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RESUMO: Considerada uma das bebidas alcodlicas mais antigas do mundo, a cerveja esta
entre uma das mais significativas atividades produtivas da atualidade. Esse mercado tem
buscado produtos diferenciados daqueles produzidos em grande escala, como as cervejas
adicionadas de frutas, ervas e especiarias. Este estudo teve como objetivo analisar a qualidade
microbiologica, fisico-quimicas e as propriedades antioxidantes de uma cerveja artesanal com
a adicdo de casca de laranja e capim lim&o, ambos de origem agroecoldgica. Foram produzidos
20 litros de cerveja do estilo Blond Ale, dos quais duas formulagdes foram separas na etapa da
fervura: a) sem adicdo de produtos agroecoldgicos (controle) e b) com a adi¢do capim liméo e
casca de laranja. O mosto foi fervido por 1 hora, momento no qual ocorreu a lupulagem e a
adicdo do capim limdo 5 g nos 5 minutos finais da fervura) e casca de laranja 12 5 g nos 5
minutos finais da fervura). A cerveja foi fermentada a 18°C por 7 dias, seguida por etapa de
clarificacdo a 0°C por 15 dias. Ap0s isso, a cerveja foi engarrafa usando 5g por litro de cerveja.
Amostras da cerveja pronta foram utilizadas para as analises microbioldgicas de contagem total
de bolores e leveduras pela técnica em profundidade. As propriedades antioxidantes da cerveja
foram analisadas seguindo o método de Folin Ciocalteu ensaio DPPH e ensaio FRAP. Foram
analisados também o pH, teor de acidez, cor (EBC), extrato real e teor alcodlico das cervejas
prontas. Os resultados microbioldgicos revelaram a auséncia de bolores e a presenca de
leveduras. A formulacdo com adicdo dos produtos agroecologicos teve um conteudo de
compostos fendlicos totais de aproximadamente 4,8 vezes maior do que a formulacéo controle.
A atividade antioxidante pelo ensaio de FRAP foi significativamente maior na formulagdo com
adicdo quando comparada a formulacdo controle. A atividade antioxidante esta relacionada
proporcionalmente ao conteudo de compostos fenolicos da cerveja, pois 0s compostos
fendlicos tém a capacidade de reagirem com a molécula do radical estdvel DPPH, e quanto
maior este potencial, menor € o valor de EC 50. Nesta analise, as cervejas com adi¢do de capim
limdo e casca de laranja apresentaram um valor menor de EC 50 demonstrando uma maior
atividade antioxidante quando comparada a amostra controle. Ambas as formulacbes
presentaram pH de 4,2 e acidez total de 29 Meg/L. A adicdo dos produtos agroecol6gicos
produziu uma cerveja levemente mais intensa na cor, contudo ambas as formulacdes foram
classificadas como cervejas claras (EBC<20).
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INTRODUCAO

A cerveja € uma das bebidas alcodlicas mais antigas e mais frequentemente
consumidas ao redor do mundo (KAWA-RYGIELSKA et al., 2019). Conhecida como
“pao liquido”, devido ao seu valor nutricional semelhante e a utilizacdo dos mesmos
ingredientes (graos de cereais, agua e fermento) do péo, a cerveja acompanha a histéria
da humanidade h& pelo menos 6.000 a.C. Escavacbes arqueologicas descobriram
resquicios de bebida fermentada a partir de cereais que datam de 5.000 a.C. Outros
indicios mostram registros de aproximadamente 4.000 a.C. com simbolos da cerveja
como moeda de troca na Mesopotamia e Egito (MORADO, 2017).

Quando consumida com moderacao, a cerveja se apresenta como uma boa fonte
de compostos bioativos com efeito positivo na saide humana, como 0s compostos
antioxidantes. Estes compostos removem radicais livres e espécies reativas de oxigénio
que causam danos celulares, os quais podem levar a doencas degenerativas,
cardiovasculares e cancer. Na cerveja, compostos com atividade antioxidante séo

liberados do malte e do lipulo no processo de producio (JURKOVA et al., 2012).

Embora milenar, a producdo de cerveja esta entre uma das mais significativas
atividades produtivas da atualidade. No Brasil, a industria cervejeira, juntamente com a
de refrigerantes, representa 82% do volume de bebidas produzidas (JUNIOR et al., 2014),

0 que demonstra a importancia econdmica da cerveja no pais.

Devido a busca por produtos diferenciados daqueles produzidos em grande escala,
0 mercado de cervejas mantém crescimento em ritmo acelerado. Segundo o0 MAPA, em
dez anos (2008-2018), o Brasil demonstrou uma expressiva tendéncia de crescimento do
mercado de cervejas artesanais, demonstrado pelo aumento de 23% no numero de

cervejarias.

O crescimento acentuado do mercado de cervejas artesanais tem estimulado o
desenvolvimento de produtos diferenciados, com a adi¢do de frutas, ervas e especiarias.
A criatividade e inovacdo na producdo de cervejas apresenta-se com 0 objetivo nao

somente de produzir bebidas com aromas e sabores diferenciados, mas tambéem agregar

valor aos produtos utilizados.
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Uma das alternativas para criar novas formulacGes de cervejas artesanais consiste
em elaborar bebidas com a adi¢do de produtos agroecolégicos. Tais produtos sao
definidos como alimentos produzidos em sistemas que utilizam de forma sustentavel os
recursos naturais, livres de contaminantes, que preservam a biodiversidade e contribuem
para a criacdo de trabalho, respeitando os saberes e as formas de producéo tradicionais
(BRASIL, 2014). Nesse cenario, o Parana tem ocupado posi¢édo de destaque, com grande

parte de sua economia pautada na agricultura familiar e sustentavel.

METODOLOGIA

Elaboracéo da receita

As formulagdes das cervejas foram realizadas em software BeerSmith®. Ao todo,
foram produzidos 20 litros de cerveja estilo Blond Ale, os quais foram divididos, na etapa
de fervura, em duas porcdes de 10 litros de mosto para o desenvolvimento de duas
formulacGes de cerveja , sendo uma das formulagdes sem adicdo de produtos
agroecolégicos (controle), e a outra com a adi¢do desses produtos, sendo eles, folhas de
capim limdo e raspas de casca de laranja.

Os maltes utilizados para a fabricacdo da cerveja foram de cevada e de trigo, 0
lupulo escolhido foi o Hallertau Magnum e Nugget. A fermentacdo foi realizada com
fermento Ale Fermentis SafeAle US-05. Foi utilizada &gua mineral observado o valor de
pH na faixa de 4 e 9 (AQUARONE, 2001). Os produtos (capim limdo e casca de laranja)
foram adquiridos de propriedades em conversdo agroecoldgica da regido do Vale do Ivai-
PR. O capim liméo foi adquirido do Sitio Recanto Feliz, localizado no assentamento 08
de abril (Jardim Alegre-PR). A laranja péra foi adquirida da propriedade de Celito de
Souza, assentamento 08 de abril, Jardim Alegre/PR. Ambos o0s produtos foram
previamente higienizados com agua corrente, sendo a casca da laranja ralada para se obter
somente a parte externa e excluir sua parte branca. As folhas do capim limdo foram
cortadas em partes menores para facilitar a infusdo. A casca de laranja (12,5 g) e o capim
limdo (5 g) foram adicionados nos 5 minutos finais da fase de fervura em 10 litros de
mosto. A cerveja foi fermentada a 18°C por 7 dias, seguida por etapa de clarificacdo a

0°C por 15 dias. Apos isso, a cerveja foi engarrafa usando 5g por litro de cerveja.

Analises fisico-quimicas
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Todas as determinacdes foram realizadas na amostra descarbonatada. O teor
alcodlico foi mensurado com o auxilio de um densimetro e a tabela de conversdo da
densidade conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Duas
medic¢des foram realizadas, sendo a Densidade Original (OG) e a final (FG). O resultado

foi expresso em porcentagem de alcool por volume (ABV), como abaixo:
ABV = 0G -FG *131

As andlises de pH foram realizadas em potenciémetro com as amostras a 20°C. A
acidez foi realizada por volumetria de neutralizacao (IAL, 2008). A colorimetria por meio
de leitura da absorbancia espectrofotométrica (A) em 430 nm, utilizando-se o fator de
conversdo de 25. A cor seré calculada de acordo com a equacao abaixo e expressa em
EBC, seguindo o método European Brewery Convention (1987):

Cor (EBC) =Ax 25

O extrato real da cerveja foi determinado de acordo com metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2008),

Analise Microbioldgica de bolores e leveduras

Foi realizada utilizando-se a técnica em profundidade, onde uma aliquota de 1 ml
de cada diluicdo (102,102,103, 10, 10 e 10°®) foi transferida para placas de Petri vazias
e estéreis, em duplicata. O meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) na temperatura
de 50-55°C foi vertido nas placas e apos solidificacdo as placas foram incubadas a 25°C
por 5 dias. Considerando o limite minimo de 25 e maximo de 250 UFC, as diluicdes
selecionadas foram de 103 e 10 (SILVA et al., 2017).

Analises de antioxidantes

O contetdo de compostos fendlicos totais nas cervejas foi determinado em
aliquotas de 1 ml seguindo o método de Folin-Ciocalteu’s (SINGLETON; ROSSI, 1965),
usando acido galico como referéncia. Para a determinacdo da atividade antioxidante
foram realizados dois métodos: ensaio DPPH, que avalia o sequestro dos radicais livres
em curto periodo (THAIPONG et al., 2006) e ensaio FRAP (Poder de Reducio do fon
Ferro) seguindo o método proposto por Pulido et al. (2000) e Benzie & Strain (1996). Os
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resultados do ensaio DPPH foram expressos como EC50 (menor concentracao da amostra

que expressa 50% de atividade antioxidante).

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo representados os resultados das analises fisico-quimicas
realizadas nas amostras. O pH nas duas formulacdes se mostrou em torno de 4,2,
representando uma cerveja acida. O extrato real, resultante de sélidos inseridos na
composic¢do da cerveja, varia conforme a taxa de evaporacao da 4gua durante o processo
produtivo. Segundo trabalhos ja realizados, os valores de extrato real devem estar entre
2,0 e 7,0%, sendo os valores acima de 3,0% determinam uma cerveja de boa qualidade
(ALMEIDA; BELO, 2017).

Né&o foram observadas diferencas entre a porcentagem de alcool por volume das
formulacGes, bem como na colorimetria. Quanto a cor, é utilizada a escala de unidades
EBC (European Brewery Convention) como padrdo, a qual determina que cervejas com
valores inferiores a 20 unidades EBC s&o denominadas cervejas claras e, superiores a 20
unidades EBC s&o consideradas cervejas escuras. Neste estudo, as duas formulacGes

apresentaram valores inferiores a 20 unidades EBC, sendo classificadas cervejas claras.

Tabela 1 - Andlises fisico-quimicas de cervejas com adi¢do de produtos

agroecoldgicos (capim limao e casca de laranja) e sem adicao (controle).

Amostra Parametros

pH Acidez Extrato real ABV EBC
total

Controle
4,27 29 Meq/L 6,89 £ 0,12 % 5,12 % 11,7
miv
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4,28 30 Meq/L 6,37+ 0,31 % 5,29% 12,4
Cerveja + produtos m/v
agroecoldgicos

Fonte: as autoras.

Os resultados microbioldgicos revelaram a auséncia de bolores e a presenca de
leveduras, resultados considerados dentro do padréo, visto que as cervejas neste projeto
n&o foram pasteurizadas e sofreram refermentacdo na garrafa, o que aumenta a populagao
de leveduras. A cerveja controle apresentou um valor de 7,35 x 10° UFC/ml para
leveduras, enquanto que a cerveja adicionada dos produtos agroecologicos apresentou
7,35 x 10* UFC/ml. Matsubara e Plath (2014) obtiveram valores semelhantes para a
analise de leveduras em cervejas ndo pasteurizadas adicionadas de gengibre. Em outro
estudo com cerveja artesanal adicionada de manga, os resultados para fungos
filamentosos e ndo filamentosos foram menores, atingindo o maximo de 67 UFC/ml,

devido ao processo de pasteurizacédo realizado (SILVA, 2020).

A cerveja com adicdo de compostos agroecoldgicos teve um contetdo de
compostos fendlicos totais maior do que a cerveja sem adicdo (Tabela 2). Neste estudo,
os produtos agroecoldgicos foram adicionados nos 5 minutos finais da fase fervura do
mosto, contribuindo para um aumento de aproximadamente 4,8 vezes na concentracédo de
fenolicos totais na cerveja pronta. Nesse método, durante a fervura, os compostos
fendlicos do capim lim&o e da casca de laranja podem ter sido transferidos para 0 mosto
cervejeiro. Guglielmotti et al. (2020), aplicando folhas de oliveira na fase de fervura,
observaram que a adicdo das folhas aumentou o contetido de fendlicos totais na cerveja,

sendo a extracdo desses compostos favorecida pelo tempo de fervura e calor.

Os valores apresentados no presente trabalho, para ambas as formulagdes, foram
superiores aos observados em cervejas adicionadas de seriguela e casca de laranja
(SILVA, 2018), e em cervejas adicionadas de manga espada (SILVA, 2020). Os valores
para o conteudo de compostos fenolicos totais estdo proximos aos valores obtidos em
cervejas adicionadas de polpa de amora, onde observou-se um aumento no contetido de
compostos fenolicos da cerveja proporcional a concentracdo de polpa adicionada
(TRINDADE, 2016).

Compostos fendlicos sdo substancias com reconhecida capacidade antioxidante,

uma vez que atenuam o estresse oxidativo que surgem da acdo de radicais livres. As
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cervejas como um todo s@o consideradas boas fontes de compostos fenolicos. Em torno
de 70-80% destes compostos séo derivados do malte, sendo o restante (20-30%) derivado
dos ltpulos (GERHAUSER; BECKER, 2008). A presenca desses compostos na cerveja
é importante para a sua conservacao, uma vez que podem impedir a degradacao oxidativa,
minimizando o surgimento de “off-flavors” (COLLIN et al., 2013). O consumo moderado
de cerveja apresenta beneficios para a salde, muitos dos quais sdo atribuidos aos
compostos antioxidantes encontrados na bebida (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2020).

Tabela 2. Média = Erro Padrado das Concentragdes dos Compostos Fendlicos
Totais. (AG). Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo Teste T para

amostras independentes ao nivel de significancia de 5 %.

Parametro Controle Cerveja + produtos
agroecoldgicos
Compostos Fendlicos Totais (ug 1190,83+£0,15a 5639,40 £4.50 b

eg. AG/ mL extrato)

Fonte: as autoras.

Segundo Silva (2018) a atividade antioxidante esta relacionada proporcionalmente
ao contetudo de compostos fendlicos da cerveja. Isso ocorre pelo fato dos compostos
fenolicos terem a capacidade de reagirem com a molécula do radical estavel DPPH, e
quanto maior este potencial, menor é o valor de EC50. Como observado na tabela 3, as
cervejas com adicdo de capim lim&o e casca de laranja apresentaram um valor menor de
EC50, demonstrando uma maior atividade antioxidante quando comparada a amostra

controle.

O ensaio de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se baseia na capacidade
das moléculas antioxidantes reduzirem o ion férrico (Fe3+), para o estado ferroso (Fe2+)
(SRATIL et al., 2006). A atividade antioxidante foi significativamente maior na cerveja
com adicdo (35,90 nmols eq. Trolox/mL) quando comparada a cerveja sem adi¢cdo de

capim limd&o e casca de laranja (20,36 nmols eq. Trolox/mL) (tabela 4).

As comparacgdes de dos resultados de atividade antioxidante com com dados de
outros estudos reportados na literatura é frequentemente problematica, uma vez que
observa-se diversas formas de analises e de expressdo dos resultados (SILVA, 2020).

Contudo, os resultados obtidos nesse estudo de aumento da atividade antioxidante nas

cervejas especiais sdo consistentes com a maioria de outros estudos reportados na
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literatura. Ducruet et al. (2017) obtiveram aumentos significativos na atividade
antioxidante de cervejas enriquecidas com goji berries, o que também foi observado em
cervejas adicionadas de polpa de manga espada (Silva, 2020). Nardinia e Garaguso
(2020), analisaram cervejas adicionadas de frutas frescas comercializadas na Italia e
observaram maiores atividades antioxidantes quando comparadas as cervejas
convencionais, sem adi¢do de frutas. Além disso, a cerveja adicionada de casca de laranja,
quando comparada as outras cervejas adicionadas de frutas, apresentou contetdos de
polifendis totais e atividade antioxidante consideravelmente superiores, o que
provavelmente esta relacionado com o uso da casca, rica em antioxidantes (NARDINIA;
GARAGUSO, 2020).

Tabela 3: ECso — Atividade Antioxidante (DPPH) e Capacidade Antioxidante Total
- FRAP. Os dados expressam média £ EPM (n = 2). Médias seguidas de letras
diferentes na linha diferem pelo Teste T para amostras independentes ao nivel de
significancia de 5 %.

Parametro Controle Cerveja + produtos
agroecoldgicos
EC50 DPPH 0,191+0,80a 0,061+ 0,13 b
(mg/mL)
FRAP 20,36 £ 0,16 a 3590+232 b

(nmols eq. Trolox/mL cerveja)
Fonte: as autoras.

Tabela 4: Capacidade Antioxidante Total - FRAP. Os dados expressam media +
EPM (n =4). Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem pelo Teste T para
amostras independentes ao nivel de significancia de 5 %.

Parametro Controle Cerveja + produtos
agroecoldgicos
FRAP 20,36 £ 0,16 a 3590+232 b

(nmols eq. Trolox/mL cerveja)
Fonte: as autoras.

CONCLUSAO

A casca de laranja e o capim limé&o sdo compostos apropriados para a producao de
cervejas especiais dentro dos padrdes e com forte capacidade antioxidante. Tais produtos
oriundos de sistemas de produgdo agroecoldgicos, quando utilizados para a formulacéo
de cervejas, agregam valor a si mesmos e aos produtos finais, além de proporcionarem

uma cerveja de alta qualidade, uma vez que sdo isentos de quimicos, como agrotoxicos e
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fertilizantes, os quais poderiam ser transferidos para a cerveja final. Assim, esse estudo

mostrou uma alternativa para a elaboragéo de cervejas artesanais diferenciadas.
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