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RESUMO 

O crescimento do mercado cervejeiro artesanal e sua busca por novos aromas e 

sabores, associado ao crescimento do mercado de alimentação natural e saudável, 

abriu um universo de opções de ingredientes cervejeiros utilizados no processo de 

fabricação. O setor cervejeiro, buscando inovar, tem investido na pesquisa de 

alimentos nutricionalmente ricos e provenientes de fontes naturais, que podem ser 

incorporados no processo de produção da cerveja e que proporcionem ao público 

produtos com atividades funcionais atraentes e benefícios à saúde de quem os 

consome. Uma das fontes consideradas promissoras para esse fim são as microalgas, 

fornecedoras naturais de compostos ativos com alto valor nutricional e importantes 

efeitos terapêuticos. Dentre as microalgas, destacamos a Clorella vulgaris, espécie 

Generally Recognized As Safe (GRAS), aprovada para consumo humano e rica em 

proteínas e compostos antioxidantes. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo 

desenvolver uma cerveja artesanal de alta fermentação utilizando como aditivo o 

extrato da microalga Chlorella vulgaris. O extrato microalgal foi produzido com 

biomassa cultivada em meio autotrófico, submetida a processos de lise física 

(congelamento + descongelamento + ultrassom) em meio aquoso. Para avaliar o uso 

da microalga como aditivo cervejeiro, foram elaboradas duas cervejas artesanais de 

alta fermentação (estilo Ale), uma sem adição do extrato e a outra com a adição do 

extrato microalgal. A cinética do processo fermentativo e as características físico-

químicas (pH, cor, amargor, teor alcoólico) das duas formulações foram avaliadas e 

comparadas, para avaliar a influência do extrato microalgal no processo. Em seguida, 

a capacidade de sequestro de radicais livres, tanto do extrato microalgal, como das 

cervejas controle e aditivada foram avaliadas pelo teste do DPPH. A adição do extrato 

microalgal no processo produziu cervejas de coloração esverdeada, com atividade 

antioxidante superior a encontrada na cerveja não aditivada, com características 

físico-químicas semelhantes às características da cerveja controle e dentro da faixa 

determinada pela Beer Judge Certification Program (BJCP) para o estilo produzido. 

De posse dos resultados, é possível determinar que é exequível a produção de uma 

cerveja funcional com a adição de microalgas.  

Palavras-chaves: aditivo cervejeiro; Chlorella vulgaris; bebida funcional. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The growth of craft beer market and its search for news flavors and aromas, aligned 

with the expansion of the natural and health food market, started new discussion about 

ingredients that are used for brewing. Seeking to innovate in this segment, the brewing 

sector has invested in research into nutritionally rich foods from natural sources, 

brewing new products with attractive functional properties to the consumers. One of 

the promising sources for this purpose is microalgae a natural supplier of active 

compounds with high nutritional value and important therapeutic effects. Among 

microalgae, we highlight Chlorella vulgaris, a Generally Recognized As Safe (GRAS) 

species, approved for human consumption and rich in proteins and antioxidant 

compounds. Therefore, the present work aimed to develop a high-fermentation craft 

beer using Chlorella vulgaris microalgae extract as an additive. The microalgal extract 

was produced with biomass grown in an autotrophic medium, submitted to physical 

lysis processes (freezing + thawing + ultrasound). To evaluate the use of microalgae 

as a brewing additive, two high fermentation craft beers (Ale style) were produced, one 

without the addition of the extract and the other with the addition of the microalgae 

extract. The kinetics of the fermentation process and the physicochemical 

characteristics (pH, color, bitterness, alcohol content) of the two formulations were 

evaluated and compared. Then, the free radical scavenging capacity of the microalgae 

extract and both beers, the control and additive beer, were evaluated by the DPPH 

test. The results showed that the addition of microalgal extract in the beer formulation 

was not able to influence the fermentation kinetics of the process. The addition of 

microalgae extract in the process produced greenish-colored beers, with antioxidant 

activity superior to that found in non-additivated beer, with physicochemical 

characteristics similar to those of the control beer and within the range determined by 

the Beer Judge Certification Program (BJCP) for the chosen beer style. With the 

results, it is possible to determine that it is feasible to produce a functional beer with 

the addition of microalgae. 

 

Palavras-chaves: brewing aditive; Chlorella vulgaris; functional beverage. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Mercado da cerveja no Brasil   

Beber cerveja no Brasil é quase um ato cultural. Seu consumo está 

associado a momentos de lazer, distração e comemoração e se intensifica nos dias 

de calor, já que boa parte dos brasileiros associa a bebida à sensação  de 

refrescância, motivo da bebida ser chamada popularmente de "gelada". 

O país possui hoje mais de 27.329 produtos cervejeiros registrados. Esse 

valor é reflexo da nossa produção anual, que desde os anos 90 vem crescendo e 

ganhando destaque (MAPA, 2020). Só no ano de 2016 foram produzidos cerca de 140 

milhões de hectolitros (mi hl) de cerveja (Gráfico 1), fazendo com que o país 

alcançasse o 3° lugar no ranking mundial de produtores, ficando atrás apenas de 

países como China (460 mi hl) e Estados Unidos (221 mi hl) (CERVBRASIL, 2016). 

    
        Gráfico 1- Produção nacional de cerveja em milhões de hectolitros por ano. 

 

               Fonte:  CERVBRASIL (2016). 

 

O mercado consumidor atual está dividido em dois seguimentos principais, 

o das "cervejas comuns", produzidas em larga escala, por grandes cervejarias, sendo 

estas as mais consumidas no país, e as "cervejas especiais" ou "cervejas premium", 

produzidas em menor volume e com produtos de qualidade superior. A produção 
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dessas cervejas especiais é dividida entre as grandes marcas nacionais, 

internacionais e entre as microcervejarias (SEBRAE, 2016). 

Em 2014, a produção de cerveja era liderada por três conglomerados 

industriais que juntos abasteciam cerca de 99% do mercado brasileiro, deixando as 

microcervejarias apenas com 1% de todo o mercado. Contudo, nos últimos anos essa 

realidade vem se modificando. Além da paixão brasileira pela bebida, o aumento no 

consumo de cervejas do tipo "premium" faz com que o mercado brasileiro fature 

bilhões todos os anos e a busca por uma fatia desse mercado acaba estimulando o 

empreendedorismo com a criação e inserção de novas microcervejarias (SEBRAE, 

2016). 

Nos últimos 10 anos o número de cervejarias no Brasil vem aumentando, 

sendo puxado pela abertura de novas microcervejarias. Segundo o MAPA, atualmente 

estão registrados no país 1209 cervejarias (Gráfico 2), sendo 320 novas cervejarias 

registradas só no ano de 2019 (MAPA, 2020), o que confirma a expansão do setor 

mesmo no período de recessão econômica. Entretanto, esse número ainda não reflete 

a quantidade total de cervejarias e microcervejarias presentes no mercado, já que os 

registros feitos pelo MAPA não incluem as empresas que não possuem estrutura 

física, as chamadas cervejarias "ciganas" (MARCUSO; MULLER, 2017). 

 

Gráfico 2 - Número de registros de cervejarias no Brasil por ano. 

 
 Fonte: MAPA (2020) 
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A distribuição desses estabelecimentos pelo país ainda não é homogênea. 

A forte influência que a comunidade europeia, sobretudo a alemã, exerce na região 

Sul do país favoreceu  o setor microcervejeiro dessa região, que somando-se ao da 

região Sudeste concentram 80% dos estabelecimentos registrados (Gráfico 3). No ano 

de 2017 essa concentração era de 83%. Regiões como o Centro-Oeste e o Nordeste, 

embora com menor tradição nesse mercado veem ganhando visibilidade e o setor 

está sendo alavancado com o surgimento de microcervejarias inovadoras e premiadas 

nacional e internacionalmente (MARCUSO; MULLER, 2017; MAPA, 2020). 

 

    Gráfico 3 – Número de registros de cervejarias por estado no ano de 2019. 

 
   Fonte: MAPA (2020) 

 

O Ceará já se encontra no mapa da indústria cervejeira há algum tempo. O 

estado é um polo de abastecimento das regiões Norte e Nordeste e conta com a sede 

de grandes empresas como a AMBEV e a Heineken. 

Com o crescimento do mercado de cervejas "artesanais" ou "premium" e o 

número cada vez maior de cervejeiros caseiros, em 2003 surgia no estado a 

Associação de Cervejeiros Artesanais (AcervA-Ce). "A missão da AcervA é difundir e 

aprimorar o estudo de temas relacionados à cerveja, especialmente dos aspectos 

técnicos da produção caseira e promover a integração e a amizade entre pessoas que 
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gostam de produzir, beber, estudar e conversar sobre cerveja artesanal.= (ACERVA, 

2021). 

Com essa cultura cervejeira já bem estabelecida, em 2016 foi inaugurada 

a primeira cervejaria artesanal do estado. Na ocasião de sua inauguração já possuía 

dois rótulos premiados (O ESTADO, 2016). Assim, o mercado que já vinha ganhando 

fôlego com a presença de lojas e bares especializados na área, ganhou força com a 

possibilidade de virar um polo cervejeiro artesanal. O Ceará conta hoje com 13 

microcervejarias, sendo duas delas situadas na região do Cariri, além das cervejarias 

AMBEV e Heineken (Figura1) (MAPA, 2020) 

 

Figura 1 – Distribuição das cervejarias por municípios do Brasil 

 

 

                Fonte: MAPA (2020) 

 

Mesmo com o mercado nacional e o estadual em ascensão, as 

microcervejarias enfrentam grandes desafios com relação ao crescimento e 

desenvolvimento. Os problemas passam pela capacidade produtiva; dificuldade de 

espaço para promoção de produtos; logística de distribuição; tributação e custos de 
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importação. Mesmo com a criação de empreendimentos especializados no 

fornecimento de insumos, matérias-primas e equipamentos, essas empresas ainda 

precisam importar uma gama de produtos que  não está disponível no Brasil, o que 

aumenta o valor de produção da bebida (INSTITUTO DA CERVEJA BRASIL, 2017). 

Outra barreira está relacionado a legislação brasileira. Microempresas 

desse nicho econômico são tributadas da mesma maneira que grandes empresas, o 

que torna o produto final mais caro. Empresas de grande porte recebem incentivos 

fiscais do governo e também se beneficiam das vantagens econômicas advindas  das 

grandes compras de matérias-primas, o que não ocorre com os pequenos e médios 

produtores (INSTITUTO DA CERVEJA BRASIL, 2017). 

Todas essas problemáticas ainda precisam ser superadas para que o setor 

brasileiro cresça com todo o seu potencial, alcance o mercado mundial e se concretize 

como uma escola cervejeira. 

1.2 Componentes  da cerveja 

No Brasil, o primeiro decreto que define o conceito de cerveja foi criado em 

1997 (Decreto nº 2314/97), tendo como base a Lei de Pureza alemã, e diz que cerveja 

é uma <(...) bebida obtida pela fermentação alcoólica do mosto cervejeiro oriundo do 

malte de cevada e água potável, por ação da levedura, com adição de lúpulo=. 

Contudo, hoje, a legislação brasileira considera cerveja como: 

<...bebida resultante da fermentação, a partir de levedura cervejeira, do malte 
de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um 
processo de cocção adicionado de lúpulo, hipótese em que uma parte da 
cevada malteada ou do extrato de malte poderá ser substituída parcialmente 
por adjunto cervejeiro=. (Decreto n° 9.902, de 8 de julho de 2019). 

 

Esse decreto altera ao anexo  Decreto nº 6871, de 4 de junho de 2009, e enquanto 

estiver em vigor deve ser considerado pelos empresários que atuam ou pretendem 

atuar na fabricação de cervejas. 

As matérias-primas utilizadas no processo de fabricação é extremamente 

amplo, quando se considera a legislação brasileira, e podem incluir além do cereais 

maltados  (geralmente cevada), os cereais não maltados (milho, trigo, arroz, sorgo, 

aveia, cevada), açúcar e xaropes (geralmente chamados de adjuntos, de aditivos 
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(incluindo algumas enzimas) e auxiliares de processamento que participam em 

reações químicas, como por exemplo, sílica gel e polivinilpolipirrolidona (PVPP) (RDC 

64/2011; RDC 65/2011). 

1.2.1 Água 

A água é a principal e mais importante matéria-prima do processo 

cervejeiro. Aproximadamente entre 91% e 98% do peso da cerveja é constituída por 

água. Contudo sua importância não se dá apenas no produto final. A água é 

indispensável nos processos de limpeza da planta da fábrica usando sistemas 

manuais ou de limpeza no local (cleaning-in-place - CIP); na lavagem de tanques, 

barris e  garrafas; e na geração de calor ou frio nas fábricas (RUSSEL; STEWART 

1995; VENTURINI FILHO, 2000; LIMA; FILHO, 2011). 

A água utilizada no processo pode ser oriunda de muitas fontes, como 

lagos, rios, oceanos, neve, chuva, entre outros. Por muitos anos, a presença de fontes 

naturais era determinante na escolha de um local para a instalação de uma cervejaria 

(EUMANN; SCHAEBERLE, 2016).  

Historicamente, diferentes regiões ficaram famosas por tipos específicos de 

cerveja e em parte esses estilos de cerveja foram definidos pela água usada no 

processo de produção (Tabela 1).   

 

Tabela 1 - Diferentes composições da água utilizada na produção de estilos específicos de cerveja. 

  Munich Dortmund Vienna Burton on 

Trent 

Pilsen 

Dureza total ppm CaCO3 264 737 689 980 28 

Alcalinidade ppm CaCO3 253 300 551 262 23 

Dureza não 

carbonatada 

ppm CaCO3 11 437 138 718 5 

Cálcio ppm CaCO3 189 655 407 880 18 

Magnésio ppm CaCO3 75 82 282 100 10 

Alcalinidade 

residual 

°G 10,6 5,7 22,1 -0,2 0,9 

Sólidos secos Ppm 284 1110 948  51 

Fonte: Adaptada de BAMFORTH (2016) 
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Com o passar dos anos, tornou-se essencial a padronização da água 

utilizada no processo. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) toda água 

utilizada para consumo ou no preparo de gêneros alimentícios, deve apresentar 

padrões de qualidade de uma água potável (Tabela 2). O básico é estar limpa e livre 

de germes e substâncias nocivas.  

 

 

               

Parâmetro  Range 

  Min Max 

Dureza total ppm CaCO3 50 90 

Ca mg/L   

Mg mg/L   

Na mg/L 0 200 

HCO3 ppm CaCO3   

Cl mg/L 0 50 

SO4 mg/L 0 250 

NO3 mg/L 0 50 

SiO2 mg/L   

THM μg/L 0 10 

Fe mg/L 0 0.1 

Mn mg/L 0 0.05 

NH4 mg/L 0 0.5 

NO2 mg/L 0 0.1 

BrO3 mg/L 0 0.01 

H2S μ/L 0 5 

        Fonte: Adaptada do BAMFORTH (2016) 

 

Outras características da água estão relacionadas ao seu uso em 

específico na cervejaria, como é o caso dos teores de cálcio e alcalinidade 

(BAMFORTH, 2016). O controle do pH é fundamental para o funcionamento adequado 

das enzimas no processo. Esse controle é realizado pelos íons de cálcio, que durante 

a mistura reagem com o tampão fosfato e influenciam o nível de pH.  

Outra razão importante pela qual o cálcio é necessário na água de infusão 

é a precipitação do oxalato. É necessário ter cálcio suficiente na água para facilitar a 

precipitação de oxalato, o que, também é auxiliado por baixas temperaturas de 

Tabela 2 - Parâmetros de qualidade da água servida, de acordo com os 
parâmetros estabelecidos pela OMS e EU. 
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armazenamento. Nos dias de hoje, as cervejarias usualmente ajustam a composição 

da água de uso para se obter níveis de cálcio e alcalinidade desejados (HOWE, 2020). 

Como já citado, as fontes de água para a fabricação de cerveja são as mais 

diversas. Essa variedade, as exigências de potabilidade da OMS e o requerimento de 

algumas características essenciais, demandam uma rigorosa análise dessas águas. 

Após a análise, dependendo da fonte que foi escolhida, faz-se necessário diferentes 

tratamentos para tornar a água ideal para uso (EUMANN; SCHAEBERLE, 2016).  

Em algumas circunstâncias pode ser necessário apenas pré-tratamentos 

em outros casos, podem ser necessários tratamentos intensivos. Dependendo da 

origem da água se faz necessário tratamentos como: 

✓ aeração - oxidação: remoção de odores; 

✓ clarificação: adição de produtos químicos para aglomeração e 

coagulação de material em suspensão; 

✓ filtração: remoção de sólidos; 

✓ cloração: eliminação de microrganismos; 

✓ desmineralização: remoção de sais em alto teor (BRIGIDO; NETO, 

2009). 

1.2.2 Malte 

Malte é um produto que resulta da germinação artificial e posterior 

dessecação de cereais (malteação). Seu papel é servir como fonte principal de 

carboidratos, além de enzimas, proteínas, lipídeos e compostos aromáticos essenciais 

à produção da cerveja (LIMA; FILHO, 2011).  

Entre os carboidratos presentes no malte podemos destacar a amilose e a 

amilopectina, que juntos formam o amido, como os principais constituintes do malte. 

Outros carboidratos importantes são as pentosanas, xilanas e β-glucanas, que 

contribuem para a viscosidade da cerveja (BAMFORTH, 2016) 

O cereal mais utilizado pela indústria cervejeira como malte é a cevada. 

Sua alta capacidade de maltagem e baixo valor econômico tornam o cereal mais 

atraente que cereais como trigo, arroz, milho, sorgo e aveia. Além disso, seu alto teor 

de amido, baixo teor de lipídios, presença de enzimas que auxiliam na produção do 
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mosto e, também, proteínas, que auxiliam na formação de espuma e equilíbrio coloidal 

do produto, fazem da cevada o cereal ideal para o processo (LIMA; FILHO, 2011). 

Além da cevada, outros cereais maltados podem ser usados no processo 

de produção e algumas cervejas são produzidas até com cereais não maltados, mas 

isso requer equipamentos especializados, adição de enzimas em partes específicas 

do processo e um maior grau de processamento (HOWE, 2020). 

A variedade de maltes é enorme e eles podem ser divididos em dois grupos, 

os maltes base e os maltes especiais.  Os maltes base são os maltes que servirão 

como fontes de enzimas para o processo. Geralmente secados em temperaturas mais 

brandas, cerca de 65 °C, o que protege as enzimas essenciais ao processo. Os maltes 

base não apresentam coloração escura e possuem pouca influência nos aromas e 

sabores da cerveja (GOODE et al., 2004). Já os maltes especiais são responsáveis 

por conferir cor, sabor, corpo e sensação na boca. Por serem secados a temperaturas 

elevadas, eles não possuem enzimas ativas essenciais ao processo cervejeiro 

(DAVIES, 2010). 

Devido à grande influência que exercem no processo produtivo, algumas 

características importantes devem ser levadas em consideração na hora de escolher 

o malte, como: umidade, friabilidade, pH, poder diastático, concentração de nitrogênio 

total, concentração de nitrogênio solúvel, coloração, rendimento, concentração de 

beta-glucanos nos grãos. Especificar essas características diminui variações no 

processo. Além disso, o malte deve estar ausente de quaisquer contaminações por 

metais pesados, micotoxinas, pesticidas e N-nitrosodimethylamine (NDMA) (HOWE, 

2020). 

Um malte ruim vai lhe dar gravidades originais variadas, tempos de 

processamento estendidos na cervejaria, fermentações inconsistentes, problemas de 

filtração, nebulosidade e sabores estranhos (BAMFORTH, 2010). 

1.2.3 Lúpulo 

 A Humulus lupulus, popularmente conhecida como lúpulo, pertence à 

família das Canabaceas e é nativa de regiões temperadas do hemisfério norte. 

Apresenta flores dioicas (masculinas e femininas), as masculinas em panículas 

frouxas e as femininas em espigas curtas, e frutos aquênicos (SMALL, 1978) 
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Embora o lúpulo se apresente como uma planta dioica, apenas as plantas 

femininas produzem os cones de lúpulo (Figura 2). Os cones abrigam a parte de maior 

importância para a indústria cervejeira, as glândulas amarelas de lupulina. Sua 

variedade de compostos químicos é responsável por contribuir com importantes 

características da cerveja (BAMFORTH, 2016).  

 

 

 
 

 

      Fonte: BIRCHLER (2019) 

 

A maior contribuição está relacionada à presença das resinas, 

principalmente a fração dos α-ácidos (também conhecidos como humulones), 

responsáveis pelo amargor característico do produto (HOWE, 2020). Os próprios α-

ácidos não são amargos e somente quando convertidos em suas formas isomerizadas 

(iso-α-ácidos) durante o processo de fervura, tornam-se de gosto amargo 

Figura 2 - Morfologia dos cones de lúpulo e as glándulas de lupullina. (a) cones de lúpulo; (b) 
secção longitudinal do cone de lúpulo que mostra as glándulas de lupulina; (c) imagem de 
microscopia óptica das glándulas de lupulina maduras e (d) imagem de microscopia eletrônica de 
uma glándula de lupulina madura. 
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(BAMFORTH, 2016). Em algumas cervejas os α-ácidos não isomerizados podem ser 

encontrados em pequenas quantidades, contudo eles não contribuem para a 

amargura percebida, mesmo sendo utilizados como unidade de medida de amargor 

(IBU) (STEWART, 2013).

A outra parte significativa das resinas é a fração de ácidos-β (também 

conhecidos como lupulones). A quantidade de ácidos-β é normalmente menor que os 

α-ácidos e a proporção de α-ácidos para β depende da variedade da planta.  Eles são 

largamente insolúveis e são normalmente perdidos durante a fervura (STEWART, 

2013).

De igual importância em termos de sabor de cerveja são os sabores e 

aromas produzidos pelos óleos de lúpulo. Os compostos de óleo presentes no lúpulo 

são normalmente classificados em três grupos:  terpenos, fração oxigenada e fração 

de enxofre (BAMFORTH, 2010). Os terpenos são quase insolúveis, mas pequenas 

quantidades de sabor ativo podem ser encontradas na cerveja final, particularmente 

no caso de cervejas de lúpulo seco ou quando as cervejas <green hop= são produzidas 

com adições de lúpulo fresco e não-amadurecido (BAMFORTH, 2016). A fração 

oxigenada apresenta-se mais solúveis que os terpenos, mas poucos desses 

compostos sobrevive ao final do processo. Contudo há algumas evidências que 

sugerem a presença destes compostos podem ser sinérgicos em contribuir para o 

"hoppiness" da cerveja (SIEBERT, 1994). A fração de Enxofre é a mais problemática, 

já que tendem a ter impacto negativo no sabor da cerveja e, portanto, deve ser evitado 

(STEWART, 2013).

Os polifenóis também podem ter efeitos positivos no sabor da cerveja, bem 

como na estabilidade do sabor e em características menos bem-definidas como 

<sensação na boca= (FORSTER et al., 1999).

Além da contribuição no sabor da cerveja, os componentes do lúpulo e suas 

formas isomerizadas são responsáveis por promover estabilidade de espuma 

(HUGHES, 2000), garantir resistência antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas 

(GRANT, 1977) e fornecer atividade antioxidante ao produto final (BUGGEY, 2001).

O lúpulo pode ser comercializado na forma de flores secas (in natura), 

pellets ou em extratos, podendo tradicionalmente ser classificado como lúpulos 

aromáticos e de amargor conforme suas características predominantes (SEIDL, 

2003). 
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1.2.4 Levedura 

As leveduras são fungos unicelulares que se multiplicam rapidamente e 

realizam respiração anaeróbica ou fermentação, sendo amplamente utilizados na 

produção de pães e bebidas alcoólicas (BOULTON, 2020).

No processo cervejeiro, a levedura é o insumo mais importante, tendo o 

objetivo de metabolizar consistentemente os componentes do mosto em etanol, 

dióxido de (CO2) e outros produtos de fermentação, a fim de produzir cerveja com 

qualidade e estabilidade satisfatórias. Além do etanol e do dióxido de carbono, outros 

compostos produzidos em concentrações equilibradas, como diacetil, sulfeto de 

hidrogênio e o dimetill sulfeto, contribuem para a formulação do produto final, já que 

influenciam diretamente nos seus sabores e aromas (MORADO, 2009; KOBAYASHI 

et al, 2008; MOURET et al, 2015).   

As leveduras do gênero Saccharomyces tendem a dominar o processo 

fermentativo cervejeiro. Essa levedura é capaz de fermentar sacarose, glicose frutose, 

galactose, manose e maltotriose, ou seja, uma grande diversidade de açúcares, o que 

faz dela um microrganismo ideal para o processo (WYLER, 2013). Dentre as espécies 

mais utilizadas temos a Saccharomyces cerevisiae e a Saccharomyces pastorianus. 

Ambas possuem variedades (linhagens), cada qual com características únicas que 

geram a grande diversidade de cervejas disponíveis hoje no mercado. 

As cervejas do tipo "Larger" são produzidas por S. pastorianus, cepas que 

apresentando fermentação profunda (baixa), com faixa de temperatura ideal entre 7 e 

15° C. As cervejas do tipo "Ale" são produzidas por S. cerevisiae, cepas que 

apresentam fermentação superficial (alta), com faixa de temperatura ideal entre 15 e 

22° C (OLIVEIRA, 2011; BOULTON, 2020). 

Um outro tipo de cerveja que vem ganhando destaque, embora sejam 

produzidas há muito tempo, são as cervejas <Sour=. A fermentação das cervejas Sour 

ocorre pela ação de leveduras selvagens (não - Saccharomyces) que podem estar ou 

não em consorcio com bactérias, e o processo fermentativo pode ocorrer de forma 

espontânea ou controlada (TONSMEIRE, 2014). Um estilo bastante conhecido de 

cervejas Sour são as tradicionais Lambics, cervejas belgas produzidas por 

fermentação espontânea. Outro exemplo de estilo de cerveja tipo Sour é a Catarina 
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Sour, o primeiro estilo de cerveja brasileiro aceito pelo Beer Judge Certificate Program 

(BJCP). 

As leveduras não-Saccharomyces começaram a ser utilizadas de forma 

domesticada pela necessidade de inovação do mercado e hoje são responsáveis por 

cervejas com novas características sensoriais (MEYBOM, 2019). 

1.2.5 Adjuntos 

Adjuntos de fabricação de cerveja são outros materiais além da cevada 

maltada que trazem fontes de carboidratos e proteínas no mosto (BAMFHORD, 2016).

De acordo com o Decreto N° 6.871 de 04 de junho de 2009, que 

regulamento a Lei n° 8.918 de 14 de julho de 1994, no Brasil entende-se por adjuntos 

cervejeiros as matérias primas que substituam parcialmente o malte ou o extrato de 

malte, na elaboração da cerveja. Seu emprego não poderá, em seu conjunto, ser 

superior a 45% em relação ao extrato primitivo.

Embora o material adjunto possa derivar de qualquer fonte de carboidratos, 

os cinco cereais principais que são atualmente utilizados como base pelo setor são a 

cevada, milho, arroz, sorgo e trigo (BAMFHORD, 2016).

Enquanto o uso das fontes tradicionais adjuntas na fabricação de cerveja 

já está muito bem estabelecido, existem muitas outras fontes de carboidratos que 

estão sendo estudadas (beterraba sacarina, açúcar cana, batata, painço, aveia, 

centeio, mandioca, grão-de-bico, feijão mungo, quinoa, trigo sarraceno, amaranto, 

soja, banana, mel e leite) (HOWE, 2020). Alguns destes são já utilizados na fabricação 

comercial, enquanto outros, a partir de sua maquiagem e arquitetura, parecem ter 

potencial para incorporação como adjuntos (BAMFHORD, 2016). 

1.3 Processo Cervejeiro 

A fabricação de cerveja foi um dos primeiros processos biotecnológicos a 

ser escalonado para fins comerciais e tornou-se um dos primeiros a ser desenvolvido 

a partir de um ofício. Sua produção é um processo unitário, podendo ser dividida em 

etapas distintas, mas relacionadas, interligadas (STEWART, 2013). 

1.3.1 Malteação  
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O objetivo da maltagem é desenvolver um espectro de enzimas que 

hidrolisam os constituintes do malte de cevada para desenvolver um extrato 

fermentescível chamado mosto. O processo é dividido em três etapas: maceração, 

germinação e secagem.  

Na maceração, o grão de cevada ou outro cereal é imerso em água. O 

aumento de umidade do grão cria um ambiente propício à germinação, processo que 

objetiva desenvolver e ativar enzimas. Nessa etapa há a intensa ação da giberelina, 

hormônio responsável por ativar enzimas como as ñ-amilases, beta-amilases, ò-

glucanases e proteases, responsáveis pela interconversão de dezenas de compostos 

(carboidratos, proteínas e lipídeos) (SISSONS et al., 1993). As condições de 

temperatura, umidade e aeração da germinação são controladas e o processo é 

interrompido tão logo o grão tenha iniciado o processo de criação de uma nova planta, 

o "malte verde". Essa interrupção ocorre através do processo de secagem do grão 

(HOWE, 2020). 

Na secagem, o "malte verde", que agora possui cerca de 45% de umidade 

deve ser seco de modo a preservar seu sistema enzimático. A secagem se faz a 

temperaturas que variam de 20°C a 100°C de acordo com a coloração desejada ao 

grão (claro ou escuro). Contudo, deve-se ressaltar que quanto maior a temperatura 

de secagem, maior será a perda enzimática do grão, o que afeta o processo de 

produção da cerveja (PICCINI; MORESCO; MUNHOS, 2002; AMBEV, 2012) 

Às vezes, o malte é usado ainda "verde", ou seja, não seco e não 

queimado. Embora o malte feito de cevada seja de longe o mais importante, ele 

também é feito de trigo, centeio, aveia, triticale, sorgo, milho e arroz (STEWART, 

2013). 

1.3.2 Mostura (brassagem) 

 O objetivo principal dessa etapa é a quebra de carboidratos complexos 

como amido, amilose, amilopectina e beta glucanos (todos não fermentescíveis) em 

carboidratos simples como glucose e maltose (fermentescíveis). A fração 

fermentescível será metabolizada pelas leveduras em gás carbônico e etanol e a 

fração não fermentescível restante contribuirá para o corpo da cerveja (WHITE; 

ZAINASHEFF, 2010).  
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Antes da mostura, os grãos passam por um processo de moagem. A ideia 

de moagem do grão consiste em quebrar a casca e liberar o endosperma do grão de 

modo que a casca fique o mais preservada possível, pois participará do processo 

natural de filtragem do mosto, e o endosperma o mais fragmentado possível (AMBEV, 

2012). 

Algumas das características finais da cerveja estão diretamente 

relacionadas à fragmentação do grão. Uma moagem muito fina provocaria uma maior 

degradação da casca e consequentemente uma maior remoção de taninos no 

processo de mostura, o que leva ao sabor adstringente à cerveja e prejudicaria o 

processo de filtragem natural do mosto. Porém, se a moagem for muito grossa, a 

eficiência de conversão do amido é reduzida e consequentemente a quantidade de 

cerveja também (AMBEV, 2012). 

Depois de moído o grão é umedecido para estimular a atividade enzimática 

que hidrolisa o amido em açúcares fermentescíveis, as proteínas em peptídeos e 

aminoácidos e os lipídios em ácidos graxos livres e esteróis. Devido a diversidade de 

enzimas atuantes no processo, a mistura de grãos e água é submetida a períodos de 

aquecimento e repouso (Gráfico 4) com temperaturas controladas para promover 

condições adequadas à ação de cada enzima (STEWART, 2013).   

        

     Gráfico 4 - Perfil de temperatura de um programa típico de infusão.  

 

  
       Fonte: Adaptada de STEWART (2013)  
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A escolha do programa de temperaturas a ser aplicado durante a atuação 

enzimática depende da composição e do tipo de cerveja desejada (Tabela 3), 

definindo quanto de açúcares fermentescíveis se deseja para o processo de 

fermentação ou do quanto de substâncias proteicas de alta massa molecular se 

almeja para a formação do corpo da cerveja e consistência da espuma (SENAI, 1997). 

Tabela 3 - Especificações do mosto de estilos de cerveja variados. 

Parâmetros Pilsen Pale 

Lager 

Export Dark Beer Wheat Beer 

(Pale) 

Extrato original (%) 11,3 - 12,0 10,5 - 12,5 12,5 - 13,5 11,5 - 11,8 11,0 - 12,0 

Grau de fermentação 

final (%) 

 

84,0 - 85,0 

 

81,0 - 82,5 

 

81,0 - 84,0 

 

78,0 - 81,0 

 

80,0 - 82,0 

pH 5,2 - 5,4 5,4 - 5,6 5,4 - 5,6 5,4 - 5,7 5,2 - 5,4 

Cor do mosto (EBC) 7 – 10 7 - 15 10 - 15 50 - 100 10 – 20 

Amargor (EBC) 25 – 45 15 - 30 25 - 35 30 – 45 12 – 18 

Nitrogênio total 

(ppm) 

800 – 1000 800 - 1000 800 - 1000 800 - 1000 1000 – 1200 

Aminoácidos livres 

FAN (ppm) 

 

200 - 250 

 

200 - 250 

 

200 - 250 

 

200 - 300 

 

200 – 300 

Fonte: Adaptada de BAMFORTH (2016) 

 

Após a hidrólise do amido é necessária a retirada do bagaço, massa 

resultante da aglutinação da casca com os resíduos do processo, podendo esta etapa 

ser realizada por sedimentação natural e efetuada em equipamento provido de fundo 

falso do tipo peneira, onde o líquido passa através da camada de cascas do malte 

depositadas (etapa de filtração, também denominada clarificação). Posteriormente é 

feita a lavagem destas cascas por passagem de água aquecida nas próprias peneiras 

de coleta ou em filtros prensas (RUSSEL; STEWART, 1995; MARTINS, 1991). 

1.3.3 Lupulagem e fervura 

Após a filtração, o mosto doce é fervido com adição de lúpulo. A ebulição é 

necessária para isomerizar os α-ácidos do lúpulo (ácidos de lúpulo isomerizados são 

amargos enquanto os ácidos não isomerizados não são). A fervura dura entre 15 e 

120 minutos, dependendo de fatores como intensidade e volume de 

água. Quanto maior o tempo da ebulição, mais amarga a cerveja será. Lúpulos 
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de amargor são fervidos no início durante uma hora, e os de aroma são fervidos 

no fim (HOWE, 2020). 

Além da isomerização dos ácidos do lúpulo, a fervura do mosto se faz 

necessária para remover compostos voláteis indesejados de malte e lúpulo, para 

desnaturar e coagular proteínas, para fixar a composição do mosto e para encerrar 

toda a atividade enzimática e microbiológica que possa ter resistido ao processo de 

mosturação (BAMFORTH, 2016).  

1.3.4. Fermentação 

O processo fermentativo é o ponto central para a produção de qualquer 

bebida alcoólica. Durante o processo fermentativo as leveduras são responsáveis pela 

fermentação alcoólica do mosto cervejeiro, metabolizando os açúcares 

fermentescíveis para produzir álcool, gás carbônico, energia na forma de ATP e calor. 

Essa etapa ocorre no citoplasma celular e envolve doze reações que são catalisadas 

por enzimas específicas (Figura 3). As enzimas sofrem ações de diversos fatores (pH, 

temperatura, nutrientes, etc.) que podem estimular ou reprimir suas ações, afetando 

dessa forma o desempenho do processo fermentativo conduzido pelas leveduras 

(LIMA et al., 2001). 

 
 
 

  
             Fonte: BRIGGS et al., (2004). 

FIGURA 3 – Metabolismo do mosto pelas leveduras  
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Ao término da fermentação alcoólica, o resultado é uma cerveja 

denominada <cerveja verde= a qual precisa passar por outro processo fermentativo, 

denominado fermentação secundaria ou maturação. A maturação ocorre em 

temperatura baixa, entre 0 e 3 °C e pode levar semanas ou até meses, dependendo 

do tipo de cerveja que está sendo produzida (CEREDA, 1983). Segundo Dragone et. 

al. (2010), a maturação tem como objetivo principal estabilizar o diacetil, composto 

formado na fermentação primaria; iniciar a clarificação da cerveja pela sedimentação 

de células de leveduras e proteínas; propiciar a carbonatação (quando em baixa 

temperatura, o gás carbônico é absorvido pela cerveja) e melhorar o odor e sabor da 

cerveja, pela redução de diacetil, acetaldeído e ácido sulfídrico. 

1.4 Inovações do mercado 

O consumidor muda constantemente suas vontades, padrões e 

necessidades, o que gera mais dinamismo em qualquer  mercado, influenciando a 

criação de novos segmentos e processos inovativos. E assim o mercado cervejeiro 

começou a se reinventar. 

As principais inovações no mundo cervejeiro estão relacionadas ao 

processo produtivo, com o investimento em automação e na busca de matérias-primas 

e insumos que imprimam novas características, sempre buscando um produto final 

com alta qualidade e forte identidade (GUIA DA CERVEJA, 2019). 

A automatização foi abraçada pelas cervejarias pela crescente 

necessidade de controlar todas as partes do processo e de avaliar todos os 

parâmetros do produto, sem expô-lo a ação de agentes externos. Novas tecnologias 

de automação do controle e validação do processo são utilizadas em sensores 

inteligentes que fazem medição em tempo real de parâmetros como temperatura, 

pressão, condutividade, turbidez, concentração de íons, etc (MEIJER et al., 2014; 

SENSOR TRENDS, 2014; GEIER et al., 2016; GONZALEZ-VIEJO et al, 2017; WU et 

al., 2021; MUTZ et al., 2021). 

Já no mundo das matérias-primas e insumos, as leveduras têm sido os 

maiores alvos de inovação. Historicamente, utiliza-se a Saccharomyces cerevisae na 

produção da cerveja, mas na tentativa de criar bebidas com um maior diferencial, a 

procura por leveduras não-Saccharomyces aumentou.  A utilização de leveduras "não 
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usuais" no processo fermentativo ajuda na incorporação de novos sabores e aromas 

(LARROQUE et al., 2021; TAN et al., 2021; CRAUWELS et al., 2015), e possibilita, 

em alguns casos, que o processo ocorra em condições extremas, como baixos valores 

de pH, altas concentrações de álcool e limitação de oxigênio (LENTZ; HARRIS, 2015).  

A busca por novos flavors e a necessidade de alterar características do 

processo e produto final abriram as portas do mercado cervejeiro não só para o uso 

de novos microrganismos, mais também para o uso de microrganismos modificados 

geneticamente. Já é possível encontrar inúmeras cepas de leveduras modificadas 

disponíveis para compra, todas com o intuito de acelerar a produção ou aumentar a 

quantidade de álcool produzido ou atribuir novas características organolépticas 

(BRITO, 2003; GIANNAKON et al., 2021). 

Os aditivos também têm ganhado bastante destaque na busca pela 

produção de um produto de excelência. A utilização de enzimas e outros compostos 

podem: melhorar a estabilidade da espuma, característica de extrema importância no 

aprisionamento de aromas e retardo na oxidação da bebida (CIMINI; MORESI, 2018; 

ZUPPARDO, 2010); produzir cervejas cevadas sem glúten (GUERDRUM; 

BAMFORTH, 2012; VAN LANDSCHOOT, 2011); eliminar características aromáticas 

não desejadas (HOLT et al., 2018) e até produzir bebidas de caráter funcional 

(MANGAN et al., 2017).  

É cada vez mais comum vermos no mercado cervejas aditivadas com 

produtos naturais. A adição de flores, frutos, raízes, cascas de plantas entre outros 

vêm adicionando características não apenas sensoriais à bebida, mais também 

funcionais. Cervejas com quantidades significativas de terpenoides, flavonoides, 

polifenois e antraquinona exibem alta atividade antioxidante, inibem o crescimento de 

microrganismos e diminuem a alteração de características como acidez e cor 

(TAMJIDI et al., 2017; MANGAN et al 2016; HORINCAR; APODI; RPEANU, 2019; 

ABELLÁN et al., 2021).  

A utilização de <Ingredientes opcionais= e/ou <Aditivos= nas cervejas, seja 

para conferir novos aromas ou para alterar suas propriedades, contraria o que é 

preconizado pela Lei de Pureza Alemã, que estabelece que apenas quatro 

ingredientes podem ser usados na produção de cerveja: água, malte, lúpulo e 

levedura. Entretanto, cada país tem uma legislação específica acerca da produção de 
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bebidas e embora a Escola Alemã ainda tenha muita influência no mundo da cerveja, 

o uso de novos ingredientes é uma realidade em todo o mundo (BAMFORTH, 2020). 

A Legislação Brasileira permite, além da água, do malte, do lúpulo e da 

levedura, a utilização de uma diversidade de outras substâncias na produção de 

cerveja (BRASIL, 2019). Muitos deles são aditivos, que conservam ou modificam as 

características físico-químicas, biológicas ou sensoriais da bebida, ou ingredientes 

opcionais que agregam complexidade e sabor. 

A busca incessante por novos aromas e sabores, principalmente com a 

incorporação de <ingredientes opcionais=, encontrou no mercado de alimentação 

natural e saudável um grande aliado, ampliando assim as possibilidades de 

ingredientes utilizados no processo e consequentemente as novas características 

atribuídas às cervejas (OZDAL, YOLCI-OMEROGLU, TAMER, 2020). 

A adição de frutas tropicais, com propriedades funcionais e ricas em 

vitaminas, vem ganhando destaque em algumas produções científicas (ZAPATA et 

al., 2019; SOCCOL; DE CARVALHO; MONTEIRO, 2019; DE LUNA FREIRE et al., 

2019; GABAN; PEREIRA; NETO, 2019) e industriais (Figura 4). Inúmeros estudos 

relatam atividades antioxidante, antibacteriana e contra a obesidade, com o uso de 

frutas, além do fornecimento de novos aromas agradáveis ao público. Especiarias e 

ervas e uma infinidades de outros ingredientes, como gengibre, hortelã, marcela, erva-

mate, berinjela e flor de brócolis, também são utilizadas na introdução de 

características funcionais e novos aromas às cervejas (ABELLÁN et al., 2021; 

HORINCAR; APODI; RPEANU, 2019; TOZETTO, 2017; DIAS; DIAS, 2016; SOCCOL, 

2017). 
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Figura 4 - Cervejas com adição de frutas brasileiras. Nassau - caju; Rosalia - frutas vermelhas 
brasileiras (grumixama, amora do mato e cereja do rio grande); Murica - graviola; Eugênia - uvaia. 
 

 
Fonte: https://www.embalagemmarca.com.br/2017/06/colorado-lanca-cervejas-com-frutas-brasileiras/  

 

A utilização de <ingredientes opcionais= tem aumentado o número de 

patentes depositadas no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) (Tabela 4). 

Os relatórios das patentes descrevem novas cervejas com características de 

refrescância (DIAS; DIAS, 2016); propriedades antioxidantes (SOCCOL; DE 

CARVALHO; MONTEIRO, 2019; DE LUNA FREIRE et al., 2019; SOCCOL, 2017), 

efeitos nutracêuticos (SANTOS DE LIMA, 2015; LIMA, 2013); ricas em proteínas e até 

cervejas energéticas (SILVA, 2015). 
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Tabela 4 - Lista de alguns pedidos de patentes relacionadas à aditivos cervejeiros depositados no INPI. 
Pesquisa foi realizada em ferramenta avançada utilizando como palavras-chave "cerveja= ou <beer" no 
título ou no resumo da patente. 
 

Pedido Data do Deposito Título da patente IPC 

    

BR 10 2019 
022376 6 A2 

25/10/2019 PRODUÇÃO DE CERVEJA DE TRIGO COM ADIÇÃO DE 
POLPA DE ABACAXI E HORTELÃ 

C12C 12/00 

BR 10 2019 
022306 5 A2  
 

24/10/2019 FORMULAÇÃO DE CERVEJA DE LICURI (SYAGRUS 
CORONATA) E PROCESSO DE OBTENÇÃO 

C12C 12/00 

BR 10 2019 
004492 6 A2 
 

07/03/2019 PROCESSO DE ADIÇÃO DE EXTRATO DE BACCHARIS 
DRACUNCULIFOLIA EM DIFERENTES ETAPAS DA 
PRODUÇÃO DE CERVEJA ENRIQUECIDA COM OS 
BIOATIVOS PRESENTES NO EXTRATO DE BACCHARIS 
DRACUNCULIFOLIA. 

C12C 12/00 

BR 10 2018 
076151 0 A2 

17/12/2018 CERVEJA E FERMENTADO ALCOÓLICO A BASE DE 
MALTE ENRIQUECIDOS COM BIOATIVOS PRESENTES 
NA PITANGA (EUGENIA UNIFLORA L.) 

C12C 12/00 

BR 10 2018 
076153 6 A2 

17/12/2018  CERVEJA E FERMENTADO ALCOÓLICO A BASE DE 
MALTE COM ADIÇÃO DE RIBOFLAVINA E EFEITO DE 
FLUORESCÊNCIA EM PRESENÇA DE ILUMINAÇÃO 
ULTRAVIOLETA 

C12C 12/00 

BR 10 2018 
076153 8 A2 

17/12/2018  CERVEJA E FERMENTADO ALCOÓLICO A BASE DE 
MALTE ENRIQUECIDOS COM BIOATIVOS PRESENTES 
NA ROMÃ (PUNICA GRANATUM L.) 

C12C 12/00 

BR 10 2018 
007271 4 A2 

11/04/2018 PROCESSO PRODUTIVO DE CERVEJA COM MANGABA 
BR 10 2018 076151 0 A2 

C12C 12/00 

BR 10 2017 
028662 2 A2 

15/12/2017   CERVEJA DE CAMU-CAMU (MYRCIARIA DÚBIA) C12C 12/00 

BR 10 2017 
024450 4 A2 

14/11/2017 PROCESSO DE PRODUÇÃO DE CERVEJA COM ADIÇÃO 
DE GRAVIOLA 

C12C 12/00 

BR 10 2017 
001261 1 A2 

20/01/2017  CERVEJA ADICIONADA DE CASCA DE LARANJA 
(CITRUS SINENSIS) E PEDÚNCULO DE CAJU 
(ANACARDIUM ORCIDENALE) 

C12C 12/00 

BR 10 2016 
023777 7 

13/10/2016 PROCESSO DE PRODUÇÃO DE CERVEJA COM 
PROPRIEDADES FUNCIONAIS, UTILIZANDO ARROZ 
PIGMENTADO BIODINÂMICO 

C12C 7/047 

BR 10 2016 
006931 9 

29/03/2016 PRODUÇÃO DE BEBIDA FERMENTADA TIPO CERVEJA A 
BASE DE MALTE E EXTRATO SOLÚVEL DE MACELA 
(ACHYROCLINE SATUREIOIDES) 

C12C 5/02 

BR 10 2015 
031953 3 

18/12/2015 PRODUÇÃO DE BEBIDA FERMENTADA TIPO CERVEJA A 
BASE DE MALTE E EXTRATO SOLÚVEL DE CARQUEJA 

C12C 12/00 

BR 10 2015 
031986 0 

18/12/2015 PROCESSO DE MATURAÇÃO DE CERVEJA COM 
UTILIZAÇÃO DE CAFÉ 

C12C 5/02 

 
BR 10 2015 
031078 1 

11/12/2015 PRODUÇÃO DE BEBIDA FERMENTADA TIPO CERVEJA A 
BASE DE MALTE E EXTRATO SOLÚVEL DE CHAPÉU-DE-
COURO (ECHINODORUS MACROPHYLLUM; 
ECHINODORUS GRANDIFLORUS) 

C12C 12/00 

 
BR 10 2014 
031594 2 

17/12/2014 PRODUÇÃO DE BEBIDA FERMENTADA TIPO CERVEJA A 
BASE DE MALTE E EXTRATO SOLÚVEL DE ILEX 
PARAGUARIENSIS 

C12C 12/00 

 
BR 10 2014 
030280 8 

03/12/2014 PROCESSO DE OBTENÇÃO DE CERVEJA COM SABOR 
HORTELÃ E PRODUTO RESULTANTE 

C12C 5/02 

 
BR 10 2013 
029923 5 

21/11/2013 CERVEJA ENERGÉTICA COM ÁLCOOL OU SEM ÁLCOOL, 
ENRIQUECIDA COM CAFEÍNA, TAURINA E GUARANÁ 
MICROENCAPSULADOS 

C12C 12/00 

BR 10 2013 
029464 0 

14/11/2013 CERVEJA ENRIQUECIDA COM SUCO OU EXTRATO DE 
BLUEBERRY, QUE COMBATE A OBESIDADE E PROMOVE 
A SAÚDE DO CORAÇÃO 

C12C 5/02 

 
Fonte: Autor (2021). 
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A cerveja enriquecida com ômega-3 promete diminuir os níveis de 

triglicerídeos no sangue, diminuir a pressão sanguínea e prevenir a irregularidade dos 

batimentos cardíacos (LIMA, 2013). Já a utilização da planta pau-tenente (Quassia 

amara L) proporciona notas de amargor à cerveja, sendo uma opção para a 

substituição de lúpulos de amargor no processo (PEIXOTO, 2015). 

Todos esses trabalhos e depósitos de patentes só corroboram o 

crescimento do mercado cervejeiro e sua busca incessantemente por bebidas com 

novos sabores e aromas e que apresentem características funcionais ou 

nutracêuticas. 

1.5  Uso e benefícios das microalgas como aditivos alimentares        

A preocupação com uma alimentação saudável e a busca pelo corpo 

perfeito tem levado à um crescimento do mercado de alimentação ligado à saúde e 

ao bem-estar. Mudanças de padrões de consumo para aderir a um estio de vida mais 

saudável tem impulsionado o mercado, que só em 2016, no Brasil, movimentou 93,6 

bilhões de reais, sendo responsável pelo quarto maior mercado do mundo (SEBRAE, 

2017). 

Buscando inovar nesse segmento, o setor tem investido na pesquisa de 

alimentos nutricionalmente ricos e provenientes de fontes naturais, levando ao público 

produtos com atividades funcionais atraentes ao mercado em expansão (SEBRAE, 

2017). 

A introdução de novos alimentos no mercado é considerada de extrema 

importância a fim de entender as demandas atuais dos consumidores. Dentre os 

alimentos que vêm sendo considerados inovadores na área, vale destacar as 

microalgas, uma fonte promissora para novos alimentos e produtos alimentares 

funcionais (IGUAL et al., 2021).  

As microalgas são organismos unicelulares e fotossintéticos, localizando-

se fundamentalmente em meios marinhos, águas doces, águas residuais e solos 

úmidos, que só podem ser observadas ao microscópio (DERNER et al., 2006). Elas 

podem tolerar uma ampla faixa de temperaturas, salinidades e valores de pH; 

diferentes intensidades de luz; e condições em reservatórios ou desertos e podem 

crescer sozinhas ou em simbiose com outros organismos (KHAN, 2018). 
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Sua biomassa é um fornecedor natural de compostos ativos, como 

carotenoides (astaxantina, betacaroteno, luteína, cantaxantina etc.), ficobilinas, ácidos 

graxos poliinsaturados (ácido araquidônico - ARA, ácido eicosapentaenóico - EPA e 

ácido decosahexaenóico – DHA), polissacarídeos, vitaminas e esteróis (GOUVEIA et 

al, 2002; GOUVEIA et al, 1996; GILL; VALIVETY, 1997). Esse valor nutricional tem 

promovido a sua utilização como suplemento proteico (Tabela 5) e como nutracêutico. 

As espécies mais utilizadas comercialmente são a Chlorella e a Arthrospira 

(Spirulina); além dessas, a Dunaliella, Haematococcus, Schizochytrium, 

Scenedesmus, Aphanizomenon, Odontella e Porfirídio estão ganhando aceitação no 

mercado de alimentos saudáveis (RAJA et al., 2008; WIKFORS; OHNO, 2001). 

 

      Tabela 5 - Avaliação nutricional de algumas microalgas comercializadas. 

Microalga Lipídeos 
[g/100g] 

Fibras 
[g/100g] 

Polissacarídeos 
[g/100g] 

Proteínas 
[g/100g] 

Empresa 
fornecedora 

C. vulgaris 9 18 9 52 Roquette Klötze 

Algomed 

Chlorella 

A. patensis 7 0 16 61 Earthrise 

Spirulina 

P. tricomutum 13 14 18 40 Roquette 

Klötze* 

N. oceanka 24 14 11 35 Allmicroalgae 

Allma, Portugal* 

    Fonte: Adaptado de NEUMAN et al. (2018) 

 

Alguns estudos comprovam que a incorporação de biomassa de microalgas 

nos alimentos pode conferir a eles importantes efeitos terapêuticos, como 

antioxidante, anticancerígeno, antilipidêmico, e efeito protetor contra a diabetes e 

obesidade (FELLER et al., 2018; ZAID; HAMMAD; SHARAF, 2015; HIRAHASHI et al., 

2002; KURD; SAMAVATI, 2015; PONCE et al., 2010). Uma dieta rica em Arthrospira, 

segundo estudos, pode conferir ao organismo vários efeitos benéficos (Tabela 6), 

devido a diminuição de processo inflamatórios, diminuição de sintomas provocados 

pela rinite alérgica (coriza, irritação, congestão nasal), fortalecimento do sistema 
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imune e proteção do fígado e neurônios (AKAO et al, 2009; PLAKIDA et al., 2020; 

FERREIRA-HERMOSILO et al, 2010). 

 

 

 

Empresa País Microalga 

(gênero) 

Produto Aplicação 

Market/Omegatech EUA Crypthecodinium DHA Desenvolvimento 

cerebral 

Cyanotech EUA Haematococcus Astaxantina Tratamento da síndrome 

do Tunel do Carpo 

Mera EUA Haematococcus Astaxantina Anti-inflamatório, 

tratamento de lesões 

musculares 

OceanNutrition Canadá Chlorella Extrato de 

carboidratos 

Melhora da resposta 

imunológica, antigripal 

3(anti-flu) 

InnovalG França Odontella EPA Anti-inflamatório 

Pammol/Madaus Áustria Spirullina Vitamina 

B12 

Melhora da resposta 

imunológica 

Nutrinova/Celanese Alemanha Ulkenia DHA Tratamento de doenças 

cerebrais e cardíacas 

Fonte: Adaptado de PULZ e GROSS (2004). 

 

A viabilidade dessas atividades biológicas é condicionada a fatores como a 

matriz alimentar, o tipo de processamento e interações com outras substâncias 

alimentares.  

Microalgas com alto valor nutricional já estão sendo comercializadas na sua 

forma pura, como extratos, comprimidos ou cápsulas, ou como aditivos em vários 

produtos alimentares (Figura 5), como barras de chocolate, barras de cereais, 

bebidas, maionese vegana, macarrão, biscoitos e suplementos energéticos. Alguns 

trabalhos mostram ainda a sua utilização eficaz na preparação de breadsticks, 

biscoitos, barra de cereais, azeites e emulsões (IGUAL et al., 2021; LEMES et al., 

2012; FRAGOSO, 2016; MORAIS; MIRANDA; COSTA, 2006; RODRÍGUEZ et al., 

2014; ALAVI; GOLMAKANI, 2017; GOUVEIA et al., 2006).  

Tabela 6 - Empresas, localização, microalgas cultivadas, seus produtos e a atividade biológica 
atribuída 
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Figura 5 – Preparações alimentícias desenvolvidas com a adição de microalgas, em sua totalidade ou 

em parte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Fonte: Autor (2021). 

 

A incorporação de microalgas em alimentos também tem ganhado 

destaque nas cozinhas de restaurantes da alta gastronomia, alguns dos quais 

possuem estrelas Michelin. A ficogastronomia veio suprir a crescente necessidade dos 

consumidores por inovação e atender a ânsia de alguns dos chefs por adicionar nos 

pratos seus ideais de sustentabilidade, etnia e autenticidade (PEREZ-LLORÉNS, 

2020).  

Já está claro que as microalgas são o presente e o futura da alimentação 

humana. Mas mesmo com todo o apelo gastronômico e nutricional que possuem, 

ainda há muita dificuldade quando se fala da incorporação de microalgas em 

alimentos. Seu cheiro forte, a cor verde escura e sua consistência em pó limitam a 

sua utilização em alimentos convencionais (ALMEIDA et al, 2017). 

1.6 Chlorella vulgaris 

A C. vulgaris é uma microalga verde unicelular encontrada em muitos 

sistemas aquáticos. As espécies do seu gênero possuem grande importância a nível 

econômico e comercial devido a facilidade em seu cultivo e seu alto valor nutricional. 
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Devido à sua abundância e efeitos positivos para a saúde, a Chlorella é 

considerada um alimento funcional e uma fonte de nutrientes em muitas áreas, sendo 

amplamente vendido como alimento saudável, suplemento alimentar e nutracêutico 

(BISHOP; ZUBERGH, 2012). Isso porque ela apresenta uma composição rica em 

proteínas, carotenóides (α e β-caroteno, neoxantina, luteína, violaxantina e 

zeaxantina), lípideos (ômega-3 e ômega-6, ácido oleíco, ácido palmítico e ácido 

linoleíco), fibras, vitaminas (principalmente B12) e minerais (GOUVEIA et al., 1996; 

LEE et al., 2010; LORDAN; ROSS; STANTON, 2011; MORAES et al., 2015).  

Atualmente, o Japão é o líder mundial em consumo de Chlorella, utilizando-

a principalmente para tratamento médico, devido seus agentes promotores de saúde. 

As propriedades atribuídas à esta microalga incluem entre outros, efeitos anti-

inflamatórios, efeitos desintoxicantes e anticancerígenos (HIDALGO-LUCAS et al., 

2016; UCHIKAWA, 2011; SEDIGHI et al., 2016; EL-FAYOUMY et al., 2021). Os 

benefícios podem estar relacionados a ingestão total da célula ou de seus compostos 

bioativos, como fenóis e carotenoides com atividade antioxidante e antiproliferativa 

(PANAHI et al., 2013; ZHANG et al., 2017) bem como polissacarídeos com efeitos 

anti-inflamatórios (GUZMAN et al., 2003; BORKORIKOVÁ et al., 2019). Além disso, 

também foi demonstrado que uma dieta rica em C. vulgaris pode trazer melhoria dos 

níveis de lipídios séricos, aumento nos níveis de vitamina B12 e carotenoides (CHEN 

et al., 2019; MERCHANT; PHILLIPS; UDANI, 2015; RYU et al., 2014). Na tabela 7, 

estão relacionadas algumas dos efeitos benéficos atribuídos à espécie. 

 

 
 

 

 

Suplementação com 

biomassa e/ou 

aplicação de 

extratos aquosos 

ATIVIDADE BIOLÓGICA REFERÊNCIA 

Imunoestimulante natural PLAKIDA et al., 2020; 

SABERI et al., 2017 

 

Efeito antiproliferativo 

ZHANG et al., 2017; 

CHA; KUO; LEE, 2008; 

WU et al., 2005 

Propriedade moduladora 

adipogênica em pré-adipócitos 

ILAVENIL et al., 2016 

Antimicrobiana SEDIGHI et al., 2016 

 

Tabela 7 – Algumas das atividades biológicas relacionadas à espécie Chlorella vulgaris. 
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Continuação  

Tabela 7 – Algumas das atividades biológicas relacionadas à espécie Chlorella vulgaris 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suplementação com 

biomassa e/ou 

aplicação de 

extratos aquosos 

 

Anti câncer 

EL-FAYOUMY et al., 

2021; SEDIGHI et al., 

2016; WANG et al., 

2010 

Controle dos níveis de glicose e 

colesterol no sangue 

CHEN et al., 2019; KIM 

et al., 2016; RYU et al., 

2014; KIM et al., 2009 

Anti-apoptótico em células de retina KIM et al., 2014 

  

Anti-inflamatório 

BARBORIKOVA et al., 

2019; HIDALGO-

LUCAS et al., 2016; 

GUZMAN et al., 2003 

Agente dietético antialérgico BAE et al., 2013 

Aumento da vitalidade em pacientes 

com câncer 

NOGUCHI et al., 2014 

 

Agente desintoxicante 

UCHIKAWA, 2011; 

QIAN et al., 2009 

 

Atividade antioxidante 

PANAHI et al., 2013; 

GOIRIS et al., 2012; 

LEE et al., 2003 

Efeito hepatoprotetor EBRAHIMI-

MAMEGHAMI et al., 

2017; AZOCAR; DIAZ, 

2013. 

Aumento dos níveis de vitamina B12 MERCHANT; 

PHILLIPS; UDANI, 

2015 

 Antihipertensivo OSUKI et al., 2013; 

SANSAWA et al., 2006. 

Fonte: Autor (2021) 

 

A C. vulgaris é uma das poucas microalgas que podem ser encontradas no 

mercado como suplemento ou aditivo alimentar, corante (depois de carotenogênese) 
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e emulsão alimentar (FERNANDES et al., 2012). Esses produtos são vendidos de 

diferentes formas, como cápsulas, tabletes, extratos e pó.  

A tabela 8 mostra a aplicação da C. vulgaris na obtenção de novos produtos 

ou como suplemento alimentar. 

 
     Tabela 8 - Produtos obtidos a partir de Chlorella vugaris e suas aplicações. 
 

 Produto Aplicação Referência 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Biomassa 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Biomassa 

 
 

Melhoria de propriedades 

reológicas da farinha de trigo 

GRACA et al., 
2018 
 

 
Biomassa 

 

Produção de biscoitos proteicos  BATISTA et al., 
2017 
 

 
Biomassa 

 

Aumento da estabilidade 

oxidativa de azeites de oliva 

virgens 

 
ALAVI et al., 2017 
 

 
Biomassa 

 

Fonte de ômega-3 e ômega-6 

para vegetarianos  

ORTIZ 
MONTOYA et al., 
2014 
 

 
Biomassa 

 

Suplementação de leite 

fermentados probióticos 

BEHESHTIPOUR 
et al., 2013 
 

 
 
 

Biomassa 
 

Suplementação de grávidas com 

o intuito de melhorar a 

quantidade de carotenoides no 

leite materno no início da 

lactação 

NAGAYAMA et 
al., 2014 
 

 
Biomassa 

 

Suplementação nutricional e 

sensorial de massas 

FRADIQUE et al., 
2010 
 

 
Extrato 

Suplementação de aa essenciais MORRIS et a., 
2011. 

 
Corantes e 

antioxidantes 

 
Carotenoídes 

 

Corantes naturais de comidas 

Halal 

OTHMAN et al., 
2017 
 

Ácidos 
graxos 

 
Óleos 

 

Produção de óleo comestível em 

substituição ao azeite de oliva 

HUANG et al., 
2016 

 
Vitaminas 

 
B12 

Suplementação de vitamina B12 

em veganos 

WATANABE; 
BITO., 2017;  
BITO et al., 2016 

     Fonte: Autor (2021) 
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    Continuação 
     Tabela 8 - Produtos obtidos a partir de Chlorella vugaris e suas aplicações. 

 
 
 
 

Polímeros 

 
Polissacarídeos 

Fonte de antioxidantes 

naturais 

CHEN et al., 2016 

 
Proteínas 

Proteínas de origem não-

animal voltada para o 

mercado vegano 

SMETANA et al., 
2017 
 

 
Proteínas 

Substituição de 

emulsificantes comerciais 

URSU et al., 2014 

 
Fibras 

 
Fibras 

Melhoria do 

funcionamento intestinal 

MORRIS et al., 
2011 

     Fonte: Autor (2019). 

 

Além da rica composição nutricional, a C. vulgaris é um organismo 

Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS) pela FDA. Estudos a longo prazo não 

relataram reações alérgicas, toxicidade e nem efeitos negativos associados ao seu 

consumo (AZLAN et al., 2020). Sua ingestão recomendada é múltipla, mas geralmente 

na faixa de 2 a 6 g por dia (POWELLL et al., 1961). Por ser considerada uma fonte 

alimentar segura, ela não precisa passar por um processo de avaliação da segurança 

alimentar (Regulamento EC Nº 258/97 Europeu) relativo a novos alimentos e 

ingredientes alimentares introduzidos na alimentação humana, o que facilita sua 

comercialização e introdução na formulação de novos alimentos.  

Sendo assim, diante da segurança alimentar e da gama de benefícios 

relacionados à sua ingestão, além da rica diversidade de aplicações alimentares, a C. 

vulgaris foi escolhida como <ingrediente opcional= para a produção de uma nova 

cerveja. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Geral 

Desenvolver uma cerveja artesanal de alta fermentação utilizando como aditivo 

o extrato aquoso da microalga Chlorella vulgaris. 

2.2. Específicos 

✓ Cultivar a microalga em fotobiorreator fechado de placa plana para a produção 

de biomassa microalgal; 

✓ Realizar a análise elementar da biomassa microalgal; 

✓ Preparar o extrato microalgal que será utilizado como aditivo; 

✓ Fazer a análise fitoquímica do extrato; 

✓ Formular e produzir a cerveja de alta fermentação (estilo APA – American Pale 

Ale) utilizando o extrato microalgal como aditivo; 

✓ Avaliar as características físico-químicas da cerveja; 

✓ Avaliar as atividades antioxidante da cerveja; 

✓  Analisar a viabilidade de produção da cerveja. 
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3. MATERIAIS 

3.1 Microalgas 

As células da microalga C. vulgaris utilizadas neste trabalho foram obtidas 

do Laboratório de Desenvolvimento de Produtos e Processos (LDPP-PADETEC). A espécie 

usada foi devidamente cadastrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado – SisGen (No. processo 

ADA415C). 

3.2 Meios de cultura e reagentes  

Os principais reagentes e meios empregados na pesquisa foram: meio WC; 

meio NPK; albumina sérica bovina (BSA); Coomassie Brilliant Blue R-250; acrilamida; 

bis-acrilamida; 2-mercaptoetanol; bromofenol; 2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl) 

hydrazyl; L-ácido ascórbico; dodecil sulfato de sódio (SDS); trizma-base. E outros 

reagentes de grau analítico como ácido clorídrico, cloreto de sódio, etanol, metanol, 

ácido acético, metabisulfito de potássio e iso-octano. 
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4. MÉTODOS 

4.1 Cultivo in door da microalga Chlorella vulgaris para produção de biomassa.  

Inicialmente as células de C. vulgares foram pré-inoculadas, sob condições 

assépticas, em um fotobiorreator cilíndrico contendo 100 mL de meio WC com pH 

ajustado para 7,0. Esse fotobiorreator foi mantido por 4 dias em uma câmara de 

crescimento (B.O.D.) sob condições controladas de temperatura (25 + 2 °C), 

fotoperíodo de 12 h, intensidade luminosa de 4000 Lux e aeração estéril constante 

(mantida por aerador elétrico e filtros de 0,25 µm). Após esse período, o pré-inóculo 

(com uma densidade óptica a 690nm = 0,8) foi inoculado num fotobiorreator retangular 

de placa plana (Figura 6) contendo 4 L do meio de cultura contendo NPK (formulação 

20:10:20 m/m/m) pH 7,0. A cultura foi mantida por 14 dias na plataforma de 

crescimento usando a temperatura de 25 + 2 °C), fotoperíodo de 12 h, intensidade 

luminosa de 50.000 Lux e aeração estéril constante.  

 

 

 
                          

Figura 6 – Cultivo de microalga Chlorella vulgaris 
em fotobiorreator retangular de placa planar. 

Fonte: Grupo de Biotecnologia Molecular e Estrutural 
(GBME) 
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4.2. Quantificação da biomassa por turbidimetria e contagem celular 

Para acompanhamento do crescimento celular, as amostras foram 

coletadas periodicamente em condições assépticas. A quantificação foi calculada por 

meio da densidade óptica (690 nm), ou seja, análise de absorbância em 

espectrofotômetro UV-Vis (Amersham Biosciences©/Ultrospec 2100 pro) com auxílio 

de curva de calibração pré-determinada. Para a contagem celular utilizou-se um 

microscópio óptico modelo BIOVAL com auxílio de um hemacitômetro tipo câmara de 

Neubauer de 0,1 mm de profundidade (LOURENÇO, 2006). Os métodos de contagem 

e absorbância foram relacionados por meio de curva de calibração para 

acompanhamento do crescimento celular. 

4.3. Coleta e processamento da biomassa microalgal 

A cultura de microalgas foi coletada e concentrada por centrifugação a 4000 

x g por 10 minutos, a temperatura ambiente (25 oC). A biomassa concentrada foi 

lavada com água destilada para remoção do meio de cultura através de quatro etapas 

alternadas de ressuspensão da biomassa em água e centrifugação conforme descrito 

anteriormente. A biomassa fresca foi pesada e submetida ao processo de liofilização. 

Após a liofilização, a biomassa foi pesada para o cálculo de rendimento e 

acondicionada para uso nas etapas posteriores.  

4.4. Caracterização da biomassa microalgal   

Com a biomassa liofilizada foram realizados ensaios de determinação de 

nitrogênio total e teor proteico, seguindo o método de micro Kjeldahl (MILLER, 1945). 

Após a determinação de nitrogênio, os lipídeos totais foram extraídos da biomassa 

através do método de Soxhlet. O teor de cinzas e umidade foi determinado 

gravimetricamente seguindo metodologia descrito na Farmacopéia Brasileira (1988) 

(INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2008), e então, a quantificação de carboidratos foi 

realizada pela diferença entre 100 da soma dos teores de umidade, cinzas, lipídeos 

totais e proteínas. 

4.5. Preparo do extrato de microalgas  
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Inicialmente, a biomassa microalgal liofilizado (40 g) foi pesada em um tubo 

Falcon e dissolvida em 60 mL de água destilada e homogeneizada sob agitação. A 

mistura foi transferida para um cadinho e macerada vigorosamente por 10 min. A 

mistura foi submetida a três ciclos de congelamento a -20 oC e descongelamento. Por 

último, a mistura foi submetida ao processo de lise celular pelo método de 

ultrassonicação usando uma cuba sonicadora (Cristofoli, Brasil), com amplitude de 50-

60 Hz, por 2 h utilizando 15 ciclos de 480 segundos. O extrato lisado, denominado 

extrato bruto (EB), foi transferido para um frasco de borossilicato e congelado para 

utilização nas etapas posteriores. 

4.6. Dosagem de proteínas solúveis do extrato microalgal 

A dosagem de proteínas solúveis do EBs foi realizada segundo o método 

de Bradford (1976). Para cada 100 L de extrato, foram adicionados 2,5 mL do 

reagente de Bradford. As misturas foram agitadas e deixadas em repouso por 10 

minutos a 25 °C. Em seguida, foi determinada a absorbância a 595 nm, em 

espectrofotômetro. A concentração de proteínas foi calculada a partir de uma curva 

padrão obtida com albumina sérica bovina (BSA). 

4.7 Analise eletroforética do extrato microalgal 

A análise eletroforética do extrato microalgal foi realizada sob condições 

redutoras e desnaturantes (LAEMMLI, 1970). Foi utilizado um gel de aplicação de 

3,5% de acrilamida em tampão Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8) e um gel de separação com 

15 % de acrilamida em tampão Tris-HCl 0,5 M (pH 8,8) contendo SDS 1%. As corridas 

eletroforética foram realizadas a 25 mA e uma voltagem inicial de 100 V. As amostras 

foram preparadas em tampão de amostra (Tris-HCl 62,5 mM pH 8,3 contendo SDS 

1%, β-mercaptoetanol 0,1%, sacarose e azul de bromofenol 1%): 5 L do tampão de 

amostra p/ 25 L. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100 oC por 2 min e 

centrifugadas a 1000 rpm por 5 min à temperatura ambiente. Aplicou-se de 15 a 20 

L de amostra em cada poço do gel. Para fins de comparação, foi utilizado um 

marcador molecular Low range  (6 – 66 kDa) no primeiro poço.  As bandas proteicas 

foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,05 %, preparado em uma 

solução de metanol: ácido acético: água (1:3,5:8, v/v/v). 
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4.8. Preparo da cerveja artesanal (estilo Ale) aditivada com microalgas 

4.8.1. Moagem 

Nesse processo foi adotado o método all-grain, no qual 7,6 Kg do malte 

Pilsen e 1,6 g do malte Caraamber foram moídos manualmente em moinho giratório, 

de modo que o interior dos grãos foi exposto, sem que a casca tenha sido totalmente 

triturada. O malte Caraamber, além de melhorar o paladar e estabilidade do sabor da 

cerveja, adiciona coloração avermelhada e confere notas de toffee, caramelo e pão, 

características do estilo American Pale Ale. 

4.8.2. Mosturação  

Inicialmente foram aquecidos 32 L de água mineral à 55 oC na panela de 

maturação. Em seguida os grãos moídos foram lentamente adicionados a água sob 

agitação constante com o auxílio da pá cervejeira. A temperatura baixou naturalmente 

até 50 oC, temperatura de ativação enzimática. Nessa temperatura o amido dos maltes 

começa a se solubilizar e enzimas, como as ò-glucanases são ativadas. O mosto foi 

mantido nessa temperatura por 5 a 10 min. A temperatura do mosto foi elevada para 

65 oC para o processo de sacarificação e mantida por 1 h, sendo agitado a cada 5 min 

para aumentar a ação das enzimas ñ-amilase e a ò-amilase. 

4.8.3. Teste do iodo 

Com o auxílio de pipeta, 500 µL iodo (2%) foram adicionados em dois poços 

da placa de toque. Em seguida, 500 µL do mosto foi coletado e adicionado em um dos 

poços. Quanto mais semelhante for a cor do mosto c/ iodo em relação ao poço teste, 

melhor terá sido a conversão do amido e maltose (sacarificação) em açúcares 

fermentescíveis.  

4.8.4. Encerramento da mosturação (Mash out) 

Após o teste do iodo, o mosto foi aquecido por 15 min a 78 oC para a 

inativação enzimática, já que é necessário cessar a atividade das amilases após sua 

ação, impedindo que continuem a atuar durante a filtração do mosto. 
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4.8.5. Recirculação do mosto 

Um aparato constituído por bomba elétrica, mangueiras e chuveiro foi 

usado para promover a recirculação do mosto por 10 min com o objetivo extrair o 

máximo de açucares (maltose) que darão corpo a cerveja. 

4.8.6. Transferência do mosto e Sparging 

Após a recirculação, a torneira da panela de mosturação foi aberta e o 

mosto transferido para a panela de lupulagem e fervura. Nesta etapa a camada de 

grãos retidos na panela de brassagem foi lavada com 18 L de água pré-aquecida a 78 
oC para o aproveitamento máximo dos açúcares extraídos. Esse processo é 

denominado de <Sparging=. 

4.8.7. Lupulagem e adição do extrato de microalgas 

Nesta etapa o mosto foi submetido à fervura para a adição dos lúpulos. Na 

medida que mosto foi aquecendo, a espuma formada na superfície da mostura foi 

sendo removida utilizando uma escumadeira. Depois que iniciar a fervura, o mosto foi 

mantido nessa condição por 60 min. Durante esse tempo, os lúpulos foram 

adicionados da seguinte forma: 

✓ Adição de 20 g do lúpulo Nugget no início da fervura;  

✓ Adição do 20 g do lúpulo Cascade e 20 g do lúpulo Chinook faltando 20 minutos 

para o final da fervura; 

✓ Adição de 20 g do lúpulo Chinook faltando 10 minutos para o final da fervura;  

✓ Adição de 20 g lúpulo Cascade e 40 mL de extrato lisado de microalgas ao final 

da fervura.  

Faltando 15 min para o final da fervura também foram adicionados 2 

tabletes do floculante Whirlfloc T (BSG Company) especialmente selecionado para 

precipitação das proteínas do trüb e clareamento da cerveja.  

4.8.8. Concentração de sedimentos (Whirpool) 

Após a lupulagem, o mosto foi mantido em repouso por 2 min. Com o mosto 

ainda aquecido foi feito o Whirpool (agitação orbital do mosto com uma pá cervejeira, 
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no sentido anti-horário para decantar os sedimentos no fundo da panela) por 5 min. 

Em seguida, o mosto foi mantido em repouso para a etapa de resfriamento.  

4.8.9. Resfriamento e transferência do mosto para o fermentador 

O mosto foi resfriado utilizando um sistema de bomba elétrica de 

circulação, mangueiras e chiller (local de circulação da água), que foi colocado dentro 

da panela de lupulagem. O mosto foi mantido nesse sistema até atingir temperaturas 

na faixa de 25 a 20 oC. Nesta etapa uma alíquota de 500 µL do mosto foi utilizada para 

medir a densidade original (DO). Após o resfriamento, o mosto foi transferido para o 

fermentador tubular de 50 L, previamente sanitizado com álcool 70% e metabissulfito 

de potássio 10%. 

4.8.10 Ativação da levedura  

Antes da etapa de fermentação, 23 g da levedura S. cerevisiae (SafALETM 

US-05) foi submetida a hidratação em um volume 10 vezes seu próprio peso com 

água estéril ou com mosto a 25 ºC. A mistura foi mantida sob agitação por até 30 

minutos.  

4.8.11 Inoculação, fermentação primária e maturação da cerveja 

O volume total da levedura hidratada foi vagarosamente inoculado ao 

mosto contido no fermentador, que em seguida foi tampado e acoplado ao airlock. O 

fermentador foi mantido a 18 oC por 8 dias. Após 12, 24 e 48 horas, foi verificado a 

presença de borbulhas de gás no airlock para confirmar a fermentação. Após 8 dias 

de fermentação, a cerveja foi assepticamente transferida para um novo fermentador 

para a maturação, tomando-se os devidos cuidados de não coletar o resíduo (trub) do 

fundo do fermentador primário. O fermentador de maturação foi mantido a 12 oC por 

7 dias e a 5 oC por mais 5 dias. Após a maturação foi coletada uma alíquota de 500 

µL da cerveja para medir a densidade final (DF). 

4.8.12 Priming, envase e carbonatação da cerveja 
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Para o priming da cerveja, 320 g de açúcar refinado foi dissolvido em 960 

mL de água. A solução de açúcar foi aquecida até a fervura e, após o resfriamento, a 

solução foi adicionada ao fermentador de maturação e homogeneizada com a cerveja.  

Na etapa de envase da cerveja, foram utilizadas garrafas (de 350 mL) de 

vidro âmbar, cuidadosamente lavadas, fervidas e sanitizadas com álcool etílico 70% 

e metabissulfito de potássio 10%. Com o auxílio de um envasador manual foram 

adicionados 300 mL de cerveja em cada garrafa, que em seguida foi tampada (com 

tampa tipo Pry-off) usando um engarrafador manual.  

Para a carbonatação, as garrafas foram armazenadas em pé numa câmara 

térmica por 10 dias, a temperatura de 18 oC. Após esse período, as garrafas de cerveja 

foram mantidas a 5 oC até as análises posteriores.   

4.9. Análises físico-químicas da cerveja 

4.9.1. Cinética Fermentativa  

Neste ensaio foram coletadas amostras de 1 mL (em triplicata) do mosto em 

fermentação a cada 24 h por 8 dias. As amostras foram transferidas para microtubos 

estéreis e centrifugados por 5 minutos a 8000 x g. Os sobrenadantes foram coletados 

e utilizados para a medida da concentração de açúcar em oBrix. Os precipitados, 

correspondentes a biomassa de leveduras, foram mantidos por 48 h, a 100 oC em 

estufa de circulação. Em seguida, os tubos contendo as biomassas secas foram 

pesados em balança analítica e as concentrações das leveduras foram obtidas 

através da equação: 

–

Onde: 

X = Concentração da levedura seca (g/L) 

meb = massa do tubo com a levedura seca (g) 

me = massa do tubo (g) 

v = volume da amostra utilizada (L) 

 

4.9.2. Determinação do Amargor  
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O método para mensurar o amargor de cervejas utiliza a medida 

espectrofotométrica das substâncias responsáveis pelo amargor do lúpulo, os ácidos 

alfa e beta, seguindo metodologia da ASBC Methods of Analysis 23A. O resultado é 

expresso em Unidades de Amargor (I.B.U.). As unidades de amargor foram 

determinadas por meio da extração de substâncias amargas da cerveja com iso-

octano (2,2,4-trimetilpentano). Um volume de 20 mL de cada amostra foi previamente 

acidificada pela adição de 0,5 mL de HCl 6,0 mol.L-1 misturadas com 20 mL de iso-

octano. Em seguida, foi realizada a medição espectrofotométrica no comprimento de 

onda de 275 nm em cubeta de quartzo, conforme metodologia descrita por Philpott, 

Taylor e Williams (1997) onde o resultado do amargor é calculado pela seguinte 

equação: 

Amargor (I.B.U) = �ĀĄ (275 ÿþ) ∗ 50 

4.9.3. Determinação da intensidade da cor  

As amostras foram filtradas em membrana 0,25 µm e em seguida foi 

realizada a leitura da absorbância a 430 nm, com o uso de uma cubeta de vidro, 

conforme metodologia descrita no EBC 9.6. O resultado da cor foi expresso usando a 

seguinte equação: 

Cor (EBC) = �ĀĄ (430ÿþ) ∗ 25 

4.9.4. Determinação do pH  

Os valores de pH das amostras foram determinados em pHmetro digital 

(Hanna, pH 21), conforme metodologia descrita pelo método 017/IV baseado em 

Métodos Físico-Químicos para Análise de Alimentos (MFAA), disponível em Normas 

Analíticas do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). 

 

4.10. Análise da atividade antioxidante do extrato microalgal e da cerveja ativada 

com o extrato de microalgas. 

A atividade antioxidante foi medida pela capacidade de sequestro do radical 

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), determinada segundo Kato et al. (2016), com 
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algumas modificações, com base no método original descrito por Blois (1958). Esse 

ensaio foi realizado em placas de microtitulação (de 96 poços), nas quais os poços 

denominados <amostra= foram adicionados 10 μL dos extratos (nas concentrações de 

100 a 1.000 µg.mL-1) e 190 μL da solução metanólica de DPPH (Sigma) a 78 μM. Nos 

poços denominados branco da amostra foram adicionados 10 μL dos extratos (nas 

concentrações supracitadas) e 190 μL de metanol. Nos poços denominados controle 

da amostra (controle negativo) foram adicionados 10 μL de metanol e 190 μL da 

solução metanólica de DPPH a 78 μM. O L-ácido ascórbico (Sigma) foi utilizado como 

controle positivo, nas mesmas concentrações dos extratos e tratado de forma idêntica. 

As placas contendo amostra, branco da amostra, controle da amostra e controle 

positivo foram agitadas e incubadas à temperatura ambiente por 30 min no escuro. 

Posteriormente, as absorbâncias foram lidas em 517 nm em leitora de microplaca 

(Biochrom Asys UVM 340). As análises foram realizadas em triplicata para cada 

concentração. A capacidade de sequestro do radical DPPH dos extratos e do controle 

positivo, expressos em porcentagem, foram calculados pela fórmula:  

 ÿÿāÿā�ĂÿĂă Ăă ĄăĂĆăĄąăĀ ĂĀ ăÿĂ�āÿý Ā��� (%)  =   [Abs controle − (Abs amostra −  Abs branco)]�ĀĄ āĀÿąăĀýă  � 100 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Rendimento da microalga C. vulgaris cultivada em fotobiorreator fechado  

Ao final do 14o dia e após a aplicação da metodologia descrita no tópico de 

obtenção da biomassa microalgal de C. vulgaris, foi observado um rendimento médio 

de biomassa seca (Figura 7) de 1,52 + 0,93 g/L. 

                                 Figura 7 - Biomassa microalgal liofilizada de C. vulgaris. 
 

 

                        Fonte: Autor (2021) 

 

O rendimento de biomassa seca obtido está dentro da faixa de valores 

relatados em trabalhos anteriores desenvolvidos no LabBMol sendo superior aos 

relatados pela literatura para cultivos em condições autotróficas (RATOMSKI; 

HAWROT-PAW, 2021; ANCCA et al., 2020).  

Contudo, mesmo o rendimento obtido tendo sido maior que os já relatados 

em literatura para as condições de cultivo autotróficas, os valores de rendimento de 

biomassa obtidos para cultivos mixotróficos ainda são maiores (KONG et al., 2020; 

CAPORGNO et al., 2019; QUINTERO-DALLOS et al., 2019; BABAEI et al., 2018; 
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MIAO et al, 2016; YEH; CHANG, 2012). Consequência da alta concentração de 

compostos orgânicos, fontes de N e P, presentes no meio (LI et al., 2011). 

No entanto, os cultivos mixotróficos levam à um aumento do conteúdo de 

lipídeos e à uma diminuição do conteúdo de clorofila dessa espécie (KONG et al., 

2020; CAPORGNO et al., 2019; MIAO et al., 2016), e para a cerveja, produto deste 

trabalho, a utilização de uma microalga com alto teor lipídico para produzir o extrato 

que foi adicionada à receita, pode trazer modificações à suas propriedades 

organolépticas. O aumento na concentração de ácidos graxos insaturados durante o 

processo de fervura do mosto pode aumentar a auto oxidação dos mesmos, formando 

hidroperóxidos e posteriormente o tras-2-nonenal, principal composto responsável por 

conferir off-flavour de <papelão= à cerveja (SANTOS, 2002). A presença de tras-2-

nonenal é um dos parâmetros analisados durante o armazenamento da cerveja. Sua 

presença é característica da perda de estabilidade de sabor e consequente 

envelhecimento da bebida, portanto uma grande quantidade de lipídeos na receita 

diminuiria sua vida de prateleira. 

Quanto ao meio de cultivo, a escolha do meio NPK para obtenção da 

biomassa microalgal levou em consideração a simplicidade de sua formulação, a 

economia no custo dos nutrientes e a sua capacidade em aumentar a produção de 

biomassa da cultura. O meio NPK é projetado para fornecer os três nutrientes 

primários necessários para o crescimento da biomassa. Sua utilização elimina a 

necessidade de adição de N, P e K separadamente à cultura.  

Manoz-Panuela et al. (2012), já haviam demonstrado que o meio NPK 

proporcionava um crescimento adequado e alto teor de proteínas à microalga C. 

vulgaris, quando comparado a outros meios de cultura. Kumari, Pathak e Guria (2015) 

conseguiram um aumento do crescimento de Spirulina em meio NPK e uma economia 

de 50% no custo de nutrientes quando comparado ao meio de cultura padrão (BG11). 

Por ser um produto industrial, com capacidade de ser produzido em grande 

escala, a diminuição de custos é crucial para que a produção da cerveja aditivada com 

extrato microalgal se torne comercialmente favorável.  
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5.2 Curva de crescimento da microalga C. vulgaris 

Os gráficos 5A e 5B mostram os resultados das curvas de crescimento da 

C. vulgaris em sistema de fotobiorreator fechado. O gráfico 5B foi construído a partir 

dos dados obtidos com a contagem diária de células, já o gráfico 5A foi produzido a 

partir leitura da absorbância (a 690 nm) do meio de cultivo, também coletado 

diariamente. Em ambos os gráficos pode-se observar que o cultivo apresentou uma 

curva padrão com as fases de crescimento (lag, exponencial, estacionária e declínio) 

bem definidas até o 15o dia.  
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(A) 

 

                                                                  (B) 

Eu  

                              Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Gráfico 5 – Curvas de crescimento das células de Chlorella 
vulgaris cultivadas em meio NPK utilizando fotobiorreator 
fechado. (A) gráfico construído a partir dos dados obtidos com a 
contagem diária de células; (B) gráfico produzido a partir leitura 
da absorbância (a 690 nm) do meio de cultivo. 
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A fase lag se manteve até o 2o dia, indicando uma rápida adaptação do pré-

inóculo microalgal ao meio NPK.  É importante destacar que esse meio vem sendo 

comumente utilizado para o cultivo de algumas espécies de microalgas, pois apesar 

de simples, fornece nutrientes necessários ao desenvolvimento, contribuindo para 

uma boa produtividade e composição celular adequada para obtenção de subprodutos 

de interesse industrial.  Seu baixo custo é considerado um fator atrativo para o 

emprego em cultivos de larga escala de algumas espécies de microalgas. 

A fase exponencial foi observada do 3o ao 11o dia de cultivo. Geralmente essa 

fase é caracterizada pelo aumento da síntese de macromoléculas (principalmente 

proteínas e enzimas) importantes para manutenção do metabolismo celular. Observa-

se que, nessa fase o número de células variou entre 0,3 e 6,0 x 109 células/mL, 

comportamento este que pode ser explicado pelo uso de condições experimentais 

adequadas ao crescimento das microalgas. 

Já a fase estacionária compreendeu período entre o 12o e o 14o dia. Nessa 

fase, geralmente ocorrem mudanças na composição do meio provocadas pela 

produção de metabólitos ou pela exaustão de nutrientes essenciais, o que faz as 

células reduzirem a taxa de crescimento progressivo e entrarem em uma fase de 

estagnação que, sob novas condições, passam a ter crescimento lento e após alguns 

dias declinam. Neste caso, a fase de declínio começou a ser observada após o 14o 

dia. 

 O perfil da curva de crescimento obtido neste trabalho foi semelhante 

aos obtidos por Frumeto et al (2013), com a exponencial até o dia 8, a fase 

estacionária até o dia 14 e a fase de declínio a partir do dia 15, e por Yatirajula e 

colaboradores (2019), com uma fase exponencial de crescimento até o 8° dia, seguido 

de uma fase estacionária entre os dias 9 e 15, e a fase de declínio a partir do 16° dia. 

5. 3 Caracterização da biomassa microalgal   

Para a caracterização da biomassa microalgal de C. vulgaris obtida pelo 

cultivo autotrófico em biorreator, foi realizada a análise da composição centesimal 

Tabela 9). Como resultado, a análise apresentou as proteínas (54,8 + 1,5 %) como 

conteúdo majoritário da biomassa, o que já era esperado para a espécie e forma de 
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cultivo (BERTOLDI et al., 2008; SEYFABADI; RAMEZANPOUR; KHOEYI, 2010; SAFI 

et al., 2012; CHIA et al., 2013; TOHAMY et al., 2018 ) , seguidas pelos lipídeos (15,3 

+ 1,0 %), carboidratos (10,9 + 1,8 %), cinzas (7,5 + 0,5%), fibras (7,4 + 0,3%) e 

umidade (4,1 + 0,2%). 

 

 

 

Constituinte Teor na biomassa (%) 

Umidade 4,1 + 0,2 

Cinza 7,5 + 0,5 

Fibra bruta 7,4 + 0,3 

Lipídeos 15,3 + 1,0 

Proteína total*  54,8 + 1,5 

Carboidratos**  10,9 + 1,8 

* Nitrogênio total x 6,25 
**Obtido por diferença 

                                     

                                    Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Niccolai et al. (2019) encontrou valores de 56,8% de proteínas, 16,9% de 

lipídeos, 9,3% de cinzas, 5,9% de carboidratos e 4,9% de umidade para a C. vulgaris 

comercializada pela empresa ALMA MICROALGAE (Portugal). Molino et al. (2018), 

em seus estudos obteve 45,64% de proteínas, 35,04% de fibras, 10,88% de cinzas, 

5,30% de carboidratos, 3,13% de lipídeos e 1,92% de umidade para a C. vulgaris 

comercializada pela MICOPERI BLUE GROWTH® (Ravenna, Italy).  

 

5.4 Preparo do extrato de microalgas e dosagem de proteínas solúveis  

O extrato microalgal (Figura 8) foi preparado usando solvente aquoso e uma 

combinação de duas técnicas básicas: congelamento e descongelamento + 

ultrassom. O uso de um solvente como a água, barateia o processo, minimiza os 

riscos, já que é não inflamável e não tóxico, e não influencia na formulação final da 

receita em que o extrato será empregado, além de apresentar maior atividade 

antioxidante que extratos etanólicos (MATOS et al., 2019).                                

Tabela 9 - Análise centesimal da biomassa microalgal 
de C. vulgaris com base em 100 g da massa seca. 
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                                Figura 8 - Extrato de células lisadas Chlorella vulgaris 

 
                    Fonte: Autor (2021) 

 

A lise por ultrassom é uma das técnicas que apresenta elevada eficiência na 

extração de compostos bioativos das microalgas (ZAHAIR et al., 2017) e alguns 

estudos mostram que a combinação de duas técnicas ou mais aumentam a eficiência 

de extração proteica (COELHO et al., 2019; PHONG et al., 2018).  

Phong et al. (2018) em seus estudos, comparou três métodos de lise: alcalino; 

ultrassom; alcalino + ultrassom. O tratamento alcalino seguido por ultrassom teve uma 

vantagem combinada de rompimento celular fornecido pela cavitação ultrassônica, 

bem como o poder de solubilidade do solvente. Dado a mesma duração da exposição, 

verificou-se que o rendimento proteico das C. vulgaris tratadas com o método 

combinado foi ligeiramente mais alto do que o do tratamento único, tanto alcalino 

quanto ultrassom.  

A simplicidade das técnicas empregadas também foi levada em 

consideração, já que os métodos de ruptura das células é um gargalo na utilização de 

extratos microalgais em processos industriais de larga escala, devido ao alto custo e 

baixo escalonamento (PHONG et al., 2018). 

Após a produção do extrato, a avaliação da concentração de proteínas 

solúveis totais do extrato aquoso foi realizada pelo método de Bradford (1976), 



65 

 

     

 

observando-se um teor de 1,7 ± 0,3 µg de proteína por mg de microalga utilizada e 

uma concentração total de 68 ± 0,3 mg de proteína nos 60 ml de extrato (Tabela 10).  

 

 

 

Fração Massa seca 

microalgal (g) 

Concentração de 

proteína (µg/mg) 

Proteína solúvel 

total (mg) 

EB* 40 1,7 + 0,3 68 + 0,3 

          *Extrato bruto de C. vulgaris 

                Fonte: Dados da pesquisa. 

 

A dosagem de proteínas foi realizada não com o intuito de analisar a 

diversidade proteica encontrada no extrato, mas sim a fim de avaliar a eficiência dos 

métodos de lise empregados. Quanto maior a exposição do conteúdo proteico, maior 

a eficiência dos métodos de lise. 

Buchmann et al. (2019), em seus estudos encontrou concentrações entre 

0,55 ± 0,01 g/L e 0,8 ± 0,04 g/L em extratos aquosos de C. vulgaris cultivadas em 

meio BG11 (NaNO3; K2HPO4; MgSO4.7H2O; CaCl2.H2O; C6H8O7+H2O; citrato férrico 

amoniacal; Na2EDTA.2H2O; Na2CO3; Tiosulfato de sódio penta hidratado; solução de 

metais traços) e  Lai et al. (2019), obteve concentrações variando entre 0,69 g/L e 

0,79 g/L, e atribuiu os altos valores obtidos ao aumento do suprimento de N, C e CO2 

no meio BG11. Já os resultados relatados por Callejo-Lopez et al. (2019) indicam 

concentrações proteicas entre 0,79 g/ml e 1,39 g/ml em extratos aquosos produzidos 

pela combinação dos métodos de lise alcalina e enzimática.  

Bradford (1976) é um método preciso para a quantificação de proteínas e 

não requer fatores de conversão. No entanto, este método determina apenas as 

proteínas hidrossolúveis (DINIZ et al. 2011) e não o conteúdo total de proteínas.  

Mesmo com o alto conteúdo proteico da biomassa microalgal, a 

concentração de proteínas solúveis, quando relacionada às proteínas totais, será 

sempre baixa, pois a determinação do teor bruto de proteínas é realizada pelo método 

de kjeldahl, que mede o N orgânico total da amostra, não apenas N provenientes de 

proteínas, o que pode superestimar o conteúdo proteico. 

Tabela 10 - Determinação da concentração de proteínas solúveis totais do extrato 

bruto aquoso obtido a partir da biomassa microalgal de Chlorella vulgaris 
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5.5 Análise eletroforética do extrato microalgal 

Para avaliar qualitativamente as populações de proteínas presentes no EB de 

C. vulgaris e determinar suas massas moleculares aparentes em condições 

desnaturantes, foi realizada eletroforese SDS-PAGE. 

O perfil eletroforético do extrato aquoso da C. vulgaris (Figura 9) delineou-se 

por uma ampla faixa de massa molecular, variando entre 116 KDa e 6 KDa, com uma 

maior quantidade de bandas entre 66 KDa e 21 KDa, sugerindo a presença de uma 

ampla diversidade de proteínas. Pode-se também observar que há uma coloração 

mais intensa, o que sugere uma maior concentração proteica, na faixa de 45 KDa e 

21 KDa. 

 

 

 

 

  
Fonte: Autor (2021) 

Linha 1 - Marcador molecular de proteínas: Aprotinina (6 kDa); 
Lisozima (14 kDa); Inibidor de tripsina (21 kDa); Anidrase carbônica 
(31 kDa); Ovalbumina (45 kDa); Albumina sérica bovina (66 kDa); 
Linha 2 – Extrato de microalgas. 

Figura 9 - Eletroforese em gel de 
poliacrilamida (PAGE-SDS 15%) do 
extrato aquoso obtido a partir da 
biomassa microalgal de Chlorella 
vulgaris.  
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O perfil eletroforético do extrato aquoso de C. vulgaris obtido pelo método de 

lise enzimática apresentado por Zahair et al. (2017) mostra um número menor de 

bandas compreendidas em uma faixa de massa molecular aparente entre 66 e 6 KDa, 

o que demonstra baixa diversidade das proteínas extraídas. 

Comparando o perfil eletroforético do extrato aquoso de C. vulgaris obtido neste 

trabalho com o perfil eletroforético do extrato aquoso de C. vulgaris obtido por Zahair 

e seus colaboradores (2017), podemos observar que o método de lise combinado 

(congelamento e descongelamento + ultrassom) produz extratos com maior 

diversidade de proteínas, o que demonstra a eficiência do método de lise utilizado no 

trabalho em diminuir a barreira atribuída pela parede celular, muito embora a 

concentração de proteínas solúveis não tenha sido tão elevada.  

Concentrações de proteínas no intervalo de peso molecular entre 14,3 e 66,0 

KDa foram encontrados por Venkataraman Prakash e Nirmala (1992), em ensaios 

realizados com a cianobactéria Spirulina, e por Jacob-Lopes et al. (2006), em 

pesquisa com a cianobactéria Aphanothece microscopica Nägeli. Rouxel et al. (2001), 

estudou a fração proteica das algas Chondrus crispus, Palmaria palmata e Porphyra 

umbicalis, utilizadas na alimentação humana, e também observou em seus resultados 

a predominância de proteínas que se enquadravam na mesma faixa. 

5.6 Análise da atividade antioxidante do extrato microalgal e da cerveja aditivada 

com o extrato de microalgas 

A atividade antioxidante do extrato aquoso de C. vulgaris se baseou no 

ensaio do DPPH. O método é o mais empregado para avaliar a capacidade de 

sequestro de radicais livres nas microalgas (SHIMOJI et al., 2002; BENVENUTI et al., 

2004; SAKANAKA; TACHIBANA, 2006), e permite a avaliação de amostras em 

solução aquosa ou etanólica, o que permitiu o uso do mesmo método para a análise 

do extrato microalgal e das cervejas. 

Este ensaio se baseia no mecanismo de transferência de um elétron, 

processo que permite detectar a capacidade de um potencial antioxidante em 

transferir um elétron e reduzir qualquer substância, incluindo metais, carbonilas e 

radicais (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). A substância antioxidante age como doador 

de um átomo de hidrogênio quando é adicionada à solução de DPPH, reduzindo o 



68 

 

     

 

radical DPPH e formando a hidrazina, propiciando assim a mudança de coloração na 

solução, de violeta para amarelo claro (CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011). 

Os resultados da atividade antioxidante estão relatados na tabela 11 e mostram 

que houve um aumento da capacidade de sequestro de radicais livres na cerveja 

aditivada com o extrato aquoso de C. vulgaris (25,3 + 2,01; 13,0 + 0,90; 3,03 + 0,90; 

1,51 + 0,42) em comparação à cerveja controle (12,1 + 2,3; 2,73 + 1,31; 0,76 + 0,15; 

0,22 + 0,10) para todas as concentrações testadas. Também pode-se observar que a 

capacidade de sequestro de radicais livres da cerveja aditivada na concentração de 

1:1 (v/v), foi semelhante à capacidade de sequestro de radicais livres do extrato bruto 

microalgal (EB) na concentração de 1:1 (v/v) e do ácido ascórbico (controle positivo) 

na concentração de 100 µg/ml. 

 

 

 

Concentração 
controle 
positivo 
(µg/mL) 

% DPPH 
 Ác. Ascórbico 

 

Concentração 
das amostras 

(v/v) 

% DPPH  
EB 

% DPPH  
CC 

 

% DPPH  
CC + EB 

 

100 42,5a ± 1,36 1:1 25,8d + 2,27 12,1e + 2,3 25,3d + 2,01 
200 80,47b ± 0,23 1:5 12,6e + 0,90 2,73f + 1,31 13,0e + 0,90 
300 95,68c ± 0,18 1:10 2,87f + 0,85 0,76f + 0,15 3,03f + 0,90 
400 96,78c ± 0,56 1:15 1,33f + 0,68 0,22f + 0,10 1,51f + 0,42 
500 97,02c ± 0,23     
600 97,82c ± 0,34     
700 98,04c ± 0,44     

800 98,17c ± 0,63     
900 97,61c ± 0,26     
1000 98,20c ± 0,55     

  

EB Extrato bruto da biomassa microalgal  
 
CC Cerveja controle 
 
 Fonte: Dados da pesquisa. 

 

O aumento da capacidade de sequestro de radicais livres da cerveja 

aditivada está relacionada à alta capacidade antioxidante da microalga Chlorella 

vulgaris, que é uma fonte rica em ácido ascórbico, α-tocoferol, vitaminas (VIJAYAVEL 

et al., 2007; SANTHOSH et al., 2020) e pigmentos, principalmente carotenóides (α- e 

β-caroteno), luteína, feofitina e clorofilas (clorofila a e b) (CHA et al, 2010; 

Tabela 11 - Capacidade de sequestro do DPPH do extrato bruto da biomassa microalgal e da cerveja 
artesanal aditivada com o extrato bruto das microalgas C. vulgaris 
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RODRIGUEZ-GARCIA; GUIL-GUERRERO, 2007; HAJIMAHMOODI et al., 2010; 

PLAZA et al., 2012; JAYSHREE et al., 2016; ALAVI; GOLMAKANI, 2017). 

Na indústria alimentícia, alimentos ricos em compostos antioxidantes, 

assim como a C. vulgaris, estão sendo cada vez mais usados, tanto para inibir, 

prevenir ou retardar a deterioração pela oxidação (redução de radicais livres), como 

para conferir características funcionais aos alimentos. 

No caso da cerveja, os compostos antioxidantes vão diminuir a quantidade 

de metabolitos gerados pela oxidação de álcoois, autoxidação de ácidos graxos 

insaturados e degradação oxidativa de isohumulonas, reações que ocorrem durante 

o armazenamento (GUIDO, 2016). Esse retardo no processo oxidativo pode aumentar 

a estabilidade do perfil de sabor das cervejas durante o armazenamento e 

consequentemente aumenta seu tempo de prateleira (ABRAHAMSSON et al., 2012; 

ZHENG et al., 2017).  O aumento de vida de prateleira de cervejas devido ao aumento 

da atividade antioxidante das mesmas pode ser observado no trabalho desenvolvido 

por De Francesco e colaboradores (2020), que formularam cervejas com a adição de 

extratos ricos em compostos fenólicos. 

O uso de C. vulgaries na formulação de alimentos visando o aumento da 

atividade antioxidante e consequentemente proteção oxidativa dos mesmos, pode ser 

observado em outros trabalhos.  Atitallah et al. (2019) relatou uma capacidade de 98% 

no sequestro de radicais DPPH em hamburguers de peixe produzidos com 0,5% de 

C. vulgaris, enquanto os hamburguers sem a adição de microalga só apresentaram 

atividade de 40%. Alavi e Golmakani (2017) demonstraram em seu trabalho o efeito 

protetor da adição de Chlorella na oxidação de azeite de oliva virgem e o aumento da 

estabilidade do produto.  

O uso da C. vulgaris também já foi relatado para a produção de queijo. 

Tohamy et al. (2018) obteve um acréscimo de 24,5 % na atividade antioxidante do 

queijo aditivado com 4% de microalga, o que aumentou seu tempo de prateleira. 

Quando comparamos os resultados de atividade antioxidante obtidos neste 

trabalho com os resultados obtidos por Atitallah et al., (2019), Tohamy et al., (2018) e 

Alavi e Golmaki (2017), não identificamos um aumento tão expressivo na capacidade 

de sequestro de radicais, o que pode ser atribuído à perca de alguns metabolitos, 

principalmente ácido ascórbico, durante o processo de fervura do mosto, momento 

em que o extrato aquoso de C. vulgaris é adicionado ao processo.  
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A diminuição da concentração de compostos bioativos oriundos de C. 

vulgaris após um processo de aquecimento pode ser observado no trabalho de Igual 

et al., (2021). O grupo analisou as concentrações de ácido ascórbico, carotenoides e 

clorofila a em um pão adicionado de C. vulgaris após sua cocção e identificaram uma 

diminuição das concentrações de carotenoides e clorofila a e o total desaparecimento 

de ácido ascórbico. 

Diante do aumento da atividade antioxidante da cerveja aditivada com o 

extrato de C. vulgaris e da importância que o aumento da capacidade de sequestro 

de radicais livres exerce na vida de prateleira das cervejas, após 2 anos de 

armazenamento da cerveja aditivada a 5 °C, a análise de atividade antioxidante pelo 

método DPPH foi realizada novamente. A nova análise objetivou avaliar a capacidade 

de sequestro de radicais livres após o longo período de armazenamento das cervejas 

aditivadas. Os valores obtidos estão relatados a seguir (Tabela 12). 

 

 

 

Concentração 
controle 
positivo 
(µg/mL) 

% DPPH 
 Ác. Ascórbico 

 

Concentração 
das amostras 

(v/v) 

% DPPH  
Cerveja * 

100 42,731a ± 3,118 1:1 55,23d ± 1,62 
200 80,901b ± 1,701 1:5 28,92e ± 1,10 
300 96,218c ± 0,135 1:10 22,98e f ± 1,98 
400 96,996c ± 0,526 1:15 17,34f ± 1,06 
500 96,888c ± 0,420   
600 97,532c ±0,526   
700 97,532c ±0,722   
800 98,015c ±0,771   
900 97,452c ±0,161   
1000 98,203c ±0,550   

   *aditivada com o extrato bruto de C. vulgaris. 

   Fonte: Dados da pesquisa. 

 

A capacidade de sequestro de radicais DPPH da cerveja aditivada com o 

extrato aquoso de C. vulgaris após o armazenamento de 2 anos (55,23 %) foi superior 

à porcentagem de sequestro de radicais DPPH apresentada na primeira análise (25,3 

%) pela cerveja aditivada (sem período de armazenamento) e superior à atividade 

antioxidante do ácido ascórbico na concentração de 100 µg/ml. O aumento da 

atividade antioxidante não é usual, visto que durante o período de armazenamento de 

Tabela 12 - Capacidade de sequestro do DPPH da cerveja artesanal aditivada 
com o extrato bruto das microalgas C. vulgaris após 2 anos de armazenamento. 
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cerveja o esperado é que haja uma diminuição gradual do poder de sequestro de 

radicais livres (LI et al., 2016).  

Nesse caso, o aumento significativo da atividade antioxidante após o longo 

período de armazenamento da cerveja pode estar relacionado com a presença de 

resíduos celulares de C. vulgaris na cerveja engarrafada.  Ao fim da fermentação, o 

etanol produzido pelas leveduras em contato com o lisado residual pode ter promovido 

a extração de outras moléculas com atividade antioxidante, que não haviam sido 

extraídas durante a extração aquosa.   

Outro fator que pode explicar o aumento da atividade antioxidante após o 

longo período de armazenamento é a biotransformação realizada pelas leveduras. 

Durante a biotransformação, as leveduras metabolizam alguns compostos 

antioxidantes em formas mais livres, que possuem maior capacidade de sequestro de 

radicais livres (LEONARD et al., 2021). 

Além da influência positiva no retardo dos processos oxidativos, o aumento 

da atividade antioxidante da cerveja formulada com o extrato microalgal torna a bebida 

em um alimento funcional. Essa designação pode ser concedida à cerveja aditivada 

produzida devido aos benefícios à saúde associados ao consumo de alimentos ricos 

em compostos antioxidantes (LAJOLO, 2001). O conteúdo antioxidante dos alimentos 

é considerado um importante fator de proteção à saúde, pois fornece aos 

consumidores proteção contra doenças relacionadas ao estresse oxidativo, como 

câncer, arteriosclerose, doenças neurodegenerativas, diabetes, doenças cardíacas e 

envelhecimento precoce (KASSAN; MONTERO; SEVILLA, 2010; TSVETKOVA et al., 

2013).  

Esse conteúdo de compostos antioxidantes é ainda mais importante em 

bebidas alcoólicas, como é o caso da cerveja. A oxidação do etanol e seus metabólitos 

pelo organismo aumentam a produção de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio, 

levando ao início da peroxidação (HENDERSON et al., 1999; LIEBER, 2004), que em 

altas concentrações podem causar injurias no organismo e acarretar diversas 

doenças. Assim, a propriedade antioxidante da cerveja pode diminuir a peroxidação 

causada pela ingestão de etanol, gerando um aumento dos antioxidantes em 

detrimento das moléculas pró-oxidantes (ADDOLORATO et al., 2009; LIEBER, 2005). 

5.7 Cinética do processo fermentativo 
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O estudo cinético do processo fermentativo da cerveja artesanal aditivada com 

o extrato bruto de C. vulgaris baseou-se nas análises evolutivas do crescimento 

celular da levedura S. cerevisiae (SafALETM US-05) e a sua capacidade de consumir 

o substrato (mosto) em função do tempo.  

O perfil cinético do processo fermentativo está apresentado no gráfico 6, 

onde é possível verificar a evolução do crescimento celular e o consumo de substrato 

durante a fermentação primária. Os mostos fermentados pela levedura apresentaram 

número máximo de células em suspensão com 5 dias de fermentação seguidos de 

um decaimento na densidade celular, que se explica pela diminuição da densidade do 

mosto e aumento da concentração de etanol. 

 

 

 

 
                                Fonte: Dados da pesquisa. 

 

No gráfico pode-se notar que nos primeiros dias houve um aumento 

exponencial da população celular devido ao excesso de substrato. À medida que o 

número de células aumenta, os ácidos graxos insaturados e os esteróis são 

distribuídos entre a população celular, havendo assim, uma redução na taxa de 

crescimento. Nesta transição, as células iniciam o processo de assimilação da maltose 

e mudam gradualmente para a fase estacionária à medida que a concentração de 

Gráfico 6 - Cinética do processo fermentativo da cerveja ativada 
com o extrato bruto da microalga Chlorella vulgaris 
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açúcar diminui. É comum ocorrer uma sedimentação celular enquanto os açúcares 

restantes são assimilados em taxas mais lentas (PRIEST; STEWART, 2006).  

A concentração de sólidos solúveis do mosto tem influência direta na densidade 

celular, que também é influenciada pelas concentrações de etanol e CO2. O aumento 

da concentração de etanol é resultado da ação do processo fermentativo das 

leveduras, o que gera a diminuição da densidade do mosto. 

5. 8 Avaliação do pH durante o processo fermentativo 

Um dos fatores químicos que afeta a eficiência da conversão de açúcar em 

etanol é o pH, grandeza responsável por medir a concentração de íons hidrogênio 

disponíveis no meio (LIMA et al. 2001).  

O pH exerce importante ponto de controle em todo o processo, uma vez 

que influencia as reações enzimáticas, controla a contaminação bacteriana, controla 

o crescimento da levedura e controla a formação de subprodutos (SOUZA, 2009). 

Valores de pH muito altos aumentam a taxa de floculação das células de levedura e 

influenciar no volume alcoólico da cerveja e na sua atenuação. 

No gráfico a seguir (Gráfico 7), podemos observar que a fermentação partiu 

de um pH inicial de 4,5 na cerveja controle e 5,0 na cerveja aditivada com extrato de 

C. vulgaris e terminou em um pH de 4,9 e 5,6, respectivamente.   
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                                      Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Comparando o perfil de pH do processo fermentativo das duas cervejas, 

podemos perceber um aumento do pH inicial na cerveja aditivada em comparação 

com a cerveja controle, o que sugere a presença de moléculas, principalmente 

proteínas e aminoácidos, de caráter menos ácido no mosto ao fim da fervura. Essa 

característica é conservada durante a fermentação, visto que o pH da cerveja 

aditivada permanece maior que o pH da cerveja controle durante toda a fermentação.  

Outra característica apresentada pelo processo fermentativo das duas 

cervejas é o aumento do pH do mosto durante o processo, contrariando a <lógica= dos 

eventos bioquímicos envolvidos na fermentação, que deveriam ocasionar uma 

diminuição do pH do meio devido ao transporte de prótons do interior das células para 

o meio, a produção de ácido carbônico, derivado do dióxido de carbono, e a produção 

de ácidos orgânicos (lático, cítrico, pirúvico, málico, acético, fórmico, succínico e 

butírico) (BRIGGS et al., 2004).  

Diante do observado, levantou-se a hipótese de que o aumento de pH do 

processo fosse uma característica do processo fermentativo alcoólico conduzido pela 

cepa de S. cerevisiae (US-05) utilizada neste trabalho. Contudo, essa hipótese foi 

Gráfico 7 – Variação de pH durante a fermentação primária 
da cerveja aditivada com o extrato aquoso de Chlorella 
vulgaris. 
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descartada ao realizar a análise do perfil de pH de outros processos fermentativos 

conduzidos com a mesma cepa (LIU; QUEK, 2016).  

Diante do exposto até aqui e sabendo que os eventos bioquímicos que 

acontecem durante a fermentação refletem não apenas o genótipo, mas também 

fenótipo das leveduras utilizadas no processo (BRIGGS et al., 2004), acredita-se que 

a crescente nos valores de pH durante o processo fermentativo pode estar relacionado 

à composição do mosto, visto que alguns trabalhos relatam um aumento do pH do 

meio devido a presença de agentes estressantes (ADEBOYE et al., 2015; 

HENRIQUE; VENTURINI FILHO, 2014). Entretanto, se faz necessário uma análise 

mais profunda do conteúdo do mosto para que qualquer afirmação seja realizada.   

Por fim, após comparação dos resultados do perfil de pH com o perfil 

cinético dos processos fermentativos (Figura 5) conduzidos por este trabalho, pode-

se afirmar que o aumento de pH atribuído à adição do extrato microalgal no mosto e 

o aumento gradual do pH do mosto durante a fermentação não afetou negativamente 

o processo fermentativo. Esta era uma preocupação, uma vez que os meios menos 

ácidos poderiam ter aumentado a taxa de floculação, comprometendo o 

desenvolvimento das leveduras e a conversão de açúcares em etanol e CO2 (LUDWIG 

et al., 2001). 

5.9 Análise físico-química da cerveja artesanal aditivada com extrato de Chlorella 

vulgaris 

Os dados de cor, amargor, teor alcoólico e pH final das cervejas controle e 

aditivada estão apresentados na tabela a seguir (Tabela 13).  

 

Tabela 13 – Caracterização físico-química da cerveja artesanal aditivada com extrato de Chlorella 
vulgaris 
 
Amostra pH Cor (EBC) Amargor (IBU) ABV (%vol) 

Cerveja controle* 4,9 + 0,2 12,33+0,15 35,5+0,20 5,4+0,10 

Cerveja aditivada 5,6 + 0,3  16,25+0,22 35,5+0,28 5,4+0,12 

*Não aditivada com o extrato de C. vulgaris 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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Dentre as características analisadas, podemos observar a igualdade dos 

índices de amargor (IBU) e do teor alcoólico (ABV) nas duas cervejas e uma alteração 

na coloração (EBC) e pH final da cerveja aditivada em comparação com a cerveja 

controle.  

A igualdade do teor alcoólico em ambas as cervejas sugere que o extrato 

da microalga não exerceu inibição do processo fermentativo, o que poderia ter 

acontecido devido ao aumento de pH do mosto induzido pela adição do extrato ou 

pela presença de compostos fenólicos, que em altas concentrações podem exercer 

efeito inibitório em fermentações alcoólicas (WANG et al., 2017; ADEBOYE et al., 

2015; GARCIA et al., 2010). 

Quanto ao IBU, a igualdade de valores entre as duas cervejas corrobora a 

não influencia do aumento de pH durante o processo, visto que o mesmo poderia 

afetar os componentes de amargor oriundo do lúpulo (BAMFORTH, 2016). Ademais, 

a não modificação do índice de amargor também demonstra a não contribuição do 

extrato microalgal com compostos de amargor para o produto final. 

Com relação a coloração das duas cervejas, observa-se que a adição do 

extrato microalgal resultou em uma cerveja mais escura (16,25 EBC), com uma 

coloração esverdeada (Figura 10), quando comparada à coloração da cerveja controle 

(12,33 EBC). Contudo, mesmo com a mudança de coloração, a cerveja aditivada 

ainda estava na mesma faixa de cor estabelecida para o estilo de cerveja produzida 

sem a adição do extrato (EBC entre 10 e 18).  
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                       Fonte: Autor (2021). 

 

A alteração na cor da cerveja aditivada é resultado da presença dos 

pigmentos naturais da microalga, principalmente a clorofila, e pode ser observada 

mesmo após 2 anos de estocagem (Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Cerveja estilo APA produzida com a 
adição do extrato microalgal de C. vulgaris 
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Todos os valores obtidos de cor (EBC), amargor (IBU) e teor alcoólico estão 

dentro dos valores estabelecidos como característicos para cervejas do tipo APA pela 

Beer Judge Competition Program (BJCP, 2015). 

• IBUs: 30 – 50  

• EBC: 10 - 18 (dourado claro à âmbar claro). 

• ABV: 4.5% – 6.2% 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Cerveja estilo APA 
produzida com a adição do extrato 
microalgal de C. vulgaris após 2 anos 
de armazenamento. 
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6. CONCLUSÃO 

A partir dos resultados apresentados, podemos concluir que é possível a 

produção de uma cerveja artesanal estilo Ale com a adição de extrato aquoso da 

microalga Chlorella vulgaris. As análises da cinética fermentativa e as análises físico-

químicas realizadas demonstram que a adição do extrato aquoso de C. vulgaris não 

interfere no processo fermentativo e provocam pouca ou nenhuma alteração nas 

principais características físico-químicas exigidas para caracterizá-la dentro do estilo 

de cerveja produzida.  

Além disso, o processo de produção resultou em uma bebida funcional, 

com um aumento significativo da atividade antioxidante da cerveja, mesmo após um 

período de 2 anos de armazenamento. Alimentos ricos em compostos antioxidantes 

são extremamente atrativos ao mercado de alimentação natural, uma vez que são um 

importante fator de proteção à saúde humana. 

Como perspectivas deste trabalho, com o intuito de enriquecê-lo, alguns 

testes complementares àqueles já realizados se fazem necessários: 

 Condução da análise sensorial; 

 Caracterização dos compostos antioxidantes presentes nas cervejas, 

com o intuito de avaliar a contribuição do extrato microalgal na 

concentração e diversidade desses compostos; 

 Caracterização dos compostos bioativos presentes na cerveja aditivada, 

com o intuito de investigar a presença de outras moléculas que 

contribuam à funcionalidade da cerveja; 

 Avaliação da atividade antioxidante da cerveja em células (in vitro). 
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