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Resumo

O conhecimento popular brasileiro de botanica lista diversas ervas utilizadas para a producéo de
chas e também no tratamento de enfermidades, onde muitas delas com uma sabor diferenciado.
Sao exemplos destas ervas o cha mate (llex paraguariensis St. Hil); carqueja (Baccharis trimera);
chapéu-de-couro (Echinodorus grandiflorus); macela (Achryrocline satureioides); picao-preto
(Bidens pilosa). Nesse estudo, as ervas foram adicionadas a cerveja do tipo ale em diferentes
etapas do processo de producao de modo a obter uma bebida com caracteristicas sensoriais
diferenciadas e elevada atividade antioxidante. Diferentes métodos foram selecionados para
mensurar a capacidade antioxidante, como o método de Folin-Ciocalteu, CUPRAC (Cupric
Reducing Antioxidant Capacity) e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). A erva que
apresentou a maior capacidade antioxidante segundo os métodos CUPRAC e ORAC foi
o Echinodorus grandiflorus, seguido da Achryrocline satureioides.

Palavras-chave:
Cerveja, Antioxidante, ORAC, CUPRAC, Folin-ciocalteu, llex paraguariensis, Baccharis

trimera, Echinodorus grandiflorus, Bidens pilosa, Achryrocline satureioides



Abstract

The common knowledge of Brazilian botanicals lists a great diversity of herbs utilized as
infusion for the treatment of common diseases or for beverages, many of these with distinc
sensory characteristics. Herbs as Mate tea (llex paraguariensis St. Hill), carqueja (Baccharis
trimera), chapéu-de-couro (Echinodorus grandiflorus), macela (Achryrocline satureioides) picao-
preto (Bidens pilosa). In this study, the herbs were added to beer at different stages of the
production process in order to develop a beverage with desirable sensory characteristic and high
antioxidant capacity. Different methods were selected for the evaluation of the antioxidant capacity,
methods as Folin-Ciocalteu, CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity) and ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity). The herb that presented the most antioxidant capacity
according to the CUPRAC and ORAC methods was Echinodorus grandiflorus, followed by

Achryrocline satureioides.
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1. Introducao

O crescente e novo mercado de cervejas especiais tem impulsionado a criatividade dos
cervejeiros modernos, seja com a adigdo de frutas ou ervas incomuns para o publico cervejeiro. O
setor de cervejas especiais teve seu comec¢o nos anos 80 no Estados Unidos com o resgate de
receitas incomuns que contavam com quantidades pouco usuais de ingredientes e sabores
extremos, como € o caso de alguns estilos de cerveja como a India Pale Ale, ou simplesmente
IPA, sendo o estilo precursor do movimento de cervejarias de menor escala e sabores novos,
sendo ela reconhecida pelo amargor elevado e aroma diferenciado derivado da grande
quantidade de IUpulo utilizada em sua formulacdo. Desde entdo diversos paises como ltdlia,
Australia, Nova Zelandia, Bélgica, Escocia, Inglaterra e Brasil aderiram ao movimento das
cervejas ditas especiais, (Morado, 2009) mesmo em paises que ja possuem uma escola cervejeira
de renome, com estilos classicos de cerveja como por exemplo a Bélgica e Inglaterra, o
aparecimento de novas cervejarias nos ultimos 10 anos trouxe a experimentacdo e com ela
mudancas em receitas tradicionais, além do desenvolvimento de novos tipos de cervejas ainda
ndo imaginadas. (Webb & Beaumont, 2012)

Com a expansédo do mercado foi possivel observar o langcamento de cervejas com adicdo
de ervas e especiarias como hibisco, cha preto, erva-mate, coentro, alecrim, pimenta rosa,
pimenta preta, canela e muitas outras. Além de frutas e ervas, outras fontes de aglcares como
mandioca, mel, extrato de agave e bordo tem sido usadas. Culturas mistas de leveduras, novas
linhagens sendo utilizadas, além de novas técnicas cervejeiras (Palmer, 2006; Daniels, 2000;
Jackson, 2009).

No Brasil, diversas infuses de carater medicinal e/ou apenas organoléptico séo utilizadas
popularmente, algumas baseadas em plantas conhecidas pela sigla PANCs (Plantas alimenticias
ndo convencionais). Essas plantas podem ser usadas de diversas formas, consumidas como
alimento ou utilizadas como infusdes, e muitas vezes sado tidas como plantas daninhas e ou
plantas sem valor devido ao desconhecimento das propriedades organolépticas e fitoterapicas das
mesmas. A biodiversidade brasileira, aliada ao conhecimento popular de quais ervas podem ser
usadas para infuses, representa uma fonte de inspiracdo para o desenvolvimento de cervejas
especiais. Além de aroma e sabor, algumas dessas ervas podem contribuir com propriedades
nutracéuticas para a bebida produzida, como por exemplo uma maior capacidade antioxidante
da bebida produzida.

Para a pesquisa foram avaliadas algumas PANCs e fitoterapicos utilizadas em infusGes e
decoccgdes que possuem algum sabor e amargor diferenciado, sendo algumas delas utilizadas
popularmente para aproducao de bebidas frisantes tipo cerveja, como é o caso da carqueja e do
chapéu-de-couro. (Kinupp & Lorenzi, 2014)

Apesar da imaginacao dos inimeros cervejeiros, um acompanhamento cientifico de maior
rigor ndo € uma realidade no Brasil, de modo que poucos dados séo gerados relativos a painéis

sensoriais, amargor, cor e muito menos sobre a atividade antioxidante das mesmas.



2. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo produzir bebidas a base de malte com adicao de
ervas brasileiras encontradas na regido sul e sudeste, no caso, Carqueja (Baccharis Trimera),
Chapéu de couro (Echinodorus Macrophyllus), Erva-mate tostada (llex paraguariensis Saint.
Hilaire), Macela (Achyrocline satureioides) e Picdo preto (Bidens Pilosa) com uma alta
palatabilidade e diferenciado teor antioxidante. Para tal, sdo avaliadas diferentes condigBes de
adicdo das ervas e como isso afeta o sabor, aroma, atividade antioxidante, cor e amargor das

bebidas produzidas.

2.1. Objetivos especificos

1) Avaliar o efeito antioxidante das diferentes ervas adicionadas.
2) Auvaliar o efeito das ervas no amargor da bebida fermentada.
3) Auvaliar o efeito das ervas na cor da bebida fermentada.

4) Avaliar a diferenca de capacidade antioxidante entre diversos estilos de cervejas

3. Revisao bhibliogréfica

3.1. Historico da cerveja

Cerveja, uma das bebidas fermentadas mais antiga conhecida pelo homem, onde os
primeiros relatos da producdo dessa bebida a base de malte vém da Suméria, na antiga
Mesopotamia, onde graos de cevada eram armazenados dentro de anforas sem maiores cuidados
e com a acdo da chuva e umidade passaram por um processo de maltagem natural seguido de
uma fermentacdo espontanea. Assim se produziu uma das primeiras versdes da cerveja, muito
diferente das versdes atuais, possuindo um sabor mais &cido e levemente doce por nao ter a
adicdo de nenhuma erva ou lapulo como forma de se equilibrar o residual doce com o amargo
(Hornsey, 2003; Morado, 2009).

O processo de fermentacéo e producao era atribuido a uma divindade conhecida como
Ninkasi, que através das escritas cuneiformes dos sumérios a deusa imortalizou a receita de
producéo de cerveja de acordo com a época e costumes. Era muito comum o desenho de anforas
com uma espécie de canudo dentro, ja que a cerveja nao era filtrada e possuia restos dos graos
utilizados (Hornsey, 2003; Standage, 2005).

Outro povo ater acerveja como bebida de importancia antes da popularizacdo na
Europa foram os egipcios antigos. A cerveja possuia grande valor em sua sociedade, pois
alguns trabalhadores recebiam o equivalente a 4L de cerveja por dia de trabalho como forma de
pagamento. Sendo este liquido servindo como moeda de troca e visto também como bebida
guanto alimento (Morado, 2009; Standage, 2005).

Pode-se afirmar que a cerveja nasceu juntamente com a agricultura, visto que é um

produto agricola, de modo que, aonde se possuia o dominio de técnicas de cultivo de gréos,
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existe alguma variante da cerveja, seja com o Kaffir, bebida tipica sul africana feita a partirde
painco, como o Pachwai feito na india com o arroz, ou a Chicha feita pelos Quéchua da Bolivia
com milho e o auxilio de enzimas amilases presentes na saliva. Além de diversos outros tipos de
cervejas feitos com cereais ou algum tipo de material rico em amido representam aquilo que a
cerveja moderna ja foi e dando a inspiragdo para a nova geracdo de cervejeiros quanto a
possiveis ingredientes (Buhner, 1998; Standage, 2005).

Com a chegada da cerveja a Europa, novas técnicas foram desenvolvidas, além da
utilizagdo de novos ingredientes para a sua fabricag8do. Diversas ervas eram utilizadas para a
producdo do que era entdo conhecido como Gruit, que tinha como o intuito equilibrar os sabores
adocicados da bebida com o amargo e sabores diversos produzidos pelas ervas em infusao.
Alguns exemplos de ervas estdo na Tabela 1. Entretanto algumas das ervas utilizadas possuiam
efeitos psicotrépicos e algumas abortivos. Tendo sido relacionadas a rituais pagds. Somente a
partir do século X surgem os primeiros relatos do uso de lapulo na producdo de cerveja em
mosteiros onde cervejas eram produzidas. Devido as propriedades amargosas da ervae de ndo
possuirefeitos psicotropicos como de algumas das ervas usadas no Gruit (Buhner, 1998;
Hornsey, 2003; Webb & Beaumonnt, 2012; Morado, 2009).

Nome popular Nome cientifico

Bog-myrtle/ Sweet gale
Urze

Aquiléia/ Milefélio
Ledum

Losna

Sélvia

Alcaguz

Clary

Broom/ Scot broom
Mandragora
Acafréo

Baga de zimbro

Erva-cidreira

Myrica gale

Erica spp.

Achillea millefolium
Ledum palustre
Artemisia absinthium
Salvia officinalis
Glycyrrhiza glabra
Salvia sclarea
Cytisus scoparius
Mandragora officinarum
Crocus sativa
Juniperus spp.

Melissa officinalis
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Urtiga Urtiga dioca

Bardana Arctium lappa
Dente de ledo Taraxacum officinale

Tabela 1 — Exemplo de algumas plantas utilizadas na produgdo do Gruit e cervejas medicinais antigas

(Buhner, 1998).

No Brasil inUmeras plantas séo utilizadas na formade infusdo e administradas como cha
no tratamento de pequenas enfermidades e também como forma de se obter uma bebida de
sabor diferenciado e de propriedades funcionais. O conhecimento de ervas sul americanas aliado
com a vontade de inovacdo de cervejeiros impulsionou o uso de diferentes ingredientes em
formulagBes, ja que especiarias e temperos presentes na tabela 2 ja fazem parte para

determinados estilos de cervejas ditas como especiais.

Especiaria Tipo de cerveja
Gengibre Winter ale/ Farmhouse Ale/ Pumpkin Ale
Canela Winter ale/ Farmhouse Ale/ Pumpkin Ale
Coentro Witbier
Casca de laranja Witbier
Cafe Stout/Porter
Cacau / Chocolate Stout/ Imperial Stout/ Porter

Tabela 2 - Especiarias comumente encontradas em determinados estilos de cerveja (Jackson, 2009; Morado,

2009; Webb & Beaumont 2012; Morrissey, 2010).

Jé existem produtos que aproveitam a biodiversidade brasileira: por exemplo, a cervejaria
Amazon Beer de Belém do Para que inovou ao usar frutos e especiarias tipicas da regido em
diferentes receitas, com o uso de tapereba, priprioca, semente de cupuacu e bacuri. Inovagéo que
foi seguida por cervejarias internacionais de renome como a Brasserie Fantdme da Bélgica que
produz uma cerveja de producéo limitada que conta com adi¢cdes de temperos brasileiros como
jambu, cubeba, iquiriba, puxuri cumaru-tonka e amburana. Contudo a adicao de ervas brasileiras

em cervejas continuade forma timida, abrindo espaco para novas receitas.
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3.2. Mercado

Em termos absolutos, o Brasil € um dos grandes produtores e consumidores de cerveja
no mundo. No entanto, ndo figura como um dos grandes paises bebedores de cerveja: no ranking
de consumo per capita, o Brasil aparece entre 30° e 35° lugar, ficando atrds de paises como
Venezuela, Gabdo e México. O maior consumidor per capita é a Republica Tcheca, onde chega-
se a consumir 160,5 litros per capita/ano em 2007, que sO perderia para a regido da Baviera na
Alemanha (caso fosse um pais independente), onde o consumo foi de 200 litros per capita/ano em
2007 (Morado, 2009).

Cervejas massificadas ja possuem um mercado consolidado e com uma proposta
completamente diferente quanto ao produto final, j& que possuem uma rede de logistica e
distribuicdo muito mais sofistica da que as microcervejarias. Como é demonstrado na tabela 3,
onde juntas 10 cervejarias produzem 65,8% da cerveja ho mundo.

Microcervejarias e nanocervejarias atendem a uma fatia muito pequena e exigente do
mercado quando comparadas aos grandes grupos, muitas vezes por um baixo poder de
distribuicdo que as restringe auma cidade, regido ou pais. Entretanto grupos como a AB InBev
adquiriram grandes nomes entre as cervejas especiais brasileiras e internacionais, com a compra
da Goose Island nos EUA, a Wals de Minas Gerais e a Colorado de Sdo Paulo (Estadao, 2015;
Chicago Tribune, 2016). Além de marcas reconhecidas de paises como a Alemanha e Bélgica
gue fazem parte do portfolio de marcas dessa corporacao.

O mercado de cervejas ditas especiais tem apresentado um crescimento exponencial em
diversos paises da américa e Europa, impulsionando a pesquisa de insumos e diferentes cepas
de leveduras. O crescimento do numero de cervejarias ditas artesanais € uma tendéncia que se
justifica pela oportunidade de um negdcio lucrativo em um mercado de constante demanda por
novidades. Tal interesse pode ser facilmente constatado no mercado brasileiro com a crescente

oferta de produtos importados nas prateleiras.

Ranking Cervejaria Pais Producéo de Porcentagem da
cerveja produgéao
em 106 hi mundial de cerveja
1 AB InBev Brasil/Bélgica/ 411,5 21,0%
EUA

2 SAB Miller Reino Unido 187,8 9,6%
3 Heineken Holanda 181,3 9,3%
4 Carlsberg Dinamarca 122,8 6,3

5 China Res. Show Breweries China 118,4 6,0%
6 Tsingtao Brewery Group China 76,2 3,9

7 Molson-Coors EUA/Canada 59,0 3,0%
8 Yanjing China 53,1 2,7%
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9 Kirin Japéo 46,6 2,4%

10 BGI / Groupe Castel Franca 31,7 1,6%
11 Efes Group Turquia 24,5 1,3%
12 Petropolis Brasil 21,8 1,1%
13 Asahi Japao 20,7 1,1%
14 Gold Star China 19,1 1,0%
15 Polar Venezuela 17,5 0,9%
16 Diageo (Guinness) Irlanda 17,5 0,9%
17 San Miguel Corporation Filipinas 16,7 0,9%
18 Singha Corporation Tailandia 15,8 0,8%
19 Saigon Beverage Vietna 13,0 0,7%

Corp.(SABECO)
20 Grupo Mahou — San Miguel Espanha 12,1 0,6%

Tabela 3 — Parcela de producdo de mercado de cervejarias (Barth-Haas Group, 2014)

Nos ultimos anos uma tendéncia chamada contract brewing surgiu no mercado brasileiro,
impulsionando cervejeiro caseiros a produzirem as suas versdes em escala industrial. O contract
brewing consiste da parceria de uma cervejaria ja em funcionamento, mas que por ndo possuir a
demanda necessaria possui fermentadores ociosos. De modo que se produz uma cerveja dentro
das regulamenta¢gfes do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) sem a
necessidade de possuir todas as instalagdes. As entdo cervejarias a se utilizarem deste servigco
vieram a ser conhecidas como cervejarias ciganas (gypsy brewers). Modelo de neg6cio que
facilita a entrada no mercado cervejeiro com menor investimento de capital e justificando o atual

crescimento e aparecimento de novas marcas e cervejarias.

3.3. Selecao das ervas

As ervas selecionadas para o estudo tiveram primeiramente como critério de selegcdo uma
boa oferta do mercado do produto, sendo todas elas facilmente encontradas em lojas de produtos
naturais e muitas vezes em supermercados.

Foi levado em consideragéo a baixa ou néo toxicidade das ervas utilizadas, sendo ervas
popularmente utilizadas no Brasil pelo conhecimento tradicional e empirico das mesmas pelo seu
sabor ou no tratamento de pequenas enfermidades. Por Ultimo as ervas foram selecionadas por
produzirem um certo amargor de sabor agradavel em suas infusées aquosas, podendo produzir
cervejas diferenciadas com o auxilio de insumos nacionais ainda ndo utilizados em escalas

industriais.
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3.4. Ingredientes

A cerveja é fabricada a partir de quatro ingredientes basicos: a agua, o malte, o lGpulo e a
levedura cervejeira. Cada um dos ingredientes base apresenta variacdes que podem mudar
completamente o sabor e aroma do produto final mesmo sem existir a adicdo de qualquer outro

produto, como uma especiaria ou fruta.

3.4.1. Agua

Aproximadamente 80% da composicdo da cerveja, a agua € responsavel por
caracteristicas sensoriais derivadas da concentracdo de minerais na mesma. Nao sé
influenciando no sabor, a agua pode afetar diretamente a eficiénciado processo de brasagem e de
sparging, caso possua um perfil de minerais diferenciado e um pH um pouco mais elevado. A
agua por muito tempo foi considerada um fator de grande importancia para a producdo de
cervejas, ja que diferentes cidades possuiam um perfil diferenciado de minerais e que auxiliavam
no sabor de determinado estilo de cerveja. Como é o caso da agua da cidade de Burton na
Inglaterra, a qual possui uma quantidade elevada de sulfatos e calcario. O perfil mineral das agua
de cidades que deram origem a estilos renomados de cervejas esta presente na tabela 4 e pode
se evidenciar diferencas significativas entre o teor de minerais, justificando a fama da cidade de
Burton da Inglaterra (Daniels, 2000; Hornsey 2003; Morado, 2009).

Cidade/Estilo cat2 Mg*2 Hcos1 Natl c-1 S0472
Pi | sen/Pilsner 10 3 3 3 4 4
Dublin/Dry Stout 118 4 319 12 19 54
Dortmund/Export Lager 225 40 180 60 60 120
Vienna/ Vienna Lager 200 60 120 8 12 125
Munich/ Oktoberfest 76 18 152 ? 2 10
London/ British Bitter 52 32 104 86 34 32
Edinburgh/Scottish Ale 125 25 225 55 65 140
Burton/ India Pale Ale 352 24 320 54 16 820

Tabela 4 — Perfil dadgua de diferentes cidades de tradi¢éo cervejeira em mg/L(Palmer & Kaminski, 2013).
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Atualmente a agua pode ser manipuladade modo a se produzir um perfil mineral idéntico a
de outra cidade, ou entdo retirar o excesso de um determinado mineral proveniente da fonte
disponivel, como é o caso de locais onde a agua possui elevados teores de calcario (Palmer &
Kaminski, 2013; Bamforth, 2002).

3.4.2. Malte

O malte é basicamente um gréo de cereal que é germinado e logo em seguida secado
para cessar o0 processo de germinagdo. Esse processo produz mudancas significativas no grao.
As cervejas na sua maioria sdo produzidas a partir de gréos de cevada maltada, entretanto, outros
cereais podem ser acrescentados a ela, como trigo, sorgo, aveia, arroz e milho (Morado, 2009).

O processo de produgédo de cerveja necessita de um grao com alta atividade amilasica, ja
gue devemos converter amido em acucar, caracteristica na qual a cevada se destaca com relacéo

a outros cereais (Mallett, 2014).

Fig 1 — Tipos de maltes e suas caracteristicas de sabor (Briess Malt, 2001).

Diversas variedades de cevada existem, sendo as utilizadas as variedades proprias para
cervejaria e ndo as indicadas para panificacdo e destilarias. Para ser utilizado o grao deve passar
pela maltagem que é fundamental para a qualidade e carater da cerveja. A composicao do malte
€ 0 que vai influenciar diretamenta na cor paladar da bebida e indiretamente na quantidade de

alcool, corpo e formacao de espuma (Daniels, 2000; Mallett, 2014).
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Um bom grdo de malte de cevada deve ter um alto teor de amido, teor elevado de enzimas,
baixo nivel de proteinas, p-glucano e micotoxinas (proveniente de fungos que podem crescer nos
gréos, comumente do género Fusarium spp.) (Bamforth, 2002; Mallett, 2014).

Os maltes podem ser divididos em maltes de base e maltes especiais. Os maltes de base
tem como funcdo prover a maior parte dos aclUcares e poder enzimatico para a etapa de
brasagem, enquanto os maltes especiais devido a processos de torrefacdo serdo responsaveis por
cor, aroma, corpo e espuma da bebida final (Papazian, 2003; Daniels, 2000; Palmer, 2006; Deeds,
2013).

Germinacao

Os gréos de cevada selecionados de acordo principalmente com a taxa de germinagao,
além de FAN (aminoécidos livres), quantidade de proteinas e amido, tem a adicdo de agua tratada
e com temperatura controlada nos graos de modo a quebrar a dorméncia dos mesmos e iniciar a
germinacdo. Tal processo inicia a produ¢éo de enzimas necessarias para o desenvolvimento da
planta (Mallett, 2014).

Secagem

A préxima etapa consiste em diminuir a umidade dos graos entdo tidos como verdes de
malte até uma umidade onde a estabilidade microbiolégica e enzimatica se mantenha constante.
Com o auxilio de secadores a ar com trocadores de calor a secagem é efetuada. Nos primérdios
da maltagem os gréos eram secos com a utilizacdo dos gases de queima de combustiveis fosseis
e vegetais, processo que influenciava fortemente no aroma e sabor dos gréos de malte.

O malte utilizado em certas regifes da Escoécia para a producdo de Whisky ainda se
utilizada secagem através do contato direto dos gases de combustdo da turfa, conferindo o seu
carater distinto no mundo do Whisky. Para a producdo de cerveja, tais métodos foram
abandonados devido a alteracdo de caracteristicas do produto além da producdo de NOX,

compostos nitrogenados responséaveis pela poluicdo atmosférica (Mallett, 2014; Maclean, 2009).

Cura e Torrefacéo

Uma segunda etapa € utilizada para a producdo de distintos maltes. Os ditos maltes
especiais, como aqueles que possuem uma cor diferenciada como cor de caramelo e/ou
sabores que podem variar da panificagdo, biscoito, caramelo, café e chocolate.

Para a producdo de sabores mais sutis como biscoito, caramelo e panificacdo a cura é
utilizada. A cura consiste em ap6s a secagem do malte, manter 0 mesmo em temperaturas
relativamente elevadas por periodos que podem varias de duas a cinco horas. Permitindo que
reaces de Maillard e caramelizacdo ocorram nos grdos de malte e colaborando com aformacéo de
sabores e cor (Mallett, 2014).

Quanto aos maltes mais escuros e com notas de café e chocolate por exemplo, o processo
de torra é feito. O processo de torra € o mesmo que gréos de café sofrem para adquirir cor e sabor.
A temperatura é consideravelmente maior que a utilizada na cura e o tempo de torra menor. Os

grdos advindos de processos de torra, praticamente ndo possuem poder enzimatico, sendo
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aconselhado limitar a utilizacéo de tais grdos a uma porcentagem de no maximo 5% em peso dos

gréos utilizados em determinadas receitas de cerveja (Daniels, 2000; Palmer, 2006).

3.4.2.1. Adjuntos ndo maltados

Sao substratos que tem como funcado ajudar a fornecer aglicar para 0 mosto cervejeiro, 0s
adjuntos ndo maltados mais utilizados na indlstria cervejeira sdo os grits de milho, arroz e em
alguns casos acgucares como acglicar mascavo, cande ou algum tipo de xarope de origem vegetal.

Quando se utiliza um cereal ndo maltado como milho ou arroz na producdo, os mesmos
devem ser cozinhados previamente de forma a favorecer a gelatinizacdo do amido presente nos
gréos, ja que os mesmos ndo possuem poder diastasico para a conversao em agucar e devem ser
solubilizados para uma melhor acdo das enzimas presentes nos graos maltados (Bamforth, 2002;
Daniels, 2000).

3.4.3. Lupulo (Humulus lupulus)

Do latim, “o lobo das ervas”, o lupulo é uma trepadeira da familia das Cannabaceaes,
nativa da Europa, Oeste da Asiae Américado Norte. E uma planta dioica e perene, produzindo
novos ramos no comecgo de cada primavera a partir do rizoma (espécie de raiz) formado que
permanece Vvivo no outono apods a planta perder os ramos. E uma planta que, considerando a longa
histéria da cerveja, tem o0 seu uso recente - o primeiro relato do seu cultivo data de 736 em
Hallertau, na Alemanha. Entretanto o primeiro relato do uso em uma formulagdo vem somente em
1079, j& que as versdes anteriores contavam com a adi¢do de diferentes ervas de forma a
produzir o equilibrio de doce e amargo na bebida (Hieronymus, 2012; Morado, 2009; Hornsey,
2003; Buhner, 1998).

A parte utilizadado lupulo sdo as flores femininas que produzem umagrande variedade de
Oleos essenciais e resinas. Dentre os compostos compreendidos estdo o mirceno,humuleno,

mircenol, linalool e taninos.

Fig 2 — Flor fémea de lupulo em corte transversal (Garris, 2011).

O lpulo é na maior parte utilizado na indUstria cervejeira, sendo utilizado como forma de

amargar o mosto doce, equilibrando o sabor. Além de conferir sabor e aroma para o produto, o
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extrato do ldpulo tem propriedades bacteriostaticas e conservantes, por conter antioxidantes. Os
principais compostos a se ter em conta no lipulo sdo os a-acidos, que incluem as humulonas,
cohumulonas, pos-humulonas e pre-humulonas. Tais compostos sdo isomerizados durante a
fervura pela acdo do calor, se tornando iso-a-acidos que tém como caracteristica 0 sabor amargo
(Stevens & Page, 2004; Hieronymus, 2012).

Diversas variedades de lUpulo existem e outras estdo em desenvolvimento, sendo os
maiores produtores e pesquisadores os Estados Unidos e Alemanha. Por condi¢Bes climaticas e
melhoramento genético, é possivel obter variedades com teores de a-acidos e perfis aromaticos
distintos, devido a diferentes quantidades de 6leos essenciais e resinas (Barth-Haas Group, 2014).

As variedades de ldpulos melhoradas em laboratério podem ser divididas primariamente
em funcéo do seu uso. Lupulos com alto teor de alfa acidos tendem a serem usados com o intuito
de amargar a cerveja, enquanto lipulos com alto teor de 6leos essenciais produzem aromas
diferenciados. O perfil dos 6leos essenciais de lGpulos muda completamente de uma variedade a
outra: por exemplo, enquanto temos o lipulo Citra, com aromas citricos e frutados e um alto teor
de alfa acidos, o lupulo Magnum apesar de um perfil parecido como pode se ver na tabela 5, ndo

possui um aroma frutado e muito menos citrico: possui notas de aroma de pinho e herbal.

Lapulo Alfa acidos Total de dleos Funcéo: Pais
Magnum 11-16% 1,6-2,6% Amargor Alemanha
Amarillo 8-11% 1,5-1,9% Aroma EUA
Saaz 3-6% 1-2% Aroma Rep. Tcheca
Cascade 4,5-7% 0,7-1,4% Ambos EUA
Citra 11-13% 2,2-2,8% Ambos EUA
Hallertau Mittelfrih 3-5,5% 0,7-1,3% Aroma Alemanha
Styrian Golding 4,5-6% 0,5-1% Aroma Eslovénia
Kent Golding 4-6,5% 0,4-0,8% Ambos Reino Unido
Hersbrucker 1,5-4% 0,5-1% Aroma Alemanha
Columbus 14-16,5% 2-3% Amargor EUA
Galaxy 13,5-15% 2,4-2,7% Ambos Australia

Tabela 5 — Lapulos importantes e seus perfis (Hieronymus, 2012; Daniels, 2000).

De acordo com o perfil da cerveja a se produzir, determinadas variedades de IUpulos sdo
mais adequadas para o resultado desejado. Aromas e sabores frutados, herbais e florais séo

algumas das notas possiveis a se distinguir no produto final proveniente do lUpulo (Daniels, 2000).
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3.4.4. Levedura

O ingrediente mais importante de uma boa fermentagdo € a linhagem de levedura usada,
sendo critico na qualidade da cerveja. A levedura mais que um microrganismo com o papel de
converter aclucares em 4alcool: a cerveja deve muito do seu sabor e aroma a compostos
secundérios formados em seu metabolismo, assim como o didxido de carbono.

As leveduras cervejeiras podem ser separadas em dois grandes grupos, e um terceirocom
grandes particularidades. Entre esses grupos teremos grandes diferencas entre o perfil aromatico e
de sabor, além de diferencas de faixa ideal de temperatura de trabalho, tolerancia a alcool e
capacidade de floculacdo no fim da fermentacdo (Deeds, 2013; Papazian, 2003; White &
Zainasheff, 2010).

3.4.4.1. Ale

Leveduras do tipo Ale correspondem a um grande grupo que sdo utilizadas em
panificacdo, producdo de destilados e muitas outras cepas utilizadas em laboratérios. Sao
caracterizadas por uma fermentacao rapida e por produzirem cervejas com maior complexidade,
ou seja, com sabores provenientes de compostos secundarios de fermentagdo. A maioria das
leveduras do tipo Ale trabalham em temperaturas que abrangem de 15 a 25°C, sendo a faixa ideal
em torno de 20°C (Morado, 2009; Palmer, 2006; White & Zainasheff, 2010).

Entre as cepas existentes temos algumas populares, como a americana, conhecida por
um perfil limpo de aroma e sabor, as belgas que produzem compostos fenélicos tipicos, e as
utilizadas em cervejas de trigo, que possuem grande producdo de ésteres. Outras diferencas séo
provenientes de caracteristicas como o quanto uma cepa flocula e o seu grau de atenuacéo, e 0
quanto de acuUcar ela é capaz de consumir em funcdo da quantidade de alcool que a mesma

suporta ho meio.

3.4.4.2. Lager

Sao leveduras caracterizadas por um fermentado de sabor limpido, sem a presenca de
compostos secundarios de sabor e aroma como ésteres, 6leos fuseis (alcoois flseis) e fendis que
conferem uma maior complexidade a bebida. As cepas do tipo Lager sdo conhecidas por
trabalharem em uma menor temperatura de fermentacgéo, 8 a 12°C, configurando uma fermentacéo
de maior duracao quando comparada a uma levedura do tipo Ale. Além de precisarem de um maior
tempo de maturagcdo para a eliminagdo de alguns compostos gerados que séo tipos como “off-
flavors”, sendo o diacetil (2,3-Butanodiona) o problema mais recorrente para este tipo de levedura
(White & Zainasheff, 2010; Bamforth, 2002; Fix, 1993).
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3.4.4.3. Lambic (Fermentacao espontanea)

Cerveja de origem belga onde o mosto doce n&o € inoculado com leveduras, mas deixado
aberto durante o momento de resfriamento apds a fervura de modo a permitir o desenvolvimento
de leveduras selvagens, geralmente Brettanomyces, e bactérias lacticas e Pediococcus. O produto
da fermentacdo é uma cerveja de carater acido e seco (Jackson, 2009; Morado, 2009).

Versdes industrializadas do processo sdo conhecidas como Sour Ales, pois ndo tem a
inoculacdo espontanea e sim um in6culo preparado com uma mistura de leveduras do tipo

Saccharomyces, Brettanomyces e bactérias laticas comumente encontradas em cervejas do tipo
Lambic em uma proporcdo adequada (Morado, 2009; White & Zainasheff, 2010; Webb &
Beaumont, 2012).

3.4.5. Cha Mate Tostado (llex paraguariensis St Hil.)

A erva-mate (llex paraguariensis St Hil. Aquifoliaceae) é um espécie nativada América do
sul, principalmente no sul do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai onde é usada em infusbes e
decoccgdes. Industrialmente é usada pelo seu potencial de preparacéo de refrescos, chéas e até em
cosméticos devido as as propriedades nutracéuticas e antioxidantes que estdo relacionadas a sua
constituicdo quimica, onde compostos como saponinas, metil xantinas e compostos fendlicos estao

presentes (Blum-Silva, et al., 2015; Santos et al., 2015).

Imagem iluatrative

Fig 3 — Exemplo de erva mate tostada (Lifepel, 2015).

A erva pode ser usada na forma verde, onde é apenas secada, ou também na forma
tostada. O cha mate tostado é o produto beneficiado constituido somente de folhas ou de folhas e
talinhos, triturados em equipamento adequado (Turkmen, et al., 2006).

Diferentemente do cha mate verde, o tostado apresenta uma coloracdo diferenciada assim

como sabor e aroma. O processo de torrefacdo produz modificacdes importantes em produtos de
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origem vegetal devido a degradacado térmica progressiva, como por exemplo reac6es de Maillard,
perda de nutrientes, possivel diminuicdo do teor de polifenélicos. A reagdo de Maillard é
responsavel pela producdo de alguns compostos antioxidantes, como melanoidinas, que é capaz
de sequestrar metais pesados e promover a decomposi¢do de hidro perdxidos (Matsumoto, 2008;
Blum-Silva, et al., 2015).

3.4.6. Chapéu-de-couro (Echinodorus macrophyllus)

O chapéu-de-couro é uma planta que pertence a familia Alismataceae e ocorre dos EUA
até a Argentina, sendo geralmente encontrada em alagados e em brejos (Bevilaqua, et al., 2001;
Kinupp & Lorenzi, 2014). A planta pode ser utilizada como ornamental para chafarizes e pequenos
lagos, porém o uso como cha tem maior importancia do que o valor ornamental. O uso na forma de
extrato aquoso através de decocc¢des e infusBes na preparacdes de chas ou frisantes devido a seu
carater adstringente, o qual também ¢é utilizada como fitoterapico para inflamacgdes, distlrbios
renais e como analgésico, principalmente para dores de cabecga (Haraguchi & Carvalho, 2010).

. N R
Fig 4 — Exemplo de chapéu-de-couro e refrigerante a base do mesmo (Tua Saude, 2014) (Mate Couro,
2013)

Estudos demonstram ndo haver um efeito significativo citdéxico e genotéxico dos extratos
hidro-alcodlicos do chapéu-de-couro em ratos (da Silva, et al.,, 2010). A erva é conhecida por
possuir derivados do acido o-hidroxicinamico (Anvisa, 2010), além de flavonoides, esteroides,
saponinas e polifendis (Leite, et al., 2007; Kobayashi, et al., 2000; Silva, et al., 2012).

3.4.7. Carqueja (Baccharis Trimera)

A carqueja € uma um arbusto pertencente a familia das Asteraceae, encontrada em
regides do sul e sudeste do Brasil e também encontrada na Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai
(Bona, el al., 2005; Oliveira, et al., 2012). Conhecida como carqueja ou carqueja amargosa, a
planta € uma planta dioica, que resulta em uma grande variabilidade genética e em muitas
espécies analogas (Bona, et al., 2005). E utilizada principalmente na forma de  extrato aquoso,
sendo conhecida por propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias, atividade anti-

esquistossomica, antioxidante, antitlcera, antidcida e moluscocida (Martins-Ramos, etal.,2010;
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Nogueira, et al., 2011; Oliveira, et al., 2012). Sendo, também empregada na producéo de cervejas

artesanais como substituto do lapulo (Bona, et al., 2005).

Fig 5 — Carqueja na forma fresca e em formade saches. (Mercado das ervas, 2015) (Lifepel, 2015)

A carqueja possui um baixa genotoxicidade e antigenotoxicidade (Rodrigues, et al., 2009),
além de apresentar baixa toxicidade para um consumo moderado. J& foi demonstrado que o
consumo de um extrato hidro-alcodlico por um periodo superior a 20 dias, administrado em ratas
mostrou sinais de toxicidade para o figado e rim. A carqueja apresenta diversos compostos
bioativos, como flavonoides (flavonas, flavononas), terpenos (diterpenos, triterpenos), saponinas e
outros compostos fendlicos como o acido caféico (Martins-Ramos, et al., 2010; Anvisa, 2010).

3.4.8. Macela (Achyrocline satureioides)

Planta nativado sul da américa do sul pertencente a familia das Asteraceae, abrangendo
0 sul do Brasil, incluindo regides serranas de Sao Paulo, Minas Gerais, Uruguai, Paraguai e
Argentina (Martins-Ramos, et al., 2010). E usada popularmente na forma de infusdo, maceracéo
em agua fria, decoccéio e em xaropes. E utilizada também como ingrediente em algumas bebidas
aperitivas. Conhecida como também como macela do campo, macelinha, camomila nacional. A
erva é considerada simbolo do Rio Grande do Sul que até possui um nome no dialeto alemao sul
brasileiro, Riograndenser Hunsruckisch, referida como Karfreitachstee, onde “Kar” significa santo,
“Freitach” sexta-feira e “Tee” quer dizer cha. O nome deriva da tradi¢cdo de realizar as colheitas na
Sexta-feira santa antes do sol nascer, que acredita-se aportar um maior eficiéncia do cha das
flores. A macela é usada amplamente como erva medicinal, tendo algumas propriedades
atribuidas como anti-inflamatério, sedativo, hepatoprotetivo, imunomodulatério, antibacteriano,
antitumoral, antiviral e fotoprotetivo (Sabini, et al., 2013; Joray, et al., 2013). Ensaios realizados
com extratos aquosos e alcodlicos da planta comprovaram a seguranca do consumo da planta ao
demonstrar baixa toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade para o uso nas concentracfes
popularmente utilizadas em aperitivos e infusdes (Rivera, et al., 2004; Sabini, et al., 2013).

Muito das propriedades atribuidas a macela se devem ao seu perfil quimico diferenciado,
onde uma grande concentragdo de flavonoides e terpenos estd presente nas flores, além de
apresentar concentracdes significativas de a-humuleno, componente de sabor e aroma encontrado

também no lipulo cervejeiro (Retta, et al., 2009; Martins-Ramos, et al.,2010; Hieronymus, 2012).

23



Fig 6 — Macela na forma de flor e Aperitivo a base da mesma (Georgia, 2015).

3.4.9. Picao-preto (Bidens pilosa)

Conhecida por ser uma planta daninha no Brasil, o Picdo-preto, Pico-Pico ou simplesmente
Picdo é uma Asteraceae originaria da américado sul e sendo encontrada também na Asia e em
partes da Africa, principalmente em regides tropicais e subtropicais (Cortés-Rojas, et al., 2013;
Chien, et al., 2009; Yuan, et al., 2008; Khoza, et al., 2016). Usado principalmente na forma de
infusdo aquosa, ela também é consumida como vegetal em alguns paises africanos (Kinupp &
Lorenzi, 2014; Khoza, et al., 2016).

Figura 7 — Exemplo de picdo preto (Cultura Mix, 2013).

Conhecida por possuir propriedade antiabéticas (anti-hiperglicémica), antimicrobiano, anti-
inflamatério, antialérgico além de outras propriedades, o picao preto ainda pode ser utilizado como
alimento e na preparacao de bebidas frisantes analogas a cerveja (Hsu, et al., 2009; Chien et al.,
2009; Cortés-Rojas, et al., 2013; Lorenzi, 2010; Kinupp & Lorenzi, 2014).

Estudos comprovam a inocuidade da erva na forma de extrato aquoso, ndo possuindo
nenhum efeito toxicolégico em ratos administrados porum periodo de 28 dias, mesmo quando
administrados com uma dose concentrada afim de se avaliar a toxicidade aguda, sendo assim
considerada uma planta de consumo seguro para 0 uso continuo. (Cardenas, et al., 2006). O
extrato alcodlico apresenta uma toxidade um pouco maior quando comparada com o0 extrato

aquoso, mas nao o suficiente para se considerada toxica. (Frida, et al., 2008)
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O picdo preto deve as suas propriedades fitoterapicas a compostos bioativos como
flavonoides, polifendis e poliacetilenos presentes em suas folhas e talos (Anvisa, 2010; Cortés-
Rojas, et al., 2013; Cardenas, et al., 2006; Khoza, et al., 2016).

3.5. Processo produtivo

A producdo da cerveja pode ser resumida basicamente em 3 etapas, a brassagem, a
fervura e a fermentacdo. A primeira é responsavel pela transformacéo dos aclcares em amido, a
segunda pela esterilizacdo do mosto e extracdo do lupulo, e a Ultima é o processo biolégico
responsavel pela formacéo do &lcool etilico e outros compostos que caracterizam um determinado

estilo de cerveja.

3.5.1. Moagem

Os grédos devem ser moidos de forma a expor o conteudo interior e facilitar a etapa de
sacarificagcéo e filtracdo. A moagem deve ser realizada de forma a somente esmagar 0s graos e
manter a casca praticamente intacta, pois a mesma deve funcionar como um auxiliar de filtragc&o.
Caso a moagem seja muito fina, com granulometria préxima a de um pé, a eficiéncia do processo
de sacarificagdo pode aumentar, entretanto ocorrem problemas relativos a maior tempo de filtracéo
e ou entupimento do filtro utilizado (Mallett, 2014; Bamforth, 2002).

3.5.2. Brassagem

A brassagem é o termo utilizado para uma infusdo com agua quente que hidrata os gréos
de malte moidos, gelatiniza o amido dos grdos e com as enzimas presentes naturalmente nos
grdos maltados converte o amido em acucares fermentaveis. O malte deve ser moido de modo a
facilitar a hidratacdo e mantido na temperatura de converséo ideal do amido em aclcares (65 a
68°C). A brassagem é tipicamente realizada por uma hora e ao final o mosto é drenado para um
outro recipiente, enquanto uma outra quantidade de agua de lavagem € adicionada aos grdos que
restaram de modo a lavar, dissolvero aclcar residual que ficou nos graos moidos e filtrados. O
mosto resultante da filtracao e da filtragdo com agua de lavagem da continuidade ao processo na
fervura (Papazian, 2003; Palmer, 2006).

O processo de brasagem envolve muitas enzimas durante a desmembramento do amido e
de proteinas presentes nos graos de cevada maltado em moléculas menores; pelo menos 8
apresentam atividade de interesse para a producdo de cerveja, as principais enzimas envolvidas
na brasagem estao listadas na tabela 6, juntamente com a faixa 6tima de pH e temperatura para a
atividade de cada uma.
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Enzima Temperatura Temperatura de pH de pH de Funcéo

de L -~ atividade atividade
atividade 6tima
atividade 6tima
Fitase 30-52°C - 5,0-5,5 - Abaixa o pH da brasagem
B-glucanase 20-50°C 35- 4,5-6,0 45-55 Ajuda na conversdo de adjuntos
45°C nédo maltados
Proteases 20-65°C 45- 4,5-6,0 5,0-5,5 Produgdode Aminonitrogénio livre
55°C (FAN — Free amino Nitrogen)
a-glucosidase 60-70°C - 4,5-6,0 5,0-5,5 Separa a maltose e agucares
maiores em glicose (efeito
negligente no rendimento total
Dextranase 60-67°C 60- 4,8-5,8 4,8-5,4 Limita a quebra de dextrinas
limite 65°C
a-amilase 60-75°C 60- 4,0-6,0 4555 Produgdode grande variedade de
70°C agucares e dextrinas incluindo
maltose
B-amilase 60-65°C 60°C 5,0-6,0 5,2-5,8 Producdo de maltose

Tabela 6 — Enzimas presentes no malte (Palmer, 2006).

As duas principais enzimas sdo a a-amilase e a B-amilase. O equilibrio entre as duas é
responsavel pela producdo de uma cerveja mais seca, onde a maioria dos agucares é consumido
na fermentacédo, ou pelo corpo da cerveja, a sensa¢do de peso do liquido na boca sendo atribuida
pelos agucares ndo fermentaveis no produto final.

As mudancas de temperaturas durante a brassagem sdo conhecidas como rampa de
sacarificagdo, onde se comega 0 processo na menor temperatura e pausas em determinadas
temperaturas de acordo com os graos utilizados, corpo desejado e forma¢édo de espuma. Para
adjuntos ndo maltados ou pouco modificados, adota-se um regime de temperatura que favoreca a
conversdo do amido presente nos adjuntos, portanto deve-se comecar a uma temperatura de
50°C para um melhor resultado. Ja para cereais maltados, devido ao elevado poder enzimatico,
pode-se efetuar uma brasagem em uma Unica faixa de temperatura (65-70°C) obtendo resultados
satisfatorios (Palmer, 2006; Papazian, 2003; Mallett, 2014).

3.5.3. Fervura

Com o fim da etapa de brassagem e a recuperagdo através de filtracdo da fracao
conhecida como mosto doce, temos a fervura da mesma por no minimo 60 minutos. A fervura tem
vérias fungbes para a producdo da cerveja, entre elas, esterilizagdo do mosto, precipitacdo de
proteinas (que caso contrario estariam no produto final e causariam turvagdo) e diminuicdo de
sabores desagradaveis proveniente dos grdos de cevada. No caso o DMS, dimetil sulfito, que é
produzido durante a fervura a partir de compostos sulfurosos do grdo e que € volatilizado durante

a mesma se a fervura for realizada corretamente (Palmer, 2006). Problemas relativos ao DMS
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ocorrem na maioria das vezes em cervejas do tipo lager devido a seu perfil limpo de sabor, onde
qualquer defeito de fabricacdo se torna facilmente evidente. O DMS tem sabor e aroma a
vegetais cozidos como milho e couve quanto dentro do nivel de percepcdo (Bamforth, 2002;
Mallett, 2014; Papazian, 2003).

A fervura serve como etapa de adi¢éo do lipulo e algumas especiarias. O ltpulo tem como
componentes principais resinas e 0Oleos essenciais. A resina proveniente do ldpulo contém a-
acidos que séo isomerizados em iso-a-acidos durante a fervura, produzindo o amargor na cerveja.
O ltpulo pode contribuirno sabor da cerveja através dos o6leos essenciais que podem dar
caracteristicas de frutas, flores e/ou ervas no produto final, além do poder bacteriostatico que
favorece a fermentacdo de leveduras ja que inibe o crescimentos de bacterias. (Hieronymus,
2012; Palmer, 2006).

O precipitado produzido durante a fervura (quebra quente) é removido através de filtragcao ou
centrifugacdo (Papazian, 2003; Palmer, 2006).

3.5.4. Fermentacéao

O mosto proveniente da etapa de fervura e clarificagdo é resfriado até a temperatura de
fermentacdo, e aerado antes de ser inoculado. Existem diversas cepas de leveduras cervejeiras
que podem ser divididas entre do tipo Ale e Lager, a primeira sendo coletada na parte superior do
mosto sendo fermentado enquanto a outra se encontrano fundo do fundo do fermentador. Ambos
os tipos de cepas precisam de uma certa quantidade de oxigénio para iniciar o seu metabolismo,
mesmo que afermentacéo alcodlica seja anaerdbica. Leveduras do tipo Ale tem uma fermentagéo
geralmente rapida, completa em alguns dias e com temperaturas na faixa de 20°C, enquanto as do
tipo Lager ocorrem a temperaturas tdo baixas quanto 6°C, e podem demorar algumas semanas até
atingirem o ponto desejado (White & Zainasheff, 2010).

A fermentacdo chega ao fim quando o teorde alcool desejado € alcangado, e um aromae
sabor indesejavel de manteiga, butterscotch (devido a um metabdlito secundario chamado
diacetil) € consumido pela prépria levedura (Palmer, 2006; White & Zainasheff, 2010).

A levedura é coletada e armazenada para ser reutilizada para uma proxima fermentacgao
(Bamforth, 2002).

3.5.5. Maturacéao

O condicionamento a baixa temperatura da cerveja apos a fermentagéo é conhecido como
maturagdo. O condicionamento a frio ou também conhecido como “lagering” tem como o objetivo
diminuir gostos e aromas indesejaveis “off-flavors” através de uma mudang¢a no metabolismo da
levedura e decantar proteinas e leveduras em suspensao a fim de diminuir a turbidez do produto
(Bamforth, 2002; Demain & Solomon, 1986).

A maturacéo ideal € realizada a entre 0 a 5°C durante um periodo minimo de 14 dias. Sob
esse regime, mais proteinas precipitam e decantam no mosto, ajudando a produzir uma cerveja

com menor probabilidade de turvacdo no produto final (Palmer, 2006).
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3.5.6. Gaseificacéo

Consiste do processo de adicionar CO3 a cerveja, afim de produzir um efeito frisante e um
leve abaixamento do pH. A gaseificacdo ou carbonatacdo pode ser feitade duas formas: a
carbonatacdo forcada, ou por fermentacdo secundaria em garrafa. A primeira consiste em
adicionar a cerveja sem gas em um vaso preparado para suportar pressao e com o auxilio de um
mandmetro injetar diéxido de carbono até obter-se o volume dissolvido necessario. O segundo
método consiste em envasar a cerveja com apresenca de levedura e uma adicdo calculada de
acUcares fermentesciveis, de modo a realizar uma segunda fermentacdo e o gas produzido por

ela ficar retido, dissolvido na cerveja (Palmer, 2006; Deeds, 2013).

3.5.7. Envase

Etapa na qual o produto finalizado é armazenado em barril, garrafa ou lata através de
enchedoras automaticas ou manuais e fechado hermeticamente de modo a ndo permitir 0 contato
do oxigénio externo com o liquido e manter a pressédo de didxido de carbono presente no liquido.
Um envase com fermentacdo na garrafa ou no barril € possivel, sendo necessario esperar o tempo
adequado para uma boa fermentacdo e o volume desejado de CO: dissolvido (Bamforth, 2002;
Deeds, 2013).

3.6. Estilos de cerveja

As cervejas séo classificadas de acordo com estilos onde os critérios basicos que definem
um certo padrdo cada tipo de receita sdo a cor, graduacédo alcodlica, amargor e densidade do
mosto no inicio da fermentacdo. Particularidades como metabdlitos secundarios, Idpulos,
especiarias e maltes especiais que fornecem sabores e aromas especificos podem fazer parte da
descricdo de um determinado estilo (Daniels, 2000).

Colour based on Standard Reference Method (SRM)

SRM/Lovibond Example Beer color EBC

2 Pale lager 4

3 German Pilsener 5

4 Pilsner Urgquell 8

] 12
8 Weissbier 16
10 Bass pale ale -2[}
17 Dark lager - a3
29 Porter .
5 Stou B
70 Imperial stout - 138

Fig 8 — Exemplo da escala de cor em EBC (European Brewery Convention, 2015).
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Por exemplo cervejas de trigo do tipo Weizen tem a caracteristica de possuir aroma de
banana advindo de bioaromas produzidos pela linhagem de levedura. Cervejas como a IndiaPale
Ale possuem um amargor elevado quando comparadas a outros estilos tradicionais de cerveja.
Como forma de se criar um padrdo para os varios estilos existentes, uma convengéo foi criada por
sommeliers, uma série de atributos que cada estilo deve atender para classificar a enorme
variedade de cervejas.

Alguns estilos condizem mais com o perfil de sabor e aroma de ervas, por possuirem um
maior amargor quando comparados a alguns outros estilos, ou por aceitarem as notas ervais e
sabores amargos dos insumos propostos nessa dissertacdo. E o caso das cervejas English Pale
Ale, da American Pale Ale e da Herb and Spice Beer.

3.6.1. Beer Judge Certification Program (BJCP) e estilos
propostos

Como forma de padronizar estilos e julgamento de cervejas foi fundado em 1985 o Beer
Judge Certification Program ou simplesmente BJCP. Uma associagdo americana sem fins
lucrativos que surgiu da necessidade de padronizar a forma de julgamento de cervejas em
concursos. A associacao foi fundada por dezenas de especialistas que auxiliaram na produc¢éo de
um guia de estilos de cerveja, utilizado por cervejeiros e juizes de todo o mundo, além de certificar
e habilitar pessoas a serem jurados em concursos em que se envolva cerveja (Morado, 2009).

Caracteristicas como cor, claridade, retencdo de espuma, aroma, sabor, corpo e defeitos
(off-flavors) séo analisados de forma a se obter uma nota global e se a cerveja julgada representa
o estilo desejado.

Concursos séo realizados como forma de premiar os melhores exemplos de um
determinado estilo de cerveja se utilizando sempre os métodos de avaliagdo desenvolvidos pelo
BJCP. Sendo toda cerveja analisada em funcdo do estilo proposto e se a descricdo respeita 0s
parametros imposto do estilo e ndo pela qualidade da mesma. Ou seja, uma cerveja pode ser
deliciosa ao paladar de um leigo, mas receber uma nota baixa por ndo se encaixar na definicdo do
estilo proposto.

Alguns estilos foram classificados como compativeis com as ervas selecionadas devido ao

cérater amargo das mesmas, a definicdo dos estilos propostos segue abaixo.
3.6.6.1. English Pale Ale

De coloragdo dourada a acobreada, transllcida, pouca formagdo de espuma e baixa
carbonatacéo definem a aparéncia desse estilo.

No aroma o lUpulo de variedades do Reino Unido é presente podendo ser moderadamente
alto ou baixo sendo acompanhado de um aroma de malte com notas de caramelo e algumas notas
frutadas de ésteres provenientes da fermentacéo.

Amargor presente com suporte dos sabores do malte evidentes, sabor de lGpulo evidente
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com notas herbais, florais e terrosas caracteristicas de lUpulos britanicos.

Corpo de médio para alto e alta“drinkabilidade” (facilidade de beber) produzem uma classica
English Pale Ale.

Caracteristicas:
IBUs: 30-50 OG: 1,048-1,060
SRM: 5-14 FG: 1,010-1,016
ABV: 4,6%-6,2%

3.6.6.2. American Pale Ale

De coloracdo dourada a ambar, geralmente translicida, entretanto, uma leve turvacéo
devido a técnica de dry-hopping (adicédo de lUpulo na etapa de fermentacdo/maturacéo) é aceita,
boa formacédo de espuma com boa retengdo com carbonatacdo moderada a alta.

Aroma de lapulo de variedades americanas presente devido ao dry-hopping e adicbes
tardias de lupulo na fervura. Carater citrico dos ltpulos € comum, mas nao obrigatério. Ha notas de
maltes especiais (panificacdo, tostado, biscoito), e aromas de ésteres frutados em quantidades
moderadas a nenhum e sem diacetil presente.

Sabor de lUpulo presente com carater citrico comum dos lipulos americanos, amargor
presente e final seco caracterizam essa adaptacdo da English Pale Ale feita com insumos
provenientes do novo continente. Notas de caramelo ndo sdo desejadas, entretanto notas de
maltes especiais que remetem a panificacéo, tostdo e biscoito sdo aceitas. Assim como no aroma,
no sabor quantidades de ésteres em baixas quantidades sédo aceitas.

Caracteristicas:
IBUs: 30-45 OG: 1,045-1,060
SRM: 5-14 FG: 1,010-1,015
ABYV: 4,2%-6,2%

3.6.6.3 Herb and Spice Beer

Cerveja em que as caracteristicas de sabor e aroma do adjunto devem ser notados. Alguns
adjuntos como gengibre e canela possuem um forte aroma e podem ser diferenciadas mais
facilmente que outros, entretanto algumas caracteristicas podem néo ser notadas quando usadas
em combinagdo. O caraterdo adjunto deve dar suporte para uma bebida agradavel sem parecer
artificial e excessivo.

De modo geral o adjunto deve estar em harmonia e equilibrada com o estilo de cerveja
produzido. As notas de produtos secundarios de fermentacdo, malte e ldpulo podem estar
presentes, mas podem néo estar tdo presentes quanto o adjunto.

Caracteristicas:

Densidades, amargor, cor e teor alcodlico irdo variar de acordo com o estilo de base.
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3.7. Padréo de Identidade e Qualidade da Cerveja no Brasil

(PIQ)

As cervejas produzidas no Brasil devem atender a certos requisitos para as mesmas
receberem o nome de cerveja. O decreto N°6.871, de 4 de junho de 2009, regulamenta a
composicdo e as atribuicbes das cervejas produzidas no Brasil. Pontos importantes sdo uma
guantidade minimade malte de cevada com relagdo a proporgdo total de gréos, a proibigdo da
adicdo de produtos de origem animal como por exemplo leite, a proibicdo de adicdo de alcool
independente da sua procedéncia, além de ser proibido substituir totalmente o ldpulo ou seus
derivados por outros principios amargos. Além de regulamentar o uso de edulcorantes e
estabilizantes quimicos nao autorizados expressamente

Toda cerveja que apresentar a adicdo de algum tipo especiaria, erva e ou fruta deve
apresentarem seu rotulo “cerveja com ...” o nome do produto em questdo. Além disso pode-se
dividir a cerveja em duas categorias de produtos comercializadas, a cerveja e o chopp, as quais
apresentam as seguintes caracteristicas:

- Cerveja

Produto estabilizado biologicamente através do processo de pasteuriza¢do, produto com

maior tempo de prateleira que dispensa refrigeracéo.
- Chopp

Produto ndo submetido a processo de pasteurizacdo, conservando qualidades

organolépticas e uma melhor qualidade de espuma por ndo desnaturar proteinas através de

tratamento térmico.

3.8. Métodos para determinacdo de capacidade
antioxidante

Nos Ultimos 10 anos a pesquisa sobre antioxidantes estimulou a procura pela
padronizacdo de um método antioxidante, tanto que revisdes de diversos métodos foram
publicados recentemente (Prior, et al., 2005; Pellegrini, et al., 2003; Tafulo, et al., 2010; Alam, et
al., 2013).

O estudo da atividade antioxidante de extratos vegetais, frutas, alimentos e bebidas em
geral produziu uma gama de analises de um mesmo parametro, a atividade antioxidante,
entretanto 0os complexos mecanismos de reagdo de cada método muitas vezes nao apresentam
valor bioldégico dos compostos antioxidantes, além de certos métodos apresentarem uma maior
seletividade para determinados compostos em sua reacdo, de modo a ndo contabilizar moléculas
de potencial antioxidante devido a ndo reatividade ou longo tempo de reacao (Prior, et al., 2005;
Pellegrini, et al, 2003; Molyneux, 2004).

Em métodos de andlise de teor de antioxidantes podemos separar as analises de acordo
com seus mecanismos de reacdo, que pode ser pela transferéncia de um atomo de hidrogénio ou
pela transferéncia de elétrons. Apesar do final da reagédo ser o mesmo, ha diferenca na velocidade

e mecanismo da reagdo. Para métodos baseados no hidrogénio, temos a medi¢éo da capacidade
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de um antioxidante em questao sequestrar radicais livres através da doacdo de uma molécula de
hidrogénio, enquanto para os métodos baseados na transferéncia de elétron, mede-se a
capacidade de um antioxidante ceder elétrons de modo a reduzir algum composto como metais,
carbonilas ou radicais livres (Prior, et al., 2005; Alam, et al., 2013; Apak, et al., 2014; Tafulo, et al.,
2010).

Para a escolha de um método antioxidante deve-se ter uma reacdo que apresente
relevancia biologica, com mecanismo conhecido, de simples aplicagéo, boa reprodutibilidade, que
possa se utilizar dos dois mecanismos de reagao antioxidantes e com instrumentacéo necessaria
disponivel. Nenhum método antioxidante pode ser considerado como acapacidade antioxidante
total, justamente por ndo existir um método que cubra todas as possiveis reacdes e mecanismos

tento relevancia biolégica (Prior, et al., 2005; Alam, et al., 2013; Apak, et al., 2014).

3.8.1. Determinagdo de fenois totais por Folin-Ciocalteu

A determinacdo de fendis totais pode ser considerado um teste antioxidante, ja que
quantifica moléculas de grande valor antioxidante, no caso, os polifendis. Além de possuir um
mecanismo basico de reacdo que € uma oxidacao/reducdo, de modo que pode ser considerado
outro método de andlise antioxidante (Prior, et al., 2005).

E um método desenvolvido em 1927 originado dos ensaios quimicos utilizados para uma
andlise de tirosina, onde os polifenéis sdo oxidados por uma solucdo reagente de molibdatode
tungsténio resultando em uma mudangade cor, mudando do amarelo parao azul. O método €
simples, sensivel e preciso, entretanto a reacéo € lenta em pH é&cido (Prior, et al., 2005; Tafulo, et
al., 2010).

3.8.2. Determinacao de capacidade antioxidante pelo método
CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity)

Método recente para a determinacdo da capacidade antioxidante através da reducdo de
fon metéalico, no caso Cu Il para Cu I, o mecanismo da reacdo segue o mesmo principio de
métodos como FRAP (Ferric-ion Reducing Antioxidant Parameter) e o método de fosfo-
molibdénio, onde um ion metélico é reduzido e formando um complexo de coloragdo diferente da
inicial (Prior, et al., 2005; Cekic, etal., 2009).

2+ +

Antioxidant Reduces
Cu(I)to Cu(l)

Cu(ll)Ne

Fig 10 — Reagéo de reducédo do complexo neocuproina/cobre (Apak, et al., 2014).
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No caso do CUPRAC a analise € menos seletiva que as outras e apresenta menor custo
e facil aplicacdo que as demais. Pois a FRAP nado reage com tibis, diferentemente do método
CUPRAC (Cekic, et al., 2009; Prior, et al., 2005; Alam, et al., 2013), além do custo por analise ser
menor. O método possui algumas vantagens como o fato de ser simples, os reagentes possuirem
boa estabilidade e uma boa reprodutibilidade das andlises. Além de reagir a um pH 7, condicdo

préxima a fisiolégica e ndo em um pH acido como na analise FRAP (Apak, et al.,, 2014).

3.8.3. Determinacéo de capacidade antioxidante pelo método
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Trata-se de uma andlise da capacidade antioxidante In vitro com certa relevancia bioldgica,

onde temos a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, como por exemplo; ROO*, HO*, °O2 e

ONOO™ as quais degradam um reagente, no caso a fluoresceina. Essa reacdo entre espécies
reativas do oxigénio ocorre a um pH e temperatura préximo do corpo humano, no caso pH 7,4 e
37°C. Justificando sua relevancia bioldgica ja que pH, temperatura e os radicais empregados no
meétodo estéo presentes condizem com os presentes em seres vivos. Além do fato de tais espécies
reativas conhecidas por implicarem processos oncogénicos e do processo de envelhecimento

celular no corpo humano (Prior, et al., 2005; Tafulo, et al., 2010).
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Fig 11 — Exemplo da cinética do método ORAC (Prior, et al., 2005).

O método consiste na leitura da fluorescéncia emitida em fung&o do tempo quando temos
a reagdo entre fluoresceina, fonte de fluorescéncia, e o reagente AAPH(2,2'-azobis(2-
metilpropionamidina) dihidrocloreto) com a funcdo de gerar os radicais da reacédo (Prior, et al.,
2005).

A intensidade da fluorescéncia € acompanhada gerando um grafico da cinética da reacao
de uma amostra ou composto antioxidante padrdo. A area do grafico produzido pela amostra deve
ser comparada com a area de um branco, uma solugao tampéo de fosfato, de forma a se obter a
area da regido formada entre a curva da amostra. Quanto maior a prote¢do da intensidade da
fluorescéncia, maior sera a area do grafico formado, logo maior sera a capacidade antioxidante

da amostra.
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3.9. Patentes

Como forma de proteger as formula¢gBes propostas foram produzidas algumas patentes
que relacionam as diversas formas de se adicionar o sabor e aroma das diferentes ervas
propostas, seja com a adicdo em apenas uma etapa ou em diversas etapas durante a producéo da
cerveja. Além de relacionar diferentes linhagens de leveduras e aditivos cervejeiros das diversas
fontes, como xarope de agave, rapadura e candy sugar.

O campo da invencdo dos depoésitos realizados estd em anexo ao final do documento,
podendo dar uma melhor no¢éo das patentes depositadas relativas a producdo de cervejas com

ervas.

4. Materiais e métodos

4.1. Substratos utilizados para fermentacao

Para a producdo do mosto de base em etapas preliminares foram utilizados os maltes
Pilsen, Munich Il e Melanoidina. Entretanto o uso de extrato de malte foi escolhido posteriormente
na producdo das formulacdes e no preparo de inéculos.

Os grdos de malte também foram utilizados para ensaios preliminares de producéo de
cerveja, 0s quais devem passar por uma etapa de sacarificagdo. Essa etapa € dispensavel para a
preparacdo do mosto quando utilizado o extrato de malte, de modo que as formulacdes foram
produzidas somente com extrato de malte, como forma de padronizar a producdo sem contar com
variacdes inerentes dos grdos de malte quanto a quantidade de proteina, enzimas e acUcares,
além da variagdo da eficiéncia do processo de sacarificagdo. A tabela 7 exemplifica as formulacdes
propostas no estudo com seus substratos utilizados.

Substrato: Lupulo Adjunto Ponto de adi¢cao

Extrato de malte Ché de lupulo Hallertau

Magnum

Extrato aquoso de
erva- mate torrada

Pré fermentacao

Extrato de malte

Extrato de malte

Extrato de malte

Extrato de malte

Ché de lupulo Hallertau
Magnum

Ché de lupulo Hallertau
Magnum

Ché de lupulo Hallertau
Magnum

Ché de lupulo Hallertau
Magnum

Extrato aquoso
de carqueja

Extrato aquoso
de chapéu-de-
~Nniirn

Extrato aquoso
de macela

Extrato aquoso de picéo-
preto

Pré fermentacao

Pré fermentacgéo

Pré fermentacgéo

Pré fermentacgéo
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Extrato de malte Cha de lupulo Hallertau Extrato aquoso de erva- Apos
Magnum mate torrada maturagao

Extrato de malte Cha de ltpulo Hallertau Extrato aquoso Apos
Magnum de carqueja maturagéo

Extrato de malte Cha de lupulo Hallertau Extrato aquoso Apos
Magnum de chapéu-de- maturacao

~Nniirn

Extrato de malte Cha de lupulo Hallertau Extrato aquoso Apos
Magnum de macela maturacao

Extrato de malte Cha de ltpulo Hallertau Extrato aquoso de picao- Apos
Magnum preto maturagao

Tabela 7 — Formulagdes de cervejas

O lbpulo utilizado é o Hallertau Magnum®, que tem como caracteristica um amargor
limpo e pouco aroma, sendo utilizado em diversos estilos de cerveja devido & sua versatilidade.
A tabela 7 mostra as formulagbes produzidas e seus distintos pontos de adicdo de ervas na
cerveja, enquanto na figura 12 demonstra-se com maior clareza a diferenca entre as etapas

escolhidas para a adicao.

Pre-fermentagéo

Preparacgéo do
mosto

Fermentacdo |—»| Maturagéo

7Y Envase
1
1
1
1
1
1

Pos-maturacao

Fig 12 - Exemplo dos pontos de adigdo das ervas

4.2. Cepa utilizada

A cepa selecionada para avaliar a adicdo de sabor foi de uma Saccharomyces
cereviseae US-05, vendida comercialmente pela empresa Franco-belga Fermentis. A levedura
utilizada possui um perfil de sabor neutro, tendo pouca producdo de ésteres e fendis com
carater frutado, baixa producdo de diacetil (off-flavor) e alta floculacdo, ou seja, um fermentado

mais limpo tanto em cor quanto em sabor. Ideal para producdes de cervejas de palato limpo e
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suave do tipo ale, como Blond, Kolsch e Pale. A tabela 8 apresenta o perfil de producéo de
alguns compostos de aroma e sabor, além da eficiéncia da linhagem na fermentagéo
(atenuacéo aparente) e condicao ideal de temperatura segundo a empresa Fermentis.

Esteres Totais 40 ppm - 18°Plato a 20°C
Alcoois superiores 269 ppm - 18°Plato a 20°C
Acucares residuais 11 g/L

Atenuacado aparente 81%

Temperatura de fermentagao 12-25°C (idealmente 15-

Tabela 8 — Caracteristicas da cepa utilizada US-05 Fermentis.

4.3. Preparacgéao do inoculo

A cepade Saccharomyces cereviseae US-05 foi mantida com a culturade tubos de
ensaio inclinados com agar Yeast Medium (YM) por 3 dias a temperatura de 28,5°C e em
seguida mantida sobre refrigeracdo. Material foi raspado de um dos tubos de cultura,
transferido para um erlenmeyer contendo 10 mL de meio YM por 24 horas a 28,5°C em um
shaker a 120 rpm. Depois o volume fermentado é adicionado em um erlenmeyer contendo 90
mL de extrato de malte a 10°Brix e fermentado nas mesmas condi¢des.

A cepa é novamente repicada em um volume de 900mL de extrato de malte a 10°Brix
nas mesmas condi¢des, para finalmente ser repicada em um volume de 3L com agitagédo
magnética a uma temperatura de 20°C por 48 horas.

Do fermentado final foram realizadas contagens em c@mara de Neubauer em
microscopio Optico Marca Micronal. Para cada amostra seguiu-se a taxa de inoculagédo de 100
milhdes/mL°Brix

4.4. Desenvolvimento de método de producéao de
cervejas em escala de bancada

Para poder realizar diversos testes em paralelo e com custo reduzido, foi necessario
trabalhar em pequenas quantidades de reagentes e volume de cerveja. No entanto, 0s riscos
inerentes a manipulagdo aumentam, possibilitando problemas como contaminacfes e oxidagéo
da cerveja produzida. Dessa forma, a primeira etapa do trabalho foi otimizar as condi¢cfes de

operacdo em da produgdo em escala de bancada com um volume final de 3L.
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4.4.1. Preparacao do mosto

Inicialmente o mosto foi preparado do modo convencional, utilizando-se grdos de malte
e contando com todas as etapas normais do processo (brasagem, filtracdo, fervura e
resfriamento). Entretanto a variabilidade entre cervejas pode ser consideravel quando levado
em conta a diferenca quanto a eficiénciada brasagem e o teor de proteina, aclcares e
enzimas dos maltes utilizados em cada uma das bateladas. De modo que aproducao do mosto
é feita a partir do uso de extrato de malte como fonte de aglcares, visto que todas podem ser
feitas de um extrato de malte de um mesmo lote, diminuindo variagées quanto a quantidade de
acucares, justificando a escolha do extrato de malte.

Para produzir um mosto doce nédo lupulado com a quantidade de acUcares desejavel se
é adicionado aproximadamente 3,3 kg de extrato de malte seco claro, a densidade é
acompanhada através de um refratdbmetro e qualquer correcdo € feita com adicdo de mais
agua ou extrato de malte, de modo a se obter uma cerveja com densidade de
aproximadamente 1,050 + 0,005. Uma densidade que estd em concordancia com os
estilos de cerveja propostos anteriormente.

A etapa da fervura foi suprimida a simplesmente a uma pasteurizacdo do mosto doce
por 75°C durante 15 minutos, seguida de uma rapida refrigeracdo do mosto com o auxilio de
um trocador de calor do tipo Chiller. Como ndo existe uma fervura a isomeriza¢éo do lupulo
com o calor ndo é possivel, logo a forma de se amargar a cerveja € através da adicdo de um
cha de lupulo previamente produzido. O ch& de lupulo é adicionado no mosto doce resfriado

antes da inoculacdo da levedura.

4.4.2. Preparacao do cha delupulo

Com o intuito de simular a fervura e padronizar as cervejas, foi produzido um cha de
IGpulo com a adicéo de 25 g de lipulo para 500 mL de agua em um erlenmeyer. O erlenmeyer
deve ser autoclavado a 121°C por 15 minutos. A autoclavagem produz um efeito similar a de
uma fervurade 60 minutos de modo a conseguir um efeito de isomerizagéo do lipulo da mesma

forma, entretanto em menos tempo (Deeds, 2013).

4.4.3. Fermentacgao

Algumas melhorias quanto ao design do fermentador foram realizadas, principalmente
por problemas relativos a retirada de amostras e do produto finalizado. Quando utilizado o
primeiro modelo de reator (Fig. 13), as retiradas de amostras eram realizadas com uma pipeta
esterilizada e uma lamparina, entretanto a abertura e fechamento favoreciam a entrada de ar
no headspace do fermentador, favorecendo o crescimento de microrganismos aerobicos que
podem afetar negativamente o sabor do produto. A retiradado fermentado era realizada pelo
método de sifonamento, o qual fazia a cerveja entrar em contato com o oxigénio do ar e

produzindo mesmo que em pequena quantidade a oxidacdo do produto.
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Fig 13 — Modelo inicial Fig 14 — Modelo final

O segundo modelo de reator (Fig 14) tem a vantagem da retirada tanto de amostra
quanto do produto finalizado ser realizado sem a abertura do frasco e com a injecdo de CO2,
no caso 0 mesmo gas utilizado para produziro efeito de carbonatacdo no produto. Da mesma
forma que a inje¢do de indculo ou um extrato pode ser efetuado pelo mesmo sistema sem

necessitar a abertura do mesmo como é exemplificado na figura 15, logo abaixo.

Fig 15 — Exemplo de extracéo de fermentado e adigdo de extrato aquoso

4.4.4. Gaseificacao

As cervejas uma vez fermentadas e maturadas passam pelo processo de adicdo de
gas carbdnico de forma a conferir o efeito frisante na bebida. Duas técnicas foram empregadas,
sendo a primeira a refermentacdo em garrafa e a segunda a carbonatacdo forcada através do

sistema Carbonator Cap®. A refermentagdo em garrafa € um processo onde deve-se adicionar
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uma nova quantidade de aclUcares de modo a iniciar uma segunda fermentacdo dentro da
garrafa e obter o gas carbdnico dissolvido na bebida através dela, porém tal processo requer

um periodo de pelo menos uma semana para se obter resultados satisfatérios.

Fig 16 — Exemplo dos equipamentos utilizados para a carbonatacao.

O processo de fermentacdo em garrafa também produz pequenas mudancas no sabor
da bebida, devido a autdlise de leveduras na garrafa (White & Zainasheff, 2010). Ja o processo
com o Carbonator Cap® produz o efeito frisante em qualquer bebida com apenas algumas
horas sem nenhuma alteracdo de sabor da mesma, e é similar a carbonatacao realizada em
industrias, sendo esse um dos motivos pelos quais o método foi adotado, em detrimento da

refermentagdo em garrafa.

4.4.5. Preparo de incubadora/maturadora

O controle de temperatura é fundamental para uma boa fermentacéo e producédo de
sabores e aromas dentro do esperado para uma determinada linhagem de levedura. Portanto
para possibilitar uma fermentacdo em paralelo de uma triplicada dos fermentadores produzidos
com garrafées de vidro ambar a instalacdo de um termostato foi feita em um freezer do tipo
horizontal como um meio de se controlara temperatura de fermentacéo e maturagédo, no caso
20 e 4°C respectivamente. A quantidade de garrafdes condizente a uma variagdo para as com

todas as triplicadas e o freezer adaptado aparece na figura 17 abaixo.

Fig 17 — Exemplo de gafrafﬁes fermentadores e incubadora adaptada.
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4.5. Preparacéo do extrato aquoso das ervas

Para este estudo foram utilizadas as ervas mate tostado, macela e carqueja, adquiridos
no Mercado Municipal de Curitiba e com excec¢do do chapéu de couro e picdo preto que foram
adquiridos no Phyto shop todos em Setembro de 2015, com validade de aproximadamente 6
meses.

Em um erlenmeyer contendo agua em fervura adiciona-se a quantida de erva
necessaria para os ensaios, no caso 30 g/L. Para tal € pesado uma massa de 3 gramas de
cada uma das ervas com a adicdo de 100 mL de agua em ebulicdo e infusionadas por um
periodo de 10 minutos. De modo a terminar a infusdo e baixar a temperatura do extrato
aquoso, os erlenmeyers sao colocados em um banho-Maria com agua a temperatura ambiente
para efetuar o resfriamento.

Terminada a infusé@o a solucéo é filtrada e o liquido armazenado para uso em analises

e para a adi¢édo nas formulagdes.

4.6. Métodos analiticos

4.6.1. Determinacdo da densidade do mosto doce
e fermentado através de refratbmetro

Com a cerveja descarbonatada adicionar algumas gotas no refratdmetro e medir o
valor obtido em °Brix ou massa especifica, com as devidas corre¢des relativas a temperatura
da amostra. Lembrando que as leituras do mosto fermentado necessitam de correcdo através
de tabela encontrada em (Palmer, 2006), ja que o alcool e metabdlitos secundarios afetam a

leitura do refratbmetro.

4.6.2. Determinacdo da densidade do mosto doce e
fermentado através de densimetro

Adicionar em um proveta 250 mLdo mosto doce ou fermentado e com o auxilio de um
densimetro medir a densidade do liquido. O valor obtido deve ser corrigido de acordo com a
temperatura do liquido com a utilizacdo de uma tabela de correcdo de temperatura encontrada
no livro de (Palmer, 2006).

4.6.3. Determinacao da fermentabilidade do mosto por
atenuacéo forcada

O proposito do ensaio é de avaliar o limite de atenuacdo de um mosto especifico. A
atenuacao € a capacidade de uma determinada linhagem de levedura consumir os aglcares

presentes no mosto.
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Para isso, uma aliquota de 300 mL é retirada e fermentada a uma temperatura mais
elevada, no caso de leveduras de Ale 35°C, para Lagers a 27°C durante o periodo de 24 horas.
Com o final da atividade tem se a leitura do massa especifica ou Brix. O resultado é utilizado
somente para obter o limite da fermentacdo, atenuacdo, e ndo diagnosticar problemas na
mesma (Deeds, 2013).

4.6.4. Determinacao da cor por espectrometria — AOAC Official
Method 976.08

Consiste na leitura de absorbancia a 430 nm. E necesséario descarbonatar a cerveja
com um agitador magnético a uma baixa velocidade de rotacdo. Em seguida, a amostra é
diluida para que a absorbédncia a 430 nm esteja de acordo com a linearidade do
espectrofotdmetro. Usar cubetas de 5 mm tem avantagem de se analisar cervejas com grande
intensidade de cor sem a necessidade de diluicdo. Filtra-se a amostra através de uma
membrana filtrante de 0,45 um.

A partir dos resultados obtidos pela absorbancia no comprimento de onda de 430 nm
pode-se determinar a cor da cerveja em EBC (European Brewery Convention) a partir da

formula:
Cor (EBC)=A xf x 50

Onde A é a absorbéancia a 430 nm em uma cubeta de 10 mm e f € o fator de diluicéo e

50 sendo um fator inerente da técnica, para cubetas de 5 mm se usa 25.

4.5.5. Determinacdo das unidades de amargor (IBU) — AOAC
Official Method 970.11

Consiste de um método reconhecido internacionalmentepela AOAC, EBC (European
Brewers Convention e ASBC (American Society of Brewing Chemists) na qual uma extragédo
com iso-octano é realizadae quantificada em espectrofotdmetro de modo a se padronizar uma
unidade para a sensac¢do do paladar conhecida como amargor.

Pipetar 10,0 mL de cerveja descarbonatada em um tubo de centrifuga de 35 mL ou um
frasco cOnico de 50 mL. Adicionar 0,5 mL de HCL (6mol/L) e 20 mL de iso-octano. Adicionar 2 a
3 contas de vidro no tubo. Fechar os tubos hermeticamente e agitar por 15 minutos a uma
temperatura de 20+1 °C até que a extracao tenha alcangado o seu limite, agitar em um shaker
rotatério a 130 + 5 rpm ou agitar manualmente. Medir a absorbéancia da fase do iso-octano a
275 nm em intervalos durante a extragao até que a absorbancia esteja estabilizada.

Deixar a emulsdo decantar, centrifugar os tubos por 3 minutos a 3000 rpm (ou usar um
funil de separacdo) Medir a absorbancia da fase iso-octano em uma cubeta de 10 mm a 275
nm, usando o iso-octano puro como referéncia. Antes de realizar a medicdo a cubeta deve ser
lavada com uma parte da fase de iso-octano. Anotar a absorbancia medida apds alguns

segundos.

41



A absorbanciadeve ser feita com até 20 minutos apés acentrifugacao (ou separa¢édo no

funil) porque maiores atrasos afetam a medida.
Amargor (IBU)=50 x A275

Onde A275 é a absorbancia a 275 nm medida com iso-octano como referéncia.

4.5.6. Métodos para determinacdo de capacidade antioxidante

4.5.6.1. Determinacdo de capacidade antioxidante pelo método
CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity)

A andlise é efetuada preparando-se trés solugfes reagentes: 1) uma solugao de cloreto
de cobre (1) a 0,01 M, preparada com dissolvendo-se 0,4262 g de CuCI2.2H20 em 250 mL de
agua deionizada; 2) uma solugédo tampéo de aménio de pH 7 a 1 M, preparada dissolvendo-se
19,27 g de acetato de amdnio, e 3) uma solugdo de neocuproina a 7,5 mM preparada
diariamente, dissolvendo 0,039 g de neocuproina em 25 mLde etanol & 96% (Apak, et al., 2014;
Cekic, et al., 2009; Alam, et al., 2013).

Na analise, em um tubo de ensaio adiciona-se 1mLde solucdo de Cu(ll), ImL de
solucdo tampéo, 1 mL da solucéo de neocuproina e 0,5 mL da amostra e completa-se para um
volume total de 4,1 mLcom 0,6 mLde agua deionizada. Deixa-se a mistura reagir por 1 hora e
em seguida determina-se a absorba&ncia a 450 nm e compara-se com um reagente branco
(Apak, et al., 2014). A curva padrdo foi efetuada utilizando o mesmo procedimento usado para
0 Trolox® (6,25-100,0uMol).

4.5.6.2. Determinacdo de capacidade antioxidante pelo método
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

A analise é efetuada com o auxilio de uma micro placa de 60 pocos, onde adiciona-se
25 pLde amostra, 150 pLde fluoresceina e 25 pyLde AAPH. A fluoresceina e o AAPH séao
adicionados de maneira automatica pelo equipamento TECAN Infinite® 200MPRO, o qual
possui injetores automaticas e dois reservatérios para as solugbes reagentes (Prior, et al.,
2005).

A amostra é excitada a um comprimento de onda de 485 nm, e em seguida séo feitas
leituras da diminuicdo da fluorescénciaa 528 nm durante um periodo de 60 minutos, com
leituras a cada intervalo de 60 segundos. A reacdo deve ocorrer a uma temperatura de 37°C +
0,5, a qual corresponde a faixa 6tima de producédo de radicais através do reagente AAPH
(Alam, et al.,2013; Tafulo, et al. 2010).

Os pocos exteriores da microplacas sao preenchidos com 300 pLde agua deionizada

de forma a garantir uma maior estabilidade térmica da andlise.
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Qo || =

AUC=1+ 3> filfo

P

AUC = Atividade antioxidante
fo = fluorescéncia inicial
fi = fluorescéncia no tempo i

i =tempo
4.5.6.3. Determinacao de fenqis totais por Folin-Ciocalteu

O ensaio consiste primeiramente da constru¢cdo de uma curva de calibracdo, onde se
utiliza o acido gélico como padréo. A partir de solucdo mée de 4cido galico sdo preparadas
diversas concentra¢cBes, no caso variando de 3,9 a 125 mg/L. Para todas as concentragfes e
amostras adiciona-se em um tubo de ensaio 0,5 mL de amostra e 2,5 mL de um dissolucéo
seriadade 1:1000 do reagente de Folin-Ciocalteu, que se deixa reagir no escuro por 5 minuto
a temperatura ambiente. Em seguida, séo adicionados 2 mLde carbonato de sédio a 7,5% v/v,
a solugcédo é homogeneizada e mantida por 1 hora em repouso e abrigo da luz. Cada uma das
amostras deve ser determinada em espectrofotdmetro a uma absorbanciade 740 nm (Alam, et
al., 2013; Turkmen, et al., 2006; Tafulo, et al., 2010). Utilizando-se o metanol como branco da
reacdo, as amostras sdo expressas em equivalentes de acido galico (GAE), ou seja, mg de
acido gélico por g da amostra. O GAE pode ser calculado usando-se a seguinte equacao:

CxV
GAE = —
m

Onde:
GAE = equivalente em acido galico;
C = Concentragdo de &cido galico em

mg; V = Volume de amostra no teste;

m = massa do extrato em g.
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5. Resultados e discussao

Este trabalho foi conduzido com alguns experimentos exploratérios, os quais se definiu
a forma de produzir pequenos lotes de cervejas modificadas com a adicdo de ervas, seguido da
selecdo de ervas foi realizada com base na literatura e uso popular, e finalmente a produgéo
das cervejas em si e a sua andlise fisico quimica. As formulacdes produzidas foram objeto de 4
pedidos de deposito de patente, conforme Anexo 4.

O processo desenvolvido consiste na adicdo dos extratos aquosos, ou das proprias
ervas, em diferentes pontos do processo produtivo. No entanto, dada a necessidade de
padronizar as formula¢c®es, garantir repetitividade e diminuiro nimero de experimentos, as

formulacées para estudo de potencial antioxidante usaram exclusivamente extratos aquosos.

5.1. Experimentos exploratérios

Com o objetivo de explorar a viabilidade do experimento em uma pequena escala, uma
primeira batelada de cerveja foi produzida. 5 fermentadores de 4 L contendo 3 L de cerveja
foram produzidos. Como intuito de verificar diferengas de sabor entre extrato e folha da erva-
mate torrada usamos uma mesma cepa de levedura com a caracteristica de boa atenuagéo do
mosto e carater limpido de aroma e sabor.

O mosto foi produzido com 3 kg de malte Pilsen, 0,5 kg de malte Melanoidina Light e
0,5 kg de malte Munich. A rampa de brasagem consistiu de uma infusdo 67,8°C durante 60
minutos seguido de um aumento da temperatura até 75,6°C durante 10 minutos e manter a
mesma temperatura por mais 10 minutos.

A adicao de folha e extrato ocorreu na etapa de maturagdo durante o periodo de um
dia. Onde o fermentador n°1 funcionou como controle, ndo contendo nenhuma adi¢do, os
fermentadores n°2 e 3 tiveram a adicdo de 5 g de extrato seco de erva-mate torrada, os
fermentadores n°4 e 5 tiveram a adicao de 3 g de folhas de erva-mate torrada.

As cervejas foram carbonatadas com uma segunda fermentacdo em garrafa com
adicdo 9 g de acucar refinado em solu¢do aguosa como fonte de carbono para producao do
gas. Foram obtidas 4 garrafas de 600 mL por fermentador.

Tal método se mostrou pouco eficiente e um alto tempo de producdo devido a
carbonatacéo por segunda fermentacdo em garrafa quando comparado-se a uma carbonatacao
forcada. P6de-se observar uma notavel mudanga do sabor nos experimentos iniciais com mate
tostado, devido & segunda fermentacéo em garrafa.

Levando-se em conta a grande variabilidade dos insumos utilizados para a producéo,
além de possiveis variagfes inerentes do processo como a brasagem, optou-se utilizar o
extrato de malte seco como forma de substituiros carboidratos produzidos através da
sacarificacdo dos graos de malte na etapa de brasagem. O extrato de malte seco permitiu um
maior controle da quantidade de agUcares presente em cada batelada de cerveja e também um

maior padréo de qualidade, visto que o extrato utilizado era proveniente de um mesmo lote.

44



Ensaios preliminares com a adicdo de cada uma das ervas em cervejas comerciais
foram realizados de modo a determinar a quantidade a ser adicionada para se obter um sabor
equilibrado, lembrando-se que a intengdo é de se adicionar um sabor e ndo sobressair os
demais sabores caracteristicos da cerveja através de uma adicdo extremamente concentrada
de alguma das ervas.

Foram produzidas infusdes de concentracfes de 10, 30 e 50 g/L. Para um volume de
100 mL de cerveja sdo adicionados 10 mL dos chas produzidos. Nota-se um melhor
equilibrio de sabor para a concentracdo de 30 g/L. Quando se adiciona somente 10g/L o sabor
ndo produz intensidade suficiente para se destacar na cerveja, e na adi¢do de 50 g/L temos um
sabor predominantemente das ervas adicionas.

Ressalta-se que diferencas entre as ervas em intensidade sdo evidentes, mas com tal
concentracao pode-se compararo sabor, cor e capacidade antioxidante com adi¢cdes de mesma
ordem. A definicdo de qual é a melhor concentracdo para cada uma das ervas geraria um
trabalho em paralelo de desenvolvimento de produto. Como a intencdo neste trabalho é de
buscar quais ervas poderiam ter uma maior aceitabilidade e potencial antioxidante, ndo foi
realizada a otimizacao individual de formulagfes para cada erva.

5.2. Determinacao de fermentabilidade através de
fermentacéo forcada

A fermentac@o de uma aliquota de mosto doce nédo lupulado feita em condi¢des de
temperatura mais elevadas que a fermentagdo e com a mesma quantidade de inoculo serviu
como referénciado limite de fermentacéo, ou atenuacéo, do mosto. Seja por caracteristicas da
linhagem utilizada ou por caracteristicas do processo que possam afetar a eficiéncia da
fermentacdo, pois leveduras do tipo Saccharomyces cerevisiae ndo possuem a capacidade de

consumir certos tipos de aglcares como dextrinas.

Densidade (g/cm3) Mosto autoclavado Mosto néo autoclavado
Densidade Original (OG) 1,057 1,057
Densidade Final (FG) 1,038 1,017
Teor alcodlico estimado (ABV) 2,5% 5,3%
Atenuacgédo aparente (%) 32% 69%

Tabela 10 — Teste atenuagéo forcada com extrato de malte

Foi evidenciado que fervuras maiores que uma hora e até a autoclavagem do mosto a
base de extrato de malte tinha uma atenuagdo muito menor do que daquela de um mosto sem

o tratamento térmico. Reac¢des de Maillard e de pardamento, apesar de produzirem sabores
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desejaveis para alguns estilos de cerveja, podem comprometer os acucares fermentesciveis do
mosto, produzindo uma cerveja de menor teor alcodlico que o esperado e também leve sabor
adocicado(Bamforth,2002).

5.3. Determinacéo de cor da cerveja

Mudancas na cor da cerveja eram esperadas, jA que algumas das ervas possuem
intensidades diferentes de cor nas suas infusdes. Entretanto a diferenca demonstrou ser
minima visualmente. Somente com o auxilio de um espectrofotémetro foi possivel notar alguma
diferenca entre as formulacdes propostas.

Diferengas entre pontos de adigdo das ervas ndo foram perceptiveis com a quantidade
de ervas adicionadas, mesmo para 0 mate que possui uma forte cor ambar escuro. A diferenca
entre os pontos de adicdo se devem principalmente pela qualidade do extrato de malte
utilizado, que apesar de ser do mesmo fabricante, apresentou grande diferenca de cor entre
lotes. Fato que explica a diferenca de cor entre brancos de diferentes lotes.
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Figura 18 — Cor das cervejas produzidas com ervas com adi¢do 30g/L ap6s maturagdo
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fermentagao

5.4. Determinacéo do amargor em IBU

Os ensaios realizados com as cervejas produzidas demonstraram pouca variacdo do

amargor das cervejas quando existe a adicdo de ervas nas mesma. Diferengas entre etapas

podem ser atribuidas a diferenca de densidade de algumas das amostras e interagbes de

moléculas das ervas com outras da cerveja ou mesmo com o metabolismo da levedura.

As diferencas entre a densidade (quantidade de aclicarno mosto) das adi¢cdes pode ser

0 responsavel pela diferenca entre as duas amostras, visto que na adi¢cdo pré-fermentagdo as

formulagbes possuem um pouco mais de aclcar, logo a mesma quantidade de ervas e lapulo

ndo produzira um efeito de amargor igual a uma amostra com menos agucares. Pois agucares

residuais podem causar uma leve sensac¢do de dogura residual na cerveja.

O ensaio foi

provaram nao ser um método de aplicacdo a chéas e infusBes de ervas.

30

Amargor em IBU
= N N
(9] o wv

=
o

(6]

Pds-maturacao

B Mate

m Macela

M Carqueja
Chapéu-de-couro

B Picdo

m Branco

Figura 20 — Amargor das cervejas produzidas com ervas com adigdo ap6s a maturacéo

também realizado com as ervas, entretanto leituras ndo condizentes
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5.5. Determinacao de fendis totais pelo método de Folin-
Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu ndo apresentou resultados satisfatérios quanto as cervejas

e suas adi¢bes em diferentes etapas do processo como pode se observar nos gréficos (Fig 22

e23). Nao se observou nenhuma diferenca significativa entre etapas e formulagfes diferentes.

Com relagédo as ervas utilizadas, elas apresentaram diferencas significativas quanto ao seu teor

de fenais totais, entretanto a analise foi feita logo apds o preparo da infusdo. A andlise quando
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Figura 22 — Fendis totais das ervas infusdes de 30g/L segundo método Folin-Ciocalteu
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feita alguns dias apés o preparo do cha ja demonstrava resultados diferentes do observado,

alteracdo que pode se repetir na formulagdo das cervejas. Analises de antioxidantes

realizadas com erva mate em diversas concentracdes e temperaturas de infusdo apresentam

resultados superiores quando usados em concentragdo de 20 g/L, com resultados de ordem de

2000 - 3000 mg equivalente de acido galico por g/L (Santos, et al.,

2015).

Deve-se lembrar que a erva-mate utilizada € do tipo torrada, passando porum processo

de tratamento térmico que além de conferir cor e sabor, degrada moléculas de valor nutricional

e possivelmente com potencial antioxidante. Valores semelhantes ao obtido pelo método de

Folin-Ciocalteu sao relatados por (Turkmen, et al., 2006) no qual o cha mate quando preparado

com agua apresenta um valor de 65 mg/g de equivalente em acido galico, enquanto o valor

obtido no presente estudo é de 60 mg/g para o cha mate feito em umaconcentragdo de 10g/L.
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Figura 23 — Fendis totais das cervejas com adi¢do pds-maturacdo segundo método Folin-Ciocalteu
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Verifica-se em especial que a atividade antioxidante como fendis totais das cervejas
com adicdo pré-fermentacao foi equivalente a da cerveja sem adicdo, o que pode indicar que

no processo houve degradacao ou remocéo (e.g. precipitacdo) das substancias antioxidantes.

5.6. Determinacao da capacidade antioxidante pelo método
CUPRAC

O método CUPRAC apresentou alguns resultados distintos dos outros métodos quanto
as diferentes formulacdes, onde é percebido uma capacidade antioxidante um pouco mais
elevada para o picdo e chapéu-de-couro, que para os chas figuram como menores que a da
erva- mate tostada. Esta Ultima ndo apresentou mudancas positivas quanto a capacidade
antioxidante nas formulacdes como pode ser visto nos graficos presentes nas figuras 25, 26 e
27.

Tal diferenca se apresentou com uma diminuicdo dessa capacidade, sugerindo
novamente intera¢cdes entre moléculas presentes nos extratos aguosos com compostos
presentes no fermentado ou no metabolismo da levedura. Considerando-se que a diminuigdo
dessa capacidade ocorreu quando a adicdo foi feita antes da fermentacdo. Um perfil
semelhante ao do método de Folin-Ciocalteu se apresentou quando o teste foi realizado com
as ervas utilizadas.

Segundo (Nakamura, et al.,2013) a carqueja apresenta uma capacidade antioxidante
maior que a da erva-mate verde, contrariando os resultados obtidos. Uma comparac¢éo direta
entre estudos ndo é possivel visto que a curva padrdo produzida pelo o estudo utiliza o acido
ascorbico como padrdo. Entretanto fatores como o armazenamento, idade da planta e
condi¢cbes de cultivo afetam diretamente o resultado do ensaio. Estudos das outras ervas
utilizadas com este método ainda nao foram publicados, ndo sendo possivel uma comparacéo

com a literatura.
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Figura 25 — Atividade antioxidantedas ervas segundo método CUPRAC
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5.7. Determinacédo da capacidade antioxidante pelo

método ORAC

Os ensaios efetuados segundo o método ORAC apresentaram diferenca entre as

formulacgbes produzidas. Sendo em ambos os pontos de adi¢do o Picdo possuindo uma maior

capacidade antioxidante neste método. Porém entre as ervas nao figurando como a melhor em

teor de antioxidantes, sendo superada somente pelo o chapéu-de-couro. Demonstrando como
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compostos diferentes podem reagir de formas diferentes quando utilizadas andlises com principios
de reacdo diferentes.

Entretanto € notavel a diferenca da capacidade antioxidante para algumas ervas quando a
fermentacdo ocorre com o extrato aguoso. Onde novamente pode-se notar que as ervas podem
acabar participando de alguma rota metabdlica da levedura, alterando a capacidade antioxidante da
mesma com a producdo de diferentes compostos. Uma comparagcdo com a literatura ainda nao é
possivel pela falta de publicagbes confiaveis relativas ao método ORAC com algumas ervas

nacionais.
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Figura 28 — Atividade antioxidante das ervas segundo método ORAC
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Em suma, verifica-se que a atividade antioxidante das cervejas formuladas ndo tem
sempre correlacdo direta com a atividade antioxidante original dos extratos aquosos. Duas
razfes explicam esse comportamento: 1) a adicdo de extratos foi equivalente a 3 g de erva/L
de produto formulado, uma concentracdo que é justificada pela necessidade de néo
descaracterizar a bebida, mas que equivale a 10 a 30% da concentra¢do usada em infusdes
tipicas. Essa concentracdo relativamente baixa pode ndo permitir aumento significativo da
atividade antioxidante das cervejas. 2) A adicéo pré-fermentacéo, em particular, pode permitir a
degradacéo ou precipitacao de parte dos principios ativos das ervas.

Ainda assim, as formulagbes desenvolvidas apresentam potencial atividade
antioxidante, em especial pelo que indica o0 método ORAC. Esses resultados sao importantes
porgue indicam o caminho para o desenvolvimento de novas formula¢des: é possivel preservar
parte da capacidade antioxidante das ervas. Em conjunto com andlises sensoriais, uma
otimizacdo de formulagéo pode levar a produtos com uma atividade antioxidante mais marcada,

mantendo o sabor agradavel e diferenciado dado pelas ervas adjuntas.
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6. Conclusao

O uso de diferentes métodos antioxidantes pode somente nos dar uma breve nocao de
como uma determinada erva, bebida ou alimento pode nos trazer de beneficio, pois diferentes
mecanismos de reacdo e enzimas estdo atuando no corpo humano, sendo assim, impossivel
prever o comportamento de uma determinada substancia ou uma solucdo com diversas
substancias ditas de capacidade antioxidante.

Diferencas existem entre cervejas quanto a capacidade antioxidante, porém nada que
possa se afirmar a superioridade de uma face a outra, pois o efeito de dissolucdo do extrato
aquoso dos chas na cerveja torna a capacidade antioxidante de uma erva antes superior a outra
muito pequena quando na cerveja.

Ao se afirmar que uma cerveja possui maior poder antioxidante que outra no mercado um
€ argumento que tem muita pouca influéncia no poder de venda do produto, levando-se em conta
gue na maioria das vezes o consumo de cerveja ou de cervejas especiais é pela busca de um
produto de sabor j4 esperado ou entdo por sabores diferenciados. Entretanto o mais comum na
compra de cervejas em um cenario maior, seria por aquelas de baixo teor alcodlico, refrescante e

de baixo custo. Onde o preco é o fator de compra, e ndo tanto o sabor e composicéo diferenciada.

7. Trabalhos futuros

- Estudar a viabilidade do uso de frutas e madeiras nativas na produgéo cervejeira, além

de outras ervas nativas.

- Estudar a influéncia de outras linhagens de levedura e suas interacbes com as ervas.

- Avaliar a atividade antioxidante das ervas e cervejas através de métodos In vivo.
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9. Anexos

Curva padrdo teste Folin-Ciocalteu:
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Curva padrdo teste ORAC:
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Compilacdo dos dados de repeticdes da etapa de adicdo pdés-maturacao
Adicdo apds maturacdo

Mate — Adicao final

Repeticéo 1 2 3 Média
Cor (EBC) 13,8 11,5 11,6 12,8 +1,3
Amargor(IBU) 25 21,3 24,5 236+2,0
0G (g/cm3) 1,049 1,050 1,052 1,050 + 0,001
G (g/cm3) 1,019 1,021 1,020 1,020 +0,001
ABV (%) 3,94 3,94 4,2 40+0,1
Folin-Ciocalteu (Eq em 36,2 41,5 36,7 38,1+29

UM de Ac Galico)

CUPRAC (Eq em upM 22745 2700,2 22225 2399,1 +262,1
de Trolox)

ORAC (Eq em puM de 13855,5 10637,8 10058,1 11517,2 +2045,7
Trolox)

Macela — Adigéo final

Repeticéo 1 2 3 Média
Cor (EBC) 9,4 9,2 10,8 9,8+0,9
Amargor(IBU) 23,9 21,3 24,5 232+1,7
oG (g/cm3) 1,049 1,050 1,052 1,050 + 0,001
FG (g/cm3) 1,019 1,021 1,020 1,020 +0,001
ABV (%) 3,94 3,94 4,2 40+0,1
Folin-Ciocalteu (Eq em 36,4 43,5 35,9 38,6 £4,2

uM de Ac Galico)

CUPRAC (Eq em pM 2160,2 2596,4 2277,9 2344,8 +225,6
de Trolox)

ORAC (Eq em uM de 9788,1 9729,6 11751,8 10423,2 +1151,0
Trolox)

Carqueja — Adicéo final
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Repeticédo
Cor (EBC)

Amargor(IBU)

oG (g/cm3)

FG (g/cm3)
ABV (%)

Folin-Ciocalteu (Eq em
uM de Ac Galico)

CUPRAC (Eq em uM

de Trolox)

ORAC (Eq em pM de
Trolox)

Repeticédo
Cor (EBC)

Amargor(IBU)

0G (glcm3d)

FG (g/cm3)
ABV (%)

Folin-Ciocalteu (Eq em
UM de Ac Galico)

CUPRAC (Eq em pM
de Trolox)

ORAC (Eqg em pM de
Trolox)

Repeticédo

7,7
27,5
1,049
1,019
3,94

38,4

2246,8

7053,9

Chapéu-de-couro — Adicao final

1
7,8
28,8
1,049
1,019
3,94

36,7

2170,6

8550,4

8,7
21,3
1,050
1,021
3,94

44,9

2637,9

9873,9

2
12,9
18,7

1,050
1,021
3,94

43,8

2617,1

7749,4

Picao preto — Adicéo final

2

9,9
24,5
1,052
1,020

4,2

35,8

2153,2

6412,3

9,6
18,7
1,052
1,020

4,2

37,6

2063,2

7918,9

244+31
1,050 + 0,001
1,020 + 0,001

4,0+£0,1

39,747

2346,0 £257,1

7780,0 £1841,5

Média
10,1+2,6
22,1+5,8

1,050 0,001
1,020 + 0,001
40+0,1

39,4+3,8

2283,7 £293,8

8072,9 £442,2

Média
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Cor (EBC)
Amargor(IBU)
oG (g/cm3)

FG (g/cm3)
ABV (%)

Folin-Ciocalteu (Eq em
UM de Ac Galico)

CUPRAC (Eq em pM
de Trolox)

ORAC (Eqg em uM de
Trolox)

Repeticédo
Cor (EBC)

Amargor(IBU)

0G (glcm3)

FG (g/cm3)
ABV (%)
Folin-Ciocalteu (Eq em

uM de Ac Galico)

CUPRAC (Eqg em uM
de Trolox)

ORAC (Eqg em pM de
Trolox)

9,4

23,9
1,049
1,019

3,94

37,8

22295

11218,4

7,3
21,8
1,049
1,019
3,94

36,9

2018,3

6273,4

10

18,6
1,050
1,021

3,94

44,9

2631,0

17892,9

Branco — Adi¢éo final

2
8,4
21,3
1,050
1,021
3,94

38,3

2734,9

6624,2

10,6

21,3
1,052
1,020

4,2

38,4

2160,2

9354,5

9,1
245
1,052
1,020

4,2

37,3

2014,8

5756,2

10+0,6

21,3+26
1,050 0,001
1,020 + 0,001

4,0+0,1

40,4 £ 3,9

2340,2 +£254,2

12821,9 +4489,4

Média
8,3+0,9
22517
1,050 0,001
1,020 +0,001
40+0,1

375+£0,7

2256,0 +414,7

6217,9 *+436,7
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Compilacdo dos dados de repeti¢cbes da etapa de adicdo pré-fermentacdo
Adicdo antes da fermentacdo

Mate — Adic&o inicio

Repeticédo 1 2 3 Média
Cor (EBC) 31,2 30,5 30,8 30,8+0,4
Amargor(IBU) 19,8 21,3 18,8 199+1.2
oG (g/cm3) 1,058 1,055 1,057 1,057 +0,001
FG (g/emd) 1,021 1,019 1,020 1,020 +0,001
ABV (%) 4,86 4,73 4,86 48+0,1
Folin-Ciocalteu (Eq em 38,8 37,2 37,4 37,8+0,9

uM de Ac Galico)

CUPRAC (Eq em pM 3784,0 7107,5 6322,8 5738,1 +£1737,2
de Trolox)

ORAC (Eq em uM de 15882,2 11159,9 13394,8 13478,9 +2362,3
Trolox)

Macela — Adicao final

Repeticédo 1 2 3 Média
Cor (EBC) 30,5 30,3 32,0 30,9+1,2
Amargor(IBU) 20,1 22,0 19,9 20,7+1,1
oG (g/cm3) 1,058 1,055 1,057 1,057 +0,001
FG (g/cm3) 1,021 1,019 1,020 1,020 +0,001
ABV (%) 4,86 4,73 4,86 48+0,1
Folin-Ciocalteu (Eq em 39,1 37,1 37,4 378+1,1

uM de Ac Galico)

CUPRAC (Eq em pM 5215,0 7361,4 6622,9 6399,8 +1090,4
de Trolox)

ORAC (Eq em uM de 23409,2 13105,8 18173,9 18229,6
Trolox)
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Repeticédo
Cor (EBC)

Amargor(IBU)

oG (g/cm3)

FG (g/cm3)
ABV (%)

Folin-Ciocalteu (Eq em

uM de Ac Galico)

CUPRAC (Eq em pM

de Trolox)

ORAC (Eq em pM de

Trolox)

Repeticédo
Cor (EBC)

Amargor(IBU)

oG (g/cm3)

FG (g/cm3)
ABV (%)

Folin-Ciocalteu (Eq em

uM de Ac Galico)

CUPRAC (Eg em uM

de Trolox)

ORAC (Eqg em pM de

Trolox)

30,2
18,9
1,058
1,021
4,86

39,4

5122,6

22122,2

Chapéu-de-couro — Adicao final

1

31,6

19,6

1,058

1,021

4,86

37,9

6369,0

21469,1

Carqueja — Adicao final

2
27,9
23,2

1,055
1,019
4,73

38,5

7453,7

17959,2

2
30,8
21,7

1,055
1,019
4,73

37,2

6576,7

16657,7

29,1
20,3
1,057
1,020
4,86

36,8

5976,6

17402,5

32,5
20,2
1,057
1,020
4,86

37,1

7292,2

24273,2

Média
29,0+1,2
20,8+£2,2

1,057 +0,001
1,020 + 0,001
48+0,1

38,2+1.3

6184,3 +£1179,3

19161,3 +2579,3

Média
31,6+0,8
205+1,1

1,057 +0,001
1,020 0,001
48+0,1

37,4+04

6745,9 +484,3

20800 +*3851,6
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Repeticédo
Cor (EBC)

Amargor(IBU)

oG (g/cm3)

FG (g/cm3)
ABV (%)

Folin-Ciocalteu (Eq em
uM de Ac Galico)

CUPRAC (Eq em pM
de Trolox)

ORAC (Eq em pM de
Trolox)

Repeticéo
Cor (EBC)

Amargor(IBU)

oG (g/cm3)
FG (g/cm3)
ABYV (%)

Folin-Ciocalteu (Eq em
uM de Ac Galico)

CUPRAC (Eq em pM
de Trolox)

ORAC (Eqg em pM de
Trolox)

31,4
18,7
1,058
1,021
4,86

37,7

5792,0

22695,1

33,8
21,7
1,058
1,021
4,86

37,7

4914,9

16327,6

Picédo preto — Adicéo final
2
30,5
23,1
1,055
1,019
4,73

37,6

6576,7

17459,8

Branco — Adicao final

2
30,4
22,3

1,055
1,019
4,73

36,8

7199,9

14482,5

31,2
20,7
1,057
1,020
4,86

36,8

7084,5

27347,0

30,8
19,6
1,057
1,020
4,86

36,8

8469,3

10526,3

Média
31,0+0,4
20,8+£2,2

1,057 +0,001
1,020 + 0,001
48+0,1

37,405

6484,4 +651,2

22500,6 +4946,5

Média
31,7+18
212+14

1,057 £0,001
1,020 0,001
48+0,1

37,1+05

6861,4 +1801,22

13778,8 +2963,9
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Dados analises antioxidantes para ervas

Chas:
Ervas Folin-Ciocalteu CUPRAC ORAC
Cha Mate 609,5 £17,1 2969,2 +223,6 59449 £ 27,6
Macela 272,7 £6,7 2005,6 +130,6 5642,2,9 £1855,1
Carqueja 159,8 +1,5 1407,8 +910,7 6902,0 +2025,6
Chapéu-de-couro 216,1 £6,5 17425 +303,6 10358,2 +226,8
Picao-preto 332,4 £10,8 2291,8 +71,8 9539,4 +590,8
Patentes

Patente Erva-mate

Producéo de bebida fermentada tipo cerveja a base de malte e extrato soltuvel de llex spp.

Campo da invencao

[0001] A presente invencdo refere-se a elaboragdo de uma cerveja com a inclusédo de extrato
solavel (chd) de ervas do género llex, como por exemplo, llex paraguariensis St. Hil; llex
vomitoria; llex cassine; llex guayusa; llex kaushue; llex affinis; llex buxofolia, llex amara , tanto
na forma seca quanto na torrada, beneficiada. Relacionando os diversos métodos de adicdo de
sabores, aromas e substéncias bioativas com caracteristicas nutracéuticas e funcionais

presentes na erva.

Patente Chapéu-de-couro

Producdo de bebida fermentada tipo cerveja a base de malte e extrato solavel de
Chapéu-de- couro (Echinodorus macrophyllum; Echinodorus grandiflorus)

Campo da invencédo

[0001] A presente invencao refere-se a elaborada de uma cerveja a base de extrato solGvel
(chd) de chapéu-de-couro, (Echinodorus macrophyllum; Echinodorus grandiflorus), tanto na
forma seca quanto na forma fresca. Relacionando os diversos métodos de adi¢cdo de sabores,

aromas e substancias bioativas presentes no chapéu-de-couro.

71



Patente Carqueja

Producéo de bebida fermentada tipo cerveja a base de malte e extrato sollvel de Carqueja
(Baccharis trimera)

Campo da invencéo
0001] A presente invencéo refere-se a elaboracdo de uma cerveja a base de extrato sollvel

(cha) de carqueja, (Baccharis Trimera), tanto na forma seca quanto na forma fresca. Além de
espécies do genus Baccharis como a Baccharis articulata e Baccharis unicella, as quais
também sado popularmente chamadas de carqueja. Relacionando os diversos métodos de

adicdo de sabores, aromas e substancias bioativas presentes no carqueja.

Patente Macela

Producéo de bebida fermentada tipo cerveja a base de malte e extrato solUvel de Macela
(Achyrocline satureioides)

Campo da invencao

[0001] A presente invencdo refere-se a elaboragcdo de uma cerveja a base de extrato solivel
(chd) de macela, (Achrycocline satureoides), tanto na forma seca quanto na forma fresca.
Além de espécies do genus Achrycicline spp. como a Achrycicline flaccida, Achrycicline alata e
Achryciclinetomentosa, as quais também sdo popularmente chamadas de macela. Relacionando
os diversos métodos de adicdo de sabores, aromas e substancias bioativas presentes na
macela.
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