06/2016  Validade:10/06/2019
Lote n°. 010/2016

Testes Especificagdes Resultados
Cor Amarela De acordo
Odor Inodoro De acordo
Aparéncia P4 fino cristalino De acordo
Identificacdo (A, B, C, D) Conforme prescrito De acordo
Perda por dessecacéo (Yomax) 5a8.5% 6%
Residuo de ignicdo (Yomax) 0.5% 0.1%
Clorofila (%omax) 0.004% 0.001%
Metais pesados (Yomax) 0.001% De acordo
Pigmentos vermelhos (%omax) 0.004% De acordo
Isoquercitrina HPLC (%omax) 2% 0.8%
Quercetina HPLC (%omax) 2% 0.3%
Kaempferol HPLC (%omax) 2% 0.1%
Doseamento (% TBAH) 98.5 - 102% 99,7%
Contagem total de bactérias 1000/g De acordo
(max)
Contagem total de mofo e 10/g De acordo
fungo (max)
Salmonela Negativo para 10g De acordo
E. coli Negativo para 10g De acordo
S. aureus Negativo para 10g De acordo

Obs.: especificagdes de acordo com o German Pharmacopea 10th Ed. (DAB-10).

CONTROLE DE QUALIDADE
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APENDICE B - CROMATROGRAMA DA RUTINA PADRAO DAB

RUTINA DAB
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
\océ estd sendo convidado a participar como voluntério, sem qualquer tipo de pagamento, da
pesquisa intitulada “DESENVOLVIMENTO DE CERVEJA COM FLAVONOIDES”.
\océ ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informagdes abaixo e faca
qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa Sejam
esclarecidos. Se vocé tiver algum problema de salde relacionado a ingestdo de CEVADA,
ALCOOL tais como: alergia, intolerincia ou qualguer outro problema de saide NAO
podera participar dos testes.
O proposito desta pesquisa € avaliar a aceitabilidade de varios atributos sensoriais de
diferentes formulacdes de CERVEJA, da atitude de compra dos produtos e a preferéncia
desses produtos. Os dados serdo coletados por meio de uma ficha de avaliacdo sensorial
através do teste de escala heddnica de 9 pontos, atitude de compra de 5 pontos e comparacao
da mais preferida. Os participantes receberdo uma amostra, irdo provar e avaliar globalmente
0 produto e atribuir notas de 1 a 9 para as amostras servidas, sendo 1 correspondente a
desgostei muitissimo e 9 gostei muitissimo. No teste de atitude de compra deverdo informar o
grau em que comprariam o produto. No teste de preferéncia deveram alocar a mais preferida
em ordem crescente.
Aqueles que fornecerem dados espontaneamente pds-esclarecimento terdo suas identidades
preservadas mesmo em publicacbes em documentos especializados nos meios de
comunicacao cientifico ou leigo.
O abaixo-assinado, ,
anos, RG n° declara que € de livre e espontanea vontade que
esta participando como voluntario da pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido e que, ap6s sua leitura tive oportunidade de fazer
perguntas sobre o conteddo do mesmo, como também sobre a pesquisa e recebi explicagdes
gue responderam por completo minhas davidas. Sei que poderei retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem nenhum prejuizo.
Sou sabedor que terei todas as dividas respondidas pelo pesquisador responséavel Luan icaro
no telefone (85) 99674-5267 ou e-mail: luanicaroxd@hotmail.com
Fortaleza, _ de de

Assinatura do Voluntério Assinatura do Pesquisador
ATENCAO: Para informar qualquer questionamento durante a sua
participacdo no estudo, dirija-se ao: Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara - Rua Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo
Tedfilo - Telefone: 3366-8344
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APENDICE D - FICHA SENSORIAL

Anélise Sensorial de Cerveja com flavonoides P
- Recrutamento de Consumidores -

Nome: Escolaridade:

Sexo ()M ()F  Idade: () <18 ()18-25 ()25-35 ( )35-45 ( ) Acima de 45

Instrucdes para o teste sensorial:
\océ esta recebendo 4 amostras de Cervejas codificadas. Coloque as notas para cada caracteristica de acordo com a
escala abaixo.

9 . . AMOSTRA COR | AROMA | SABOR CORPO ACEITAQAO
Gostel Muitissimo
GLOBAL
8 Gostei Muito
7 Gostei
Moderadamente

6 | Gostei Ligeiramente

5 Nem gostei, nem

desgostei
4 Desgostei
Ligeiramente
3 Desgostei
Moderadamente
2 Desgostei Muito
1 Desgostei
Muitissimo

Instrucdes para o teste de intencdo de compra:

\océ esta recebendo 4 amostras de cervejas codificadas. Coloque uma nota de intencdo de compra para cada amostra
experimentada.

Certamente compraria AMOSTRA | INTENCAO DE COMPRA
Provavelmente compraria

Tenho duvidas se compraria

Provavelmente ndo compraria

R IN Wb~ O

Certamente ndo compraria

Instrucdes para o teste de ordenacao-preferéncia:

\océ estéa recebendo 3 amostras de Cervejas codificadas. Coloque o numero da amostra
informando o seu grau de preferéncia pelo produto.

- preferida + preferida



APENDICE E - CROMATROGRAMA DA CERVEJA - RUTBEER 003
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Legenda: A= RUTBEER 003 tempo 0; B= RUTBEER 003 tempo 30; C= RUTBEER 003
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tempo 150; G= RUTBEER 003 tempo 180.
Fonte: Autor, 2019.
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