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RESUMO

Os alimentos funcionais oferecem beneficios a salde, podendo
desempenhar um papel benéfico na reducdo do risco de doencas
degenerativas, como cancer e diabetes. A doenca celiaca é uma doenga
autoimune e induzida pela ingestdo de glaten. Os portadores dessa
condicdo ndo podem consumir a cerveja tradicional, mas existem diversos
substratos alternativos livres de glaten para a produgdo de cerveja. A
mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma raiz tuberosa abundante no
Brasil, razdo pela qual foi uma das matérias-primas escolhidas para o
projeto. O gendtipo de mandioca selecionado foi o IAC 576-70, rico em
[-caroteno, do banco de germoplasma da Epagri. A outra matéria-prima
sem glaten escolhida foi o malte de trigo sarraceno (Fagopyrum
esculentum Moench), um pseudocereal, fonte de aminoacidos essenciais,
flavonoides e acidos fendlicos. O amido das matérias-primas €
gelatinizado no processo cervejeiro, 0 que possibilita a formagdo de
amido retrogradado, que é resistente a digestdo e benéfico a microbiota
intestinal. Nesse contexto, foram desenvolvidas duas formulagdes de
cerveja: a cerveja BC, elaborada com a mandioca IAC 576-70 e 0 malte
de trigo sarraceno, e a cerveja AR, elaborada com as mesmas matérias-
primas, tendo como diferenga a adigo extra de farinha de mandioca
durante a fervura para formacdo de amido resistente. As cervejas
apresentaram fermentacdo com atenuacéo satisfatoria e um teor alcodlico
gue variou de 5,36-5,87% (v/v). A cerveja AR apresentou a maior
turbidez, acima de 1000 FTU, devido & maior concentracdo de amido
resistente. A concentracdo de FAN do mosto ficou abaixo do
recomendado, mas o consumo desses compostos pela levedura foi
satisfatorio. As cervejas foram consideradas sem gliten ou com baixo teor
de gluten e apresentaram resultado de atividade antioxidante e de
concentracdo de fendlicos totais comparaveis aos de sucos de fruta e
vinho branco. Os dados mostraram que, com um processo cervejeiro
adequado, é possivel a elaboracdo de cervejas experimentais sem gliten
e com atividade antioxidante utilizando matérias-primas alternativas, e
gue podem ser ingeridas ndo so por celiacos, mas também por quem busca
uma dieta mais saudavel.

Palavras-chave: Alimentos funcionais. Carotenoides. Amido resistente.
Doenga celiaca. Cerveja sem gluten.






ABSTRACT

Functional foods offer benefits to health by reducing the risk of
degenerative diseases, like cancer and diabetes. The celiac disease is an
autoimmune disorder induced by gluten ingestion. The celiac patients
cannot consume traditional beer, but many alternative gluten-free
substrates may be used in the brewing process. Cassava (Manihot
esculenta Crantz) is a root crop abundant in Brazil, therefore, was one of
the main ingredients used in this project. The selected cassava was IAC
576-70, a genotype conserved at Epagri’s genebank, rich in -carotene.
The other selected ingredient was malted buckwheat (Fagopyrum
esculentum Moench), a gluten-free pseudocereal, source of essential
amino acids, flavonoids and phenolic acids. The starch present in the
ingredients is gelatinized during the brewing process, forming
retrograded starch, which is a resistant starch beneficial to intestinal
microbiota. In this context, two functional beers were elaborated, the BC
beer, brewed with cassava IAC 576-70 and malted buckwheat, and the
AR beer, brewed with the same ingredients. The only difference between
the two beers was an extra addition of cassava during the boiling to form
resistant starch. The beers showed satisfactory degrees of attenuation and
an alcohol content that ranged from 5,36 to 5,87% ABV. The AR beer
presented the highest turbidity, above 1000 FTU, due to its higher
resistant starch concentration. The FAN content of the wort was below
than the recommended value, but the yeast consume of these components
was satisfactory. The beers were considered gluten-free or with low
gluten concentration and exhibited antioxidant activity and total phenolic
concentration comparable to fruit juices and white wine. The data showed
that, using the right process adaptations, was possible to elaborate
experimental gluten-free beers with alternative substrates and that these
beers can be consumed not only by the celiac patients, but also by those
who seek a healthy diet.

Keywords: Functional foods. Carotenoids. Resistant starch. Celiac
disease. Gluten-free beer.
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1 INTRODUCAO

Alimentos funcionais, por defini¢éo, fazem parte da dieta humana,
diminuem o risco de doengas crdnicas e proporcionam beneficios a salde,
além dos proporcionados por uma nutricdo balanceada. Os alimentos
funcionais podem ser: (i) alimentos contendo naturalmente substancias
bioativas (como a fibra alimentar), (ii) alimentos com suplemento de
substancias bioativas (como probidticos, antioxidantes...), (iii) alimentos
convencionais com introducdo de compostos derivados de alimentos
(como prebidticos). Alimentos funcionais devem ter uma perspectiva
inovadora e ndo tém caracteristica de medicamento, portanto, devem
fazer parte da dieta (AL-SHERAJI et al., 2013).

Em contraste com os antigos conceitos de sabor, paladar e
gualidade nutricional, atualmente, a tecnologia esta sendo utilizada para
desenvolver produtos com diferentes atributos e muita importancia tem
sido dada aos beneficios funcionais e terapéuticos que um produto pode
oferecer aos consumidores (JISHA et al., 2008).

A cerveja é um produto elaborado a partir de matérias-primas
naturais que contém diversos aspectos benéficos a salde. E
essencialmente livre de gorduras e possui ampla gama de carboidratos,
como as dextrinas, de cadeias ramificadas ou lineares, que chegam ao
intestino e contribuem com fibras solGveis. A cerveja também contém
aminoacidos essenciais e antioxidantes, sendo que estudos anteriores
constataram mesma ordem de grandeza para a concentracdo de
antioxidantes em cervejas, sucos, chas e vinhos (BAMFORTH, 2004).
Além de ser uma fonte valiosa de vitaminas e polifendis, também é o
Unico alimento que contém ldpulo, uma flor cujos constituintes mais
importantes sdo os flavonoides e a lupulina, que podem ter propriedades
terapéuticas.

Nas ultimas duas décadas, estudos demonstraram que 0 consumo
de moderado de bebidas alcodlicas é benéfico a salde (FRIEDMAN e
KIMBALL, 1986; MUNTWYLER etal., 1998, LINDBERG e AMSTERDAM,
2008). O alcool atua como agente antioxidante, melhora o colesterol HDL
e colabora com a coagulacdo sanguinea, justificando o seu efeito na
reducéo do risco de doengas cardiovasculares (KLATSKY, 1999). Além
do alcool, outros componentes da cerveja tém efeitos potencializados em
uma matriz alcodlica, como os polifendis, que também podem auxiliar na
prevencdo de doengas coronarias (BOOYSE et al., 2007). As cervejas,
portanto, sdo bases promissoras para o desenvolvimento de bebidas
funcionais e produtos com atividade farmacodindmica especifica
(CUKALOVIC et al., 2010).
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Dentre as matérias-primas existentes para o desenvolvimento de
uma cerveja com efeitos positivos a saude, algumas variedades de
mandioca (Manihot esculenta) se destacam por possuirem compostos
funcionais, como carotenoides. A mandioca é consumida por
aproximadamente 500 milhGes de pessoas e cultivada em mais de 102
paises, devido as suas raizes ricas em amido. Atualmente, é explorada
principalmente como alimento e ra¢do animal em paises tropicais e em
paises desenvolvidos (ONYANGO et al., 2006). O trigo sarraceno é outra
matéria-prima que merece atengao ao elaborar uma cerveja bioativa. Esse
pseudocereal tem sido investigado como alimento funcional, constituindo
uma fonte rica em amido e outros compostos bioativos, como proteinas,
substancias antioxidantes e fibra alimentar (GIMENEZ-BASTIDA,
PISKULA e ZIELINSKI, 2015). Adicionalmente, tanto a mandioca
guanto o trigo sarraceno sdo livres de glaten, fragcdo proteica responsavel
por uma das intolerancias alimentares mais comuns da humanidade.
Alimentos livres de gliten tém sido consumidos ndo s6 por pessoas com
intolerancia ao gliten, mas também como uma alternativa saudavel para
guem ndo € intolerante.

A demanda por alimentos livres de gliten ndo se deve somente ao
aumento de pacientes celiacos diagnosticados, que tem como Unico
tratamento a adocdo e uma dieta livre de gldten, mas também & recente
tendéncia de reducdo de consumo de gliten em dieta de pessoas
saudaveis. Existem diferentes formas de produzir cervejas livres de
glaten, mas a utilizagdo de matérias-primas alternativas permite uma
avaliagdo mais profunda da bioatividade da cerveja, que nesse caso se deu
com a exploragdo de um genétipo de mandioca enriquecido em f-
caroteno. Tendo isso em vista, o interesse em desenvolver alimentos
livres de gllten saudaveis e saborosos, utilizando tecnologias atuais, é
justificado.

A presente proposta, portanto, visa o desenvolvimento de cervejas
com caracteristicas bioativas, advindas de um gendtipo de mandioca com
polpa pigmentada, rico em carotenoides, e do trigo sarraceno, rico em
fendlicos com propriedades antioxidantes. A cerveja elaborada podera ser
apreciada pelo publico portador da doenca celiaca por ser livre de gliten
e por todos como fonte de nutrientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Elaboracdo de cervejas sem gliten e com caracteristicas

funcionais, utilizando malte de trigo sarraceno e uma variedade de
mandioca enriquecida em carotenoides. As cervejas devem apresentar
atividade antioxidante, fendlicos, amido resistente e carotenoides em
concentragdes que contribuam com a ingestao diaria recomendada desses
compostos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

e)

Avaliar as matérias-primas quanto ao teor de extrato, FAN (Free
Amino Nitrogen), temperatura de gelatinizacdo e concentracdo de
carotenoides para planejamento e adequagdo do processo
cervejeiro.

Produzir hidrolisados a partir da mandioca e do trigo sarraceno
utilizando enzimas comerciais, que apresentem liquefacdo e
conversao satisfatoria de amido em agucares fermentéaveis.
Desenvolver uma metodologia para produgdo de cervejas sem
gliten utilizando fécula de mandioca e trigo sarraceno.

Avaliar os produtos finais quanto a sua qualidade por medidas de
pH, extrato residual, FAN, turbidez, cor, amargor, alcool e
densidade relativa e compara-lo com valores médios de cervejas
semelhantes e cervejas de cevada.

Avaliar os produtos finais quanto aos compostos funcionais
carotenoides, amido resistente, glaten, fendlicos totais, atividade
antioxidante e flavonoides e compara-los com cerveja feita com
farinha de mandioca comum e outros alimentos.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 DOENCA CELIACA E O GLUTEN

A crescente demanda por alimentos livres de gliten € consequéncia
do recente aumento de pacientes diagnosticados, que devem consumir
exclusivamente esses alimentos. Doengas em que a eliminacdo do gliten
resultou em aumento de qualidade de vida, acabaram por lancar uma
tendéncia de elimina-lo também da dieta de pessoas saudaveis
(WITCZAK et al., in press). O mercado de produtos livres de gliten
moveu 1,31 bilhGes de ddlares em 2011 e tem projecdo de aumentar para
1,68 bilhdes de ddlares em 2015 nos Estados Unidos (NIJEBOER et al.,
2013). No Reino Unido, entre 2012 e 2013, 0 mercado cresceu em 23%
(THOMAS, 2013). Estima-se que o mercado global movimente 6,2
bilhdes de dblares em 2018 (WITCZAK et al., in press).

A determinagdo de um padrdo internacional para definir alimentos
livres de gliten foi realizada pelo Codex Alimentarius, que determinou
gue esses alimentos ndo podem conter trigo, centeio, cevada, aveia ou
suas variedades, a ndo ser que esses cereais sejam submetidos a
tratamentos com finalidade de reduzir a concentracdo de gluten para
valores inferiores a 20 ppm (CODEX ALIMENTARIUS, 2008).

O glaten atraiu muita atengdo nas Ultimas décadas devido ao
crescente nimero de pacientes diagnosticados com intolerancia a essa
fracdo proteica, fato que esta relacionado com a melhora da sensibilidade
dos métodos de deteccdo e a disseminacdo de dados sobre a doenca. Trés
patologias estdo associadas com o consumo de gluten: 1) Alergia ao trigo;
2) Doenca celiaca, que é uma patologia autoimune causada pela ingestdo
de gluten de diferentes origens, ndo sé do trigo; 3) Sensibilidade ao
glaten, que néo é alergia ou disfuncdo autoimune (ROSELL et al., 2014).

O glaten faz parte das fracdes de armazenagem de proteina no
endosperma de grdos como trigo, cevada e centeio. Essas fragbes séo
classificadas em quatro classes, dependendo da sua solubilidade:
albuminas, globulinas, prolaminas e gluteninas. As prolaminas sdo
cadeias polipeptidicas monoméricas, ricas em prolina e glutamina. As
prolaminas do trigo sdo conhecidas como gliadinas, da cevada como
hordeinas e do centeio como secalinas. Esses compostos sdo
popularmente conhecidos como gliten e sdo 0s principais responsaveis
pelos sintomas da doenca celiaca (FSAI, 2008).

A doenca celiaca é uma condicdo cronica, autoimune e induzida
pela ingestdo de gldten, que se manifesta por diversos sintomas em
pessoas geneticamente predispostas. A ocorréncia dessa condicdo foi
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estimada em 1 a cada 100 pessoas, 0 que faz dela uma das intolerancias
alimentares mais comuns existentes (DIELI-CRIMI et al., 2015). A
reacdo imunoldgica aos graos de trigo, cevada e centeio, desencadeia um
estado inflamat6rio na mucosa duodenal dos pacientes. Em pessoas
geneticamente susceptiveis, o gluten é insuficientemente degradado pelas
enzimas gastrointestinais, permeando o tecido linfatico e ligando-se a
células com antigeno celiaco-especifico, que estimulam as células T
intestinais, causando inflamagéo (ROSELL et al., 2014).

O papel critico do glaten foi comprovado pelo fato de que pessoas
portadoras da doenca celiaca que adotaram uma dieta livre de gliten
deixaram de apresentar sintomas (TONUTTI et al., 2014), sendo que a
adesdo a essa dieta é o Unico tratamento existente atualmente (PHIARAIS
e ARENDT, 2008; ROSELL et al., 2014; DIELI-CRIMI et al., 2015). A
cerveja, por exemplo, que tem como grdo base a cevada ou o trigo, ndo é
permitida para o0s pacientes com essa condicdo. Os alimentos
recomendados incluem: batata, milho, arroz, mandioca, trigo sarraceno,
entre outros graos e cereais (PHIARAIS e ARENDT, 2008).

Justifica-se, portanto, o atual interesse em desenvolver alimentos
livres de gluten que sejam seguros, saudaveis e saborosos, desafio que
vem sendo superado com o uso de tecnologias inovadoras.

32 ELABORAGCAO DE CERVEJAS TRADICIONAIS E
ALTERNATIVAS

3.2.1 Processo cervejeiro tradicional

O processo tradicional de fabricacdo de cervejas passa por diversas
etapas e cada uma pode ser realizada de diferentes maneiras. O
conhecimento profundo de cada etapa é importante para evitar problemas
nas etapas subsequentes, conferir caracteristicas especificas a cerveja,
corrigir possiveis limitacdes da matéria-prima, adaptar 0 processo para
diferentes realidades, evitar aromas e sabores indesejados no produto
final, etc. Tendo isso em vista, cada etapa do processo, e seu impacto no
produto final, é brevemente descrita a seguir:

- Moagem: O processo cervejeiro inicia com a quebra de gréos da matéria-
prima, com o principal objetivo de permitir a entrada de dgua seguida da
gelatinizac8o, possibilitando assim, a agfo das enzimas amiloliticas
durante a mosturagdo. Quando o grdo moido possui cascas, as mesmas
devem ser quebradas o minimo possivel, para auxiliar na
filtragem/clarificacdo do mosto, mas a moagem ndo deve ser intensa a
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ponto do tamanho de particula prejudicar a clarificacdo, resultando em
alta perda de carga (ASANTE, 2008).

- Mosturagdo: E a etapa mais importante da fabricacio do mosto. Essa
operacdo envolve a adi¢do de agua a alta temperatura (66-72 ° C) ao grao
moido empregando leve agitacdo, com a finalidade de fazer a extragdo
dos componentes do malte e a degradacdo enzimatica do amido em
acucares fermentaveis (KUNZE, 2010). Esse estagio requer cuidado no
controle da temperatura e do pH para garantir a atividade ideal das
enzimas do malte.

Na Figura 1 estdo os diagramas de dependéncia de pH e
temperatura das enzimas amiloliticas mais importantes do malte, a a-
amilase ¢ a B-amilase, sendo que a temperatura 6tima é de 70-74 °C e de
62 °C para a a-amilase e f-amilase respectivamente, e o pH 4timo é de
5,6-5,8 e 5,4-5,5 para a a-amilase e B-amilase respectivamente (KUNZE,
2010).

Figura 1 - Dependéncia da atividade enziméatica com a temperatura e o pH, em
que 0 equivale ao valor 6timo.
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Fonte: KUNZE, 2010.

A temperatura da mosturacao varia conforme o perfil de cerveja
desejado, uma vez que existem diversas enzimas no malte, com diferentes
funcbes e temperaturas ideais. Além das enzimas amiloliticas, existem as
enzimas que atuam sobre lipideos, importantes para caracteristicas
sensoriais especificas da cerveja, as endo-B-glucanases e exo-B-
glucanases, que participam da quebra de paredes celulares, as
endopeptidases e carboxipeptidases, que estdo envolvidas nas reacGes
proteicas, entre diversas outras (BAMFORTH, 2009).
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Durante a etapa de mosturagdo é importante a degradacdo: de f3-
glucanos, que aumentam viscosidade e causam problemas de filtraco;
proteinas, cujos produtos de degradacao proteica de baixo peso molecular
contribuem para a nutricdo da levedura e os produtos de alto peso
molecular contribuem para a turbidez, estabilidade de espuma e corpo;
acidos graxos, que mesmo em pequenas quantidades, quando insaturados,
sd0 um risco para a estabilidade de sabor devido a oxidagdo. Assim como
a degradacdo, a dissolucdo de certos compostos é importante nessa etapa,
como os polifendis, advindos da casca e do endosperma do gréo,
responsaveis pela protecdo da oxidacdo e pelo aumento da atividade
antioxidante. Extrato é o nome dado para todos os componentes sol(veis
em &gua, ja presentes nas matérias-primas ou formados durante a
mosturagdo, que pode ser determinado medindo a densidade do mosto
(ANNEMULLER e MANGER, 2013). Essas substincias incluem
acucares, dextrinas, substancias inorganicas, proteinas e outras (KUNZE,
2010). O conhecimento do extrato das matérias-primas é de fundamental
importancia na elaboracdo de uma cerveja, especialmente para estimar
parametros como a densidade do mosto e teor alcodlico.

O processo de mosturacdo é classificado em dois tipos: infusdo e
decoccdo. O método de infusdo, todo 0 mosto é aquecido, com as rampas
apropriadas, e nenhuma parte do mosto é removida para ser fervida
separadamente. Na decocgéo, a temperatura é aumentada removendo
parte do mosto, fervendo-a e bombeando-a de volta, conforme a rampa
adotada. Esse processo pode ser repetido diversas vezes (KUNZE, 2010).

- Clarificagéo: O principal objetivo dessa etapa é separar o mosto dos
grdos e filtra-lo. Apds a mosturacdo, o mosto é transferido para um tanque
de fundo falso, que retém os graos e permite a passagem do mosto
clarificado para a préxima etapa. Os grdos exauridos e suas cascas
auxiliam no processo de filtragem do mosto, sendo que o mesmo é
recirculado no tanque até ficar limpido. O primeiro mosto é bombeado
para o tanque de fervura até o leito de gréos ficar visivel, que é quando se
inicia a aspersdo. A aspersdo consiste em adicionar agua quente (aprox.
75 °C) aos graos, a fim de se obter maior extrato, e pode ser feita de forma
continua ou em etapas (KUNZE, 2010). A agua de aspersdo é bombeada
para o tanque de fervura, junto ao primeiro mosto, restando na tina de
clarificagdo apenas o grao exaurido.

- Fervura: Lewis e Young (1995) descreveram a fervura como a
estabilizacdo do mosto, devido as altas temperaturas aplicadas, que reduz
a carga microbiana. A esterilizagdo do mosto, no entanto, é apenas um
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dos efeitos relevantes da fervura. Durante essa etapa, o llpulo é
adicionado e acidos insollveis sdo extraidos e convertidos em iso-alfa-
acidos, com solubilidade maior, sendo que a reagdo € acelerada com o
aumento de temperatura. A isomerizagdo € relativamente rapida e produz
cerca de 90% do amargor do mosto, nos primeiros 30 minutos de fervura.
Normalmente, a maxima isomerizagdo ocorre de 60 a 70 minutos de
fervura (ASANTE, 2008).

Compostos volateis indesejados sdo liberados durante a
evaporacdo do mosto, sendo que o principal é o dimetil sulfeto (DMS),
que confere sabor e aroma de milho em conserva. Esse composto €é
oriundo de maltes pilsen e é produzido pela decomposicdo térmica de s-
metil-metionina (O’ ROURKE, 2002). A intensidade da cor aumenta
durante a fervura, devido a reacBes entre compostos aminicos e
carbonilicos (reages de Maillard), caramelizacéo de agucares e oxidagao
de polifendis (O”’ROURKE, 2002). Resumidamente, Hough (1985),
delineou os principais efeitos da fervura do mosto:

e Esteriliza¢do do mosto

e Finalizacdo da agdo enzimatica

e Concentracdo do mosto

o Isomerizagdo das substancias amargas
e Remogdo de volateis indesejados

e Aumento da intensidade da cor

¢ Reducdo de pH

¢ Reducdo de Nitrogénio

e Extracdo e precipitacdo de taninos

¢ Producgéo de componentes redutores

Apbs a fervura, deve-se separar 0 mosto dos detritos de lupulo,
proteinas coaguladas e outras impurezas do malte, conhecidos como triib.
Quando ndo separado, o triib pode prejudicar a fermentacdo. Atualmente,
cervejarias utilizam um tanque para whirlpool, que pode ser o préprio
tanque de fervura com uma entrada tangencial, em que 0 mosto entra em
alta velocidade. O movimento giratdrio acelera as particulas de triib para
0 centro do tanque, formando um cone de trilb. O mosto é entdo
bombeado para fora do tanque em pontos estratégicos, de forma a ndo
perturbar o cone (ASANTE, 2008).

- Resfriamento: O objetivo dessa operagéo unitaria é trazer a temperatura
do mosto fervido até a temperatura de fermentacéo, que varia conforme o
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tipo de cerveja e levedura utilizada. Em seguida ocorre a oxigenagdo do
mosto e adicdo de levedura. A levedura necessita de oxigénio para
replicar-se e sintetizar suas paredes celulares, portanto, mostos pouco
aerados resultardo em baixo crescimento da levedura e fermentacGes
lentas. O teor ideal de oxigénio (aprox. 8 ppm) é importante
especialmente no inicio da fermentacdo, e uma vez suficiente, ndo é
necessaria nova aeragdo, uma vez que condi¢cdes anaerdbias devem ser
estabelecidas e sdo necessarias para prevenir reacGes de oxidagdo que
prejudicam o produto final (LEWIS e YOUNG, 1995).

- Fermentagdo: Segundo Asante (2008), a levedura cresce e se multiplica,
gerando novas geragdes de leveduras para fermentacfes futuras, sendo
gue os produtos secundarios desse processo contribuem majoritariamente
para a composicdo quimica da cerveja (&lcool, CO, e diversos outros
componentes que conferem sabores e aromas).

Para conduzir os processos metabélicos necessarios para a vida e
producdo de novas células, a levedura necessita de substrato e energia.
Muita energia é adquirida pela respiragdo, uma vez que a glicose é
convertida totalmente em agua e gas carbdnico, que estdo em Gltimo na
escala energética, ou seja, ndo se pode obter mais energia pela quebra
desses compostos. Quando ndo ha oxigénio, a levedura, em presenca de
acucar, realiza a fermentacéo alcoodlica para adquirir energia. O alcool
formado ainda contém muita energia, portanto, durante a fermentacéo, a
energia adquirida é consideravelmente menor que durante a respiragéo
(KUNZE, 2010).

A célula de levedura possui rotas metabolicas para carboidratos,
nitrogénio, gordura e substéncias inorganicas. O metabolismo dos
carboidratos tem a principal finalidade de produzir energia durante a
respiracdo e fermentacdo, que é utilizada para formacéo de novas células,
assimilacéo de substancias, quebra e excre¢do de compostos nocivos e
transporte de substancias para a célula. O metabolismo de nitrogénio,
gordura e inorganicos tém a funcéo de renovar substancias celulares.

A levedura necessita principalmente, dentre os minerais, de fosforo
e enxofre, além de diversos ions metélicos em pequenas quantidades, que
participam do metabolismo de inorgénicos. O fosforo é fundamental para
formacdo de ATPs, de membranas celulares e para evitar grandes
variaces de pH, o enxofre é incorporado no metabolismo de aminoécidos
(KUNZE, 2010).

Antes da fermentacdo, a aeracdo do mosto é necessaria para
garantir um crescimento satisfatorio da levedura e uma boa performance
posterior na fermentacdo (DEPRAETERE et al., 2008), obtidos pela
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respiracdo. As células de levedura possuem esterdis e acidos graxos
insaturados em quantidades insuficientes no inicio da fermentacdo, e o
crescimento so tem inicio quando niveis apropriados desses componentes
da membrana sdo sintetizados (DAVID e KIRSOP, 1973) durante o
metabolismo de lipideos. O oxigénio € essencial para a biossintese dos
acidos graxos insaturados e ergosterol, portanto, 0 mosto deve ser
inevitavelmente exposto a altas concentracdes de oxigénio (~8 mg/L) no
inicio da fermentacdo (DEPRAETERE et al., 2008).

A levedura é composta de 35 a 60% (massa seca) por proteinas,
portanto, para producdo de novas células, sdo necessarias diversas fontes
de nitrogénio, que estdo presentes no mosto cervejeiro em forma de
amino4cidos. O metabolismo proteico é de suma importancia, uma vez
gue muitos metabdlitos produzidos ficam na cerveja, alterando a
estabilidade, o sabor, e em particular, a retencdo de espuma. Deve-se
evitar a excrecdo da proteinase A, uma protease, causada por condicOes
de estresse (alto teor alcodlico, alta pressdo, suprimento insuficiente de
nutrientes, alta pressdo osmética...), pois essa enzima quebra proteinas
transportadoras de lipideos, que sdo fundamentais para a estabilidade de
espuma, além de aumentar a autdlise celular (KUNZE, 2010). Ao fim da
fermentacdo deve-se remover as leveduras. A levedura agrega-se
naturalmente, formando uma massa concentrada no tanque de
fermentacéo, que é facilmente retirada pelo fundo.

- Maturagdo: O processo tradicional de maturacao esta ligado as cervejas
lagers de origem alema, em que a cerveja ndo maturada é submetida a
temperatura de 6 - 8° C por um dia e depois a 0-2 ° C por semanas ou até
meses. A levedura tem um importante papel nessa etapa, uma vez que a
cerveja recém fermentada contém altos niveis de compostos com sabores
indesejados, como diacetil e acetaldeido. Portanto, um periodo de
matura¢do a temperaturas mais altas (6-8 °C) permite que a levedura ainda
em suspensdo, ndo retirada apos a fermentacdo, quebre esses compostos.
Além disso, a levedura consome possiveis resquicios de oxigénio e
confere sabores mais refinados devido a uma segunda fermentagdo mais
lenta. A etapa da maturacdo a temperaturas mais baixas (0-2 °C) permite
a precipitacdo de componentes proteicos e polifendis, causadores de
turbidez, e a clarificacdo da cerveja, devido a sedimentacdo de leveduras
e outros compostos suspensos (DEECOM & ASSOCIATES, 2015).

- Envase: A cerveja pode ser envasada em garrafas de vidro (retornaveis
ou ndo), garrafas de plastico (retornaveis ou ndo), em cascos, barris, latas
e outros. A principal preocupacao dessa etapa € a entrada de oxigénio, que



32

causa oxidacdo da cerveja, adicionando aromas e sabores indesejados
(KUNZE, 2010).

A cerveja pode ser envasada em garrafa por contrapressdo ou
acucar priming. O primeiro sistema exige que a cerveja a ser envasada
esteja gelada e gaseificada, o que pode ser obtido por controle da pressao
durante a maturagdo. Como nesse sistema a cerveja fresca ja esta
gaseificada, uma contrapressdo de CO- deve ser aplicada para evitar perda
de gas e penetracdo de oxigénio no produto (KUNZE, 2010). O segundo
sistema consiste em adicionar levedura, ou aproveitar a levedura em
suspensdo, e uma quantidade calculada de aglcar fermentavel a garrafa,
gue passa novamente por fermentacdo e maturacéo. A levedura consome
0 acucar adicionado, gerando CO e gaseificando a cerveja na garrafa.

3.2.2 Hidrélise do amido

Amido de diversas origens pode ser utilizado como matéria-prima
na fabricacéo de cerveja, ndo s6 do trigo e cevada. Deve-se observar, no
entanto, que a utilizacdo de matérias-primas diferentes normalmente
exige que a hidrélise do amido seja feita utilizando enzimas comerciais,
uma vez que, normalmente, a temperatura de gelatinizagdo dessas
matérias-primas esta acima do ponto étimo das enzimas amiloliticas que
possam existir nas mesmas. Portanto, as rampas de temperatura na
mosturacdo devem ser selecionadas com muito critério, ja que o amido
deve ser gelatinizado ao mesmo tempo que as enzimas ndo podem ser
desativadas (KISS, 2011). A origem, dosagem, temperatura, pH e o tempo
de acdo das enzimas responsaveis pela liquefacdo e sacarificacdo, sdo
importantes para a composicdo final do hidrolisado (CEREDA e
VILPOUX, 2003).

Os granulos de amido séo insollveis em agua fria. Quando 0 amido
é aquecido em presenca de agua, os granulos absorvem &gua e incham. A
absorcdo de agua, pela regido amorfa nos granulos, desestabiliza sua
estrutura cristalina, o que resulta na gelatinizacdo, que é a passagem do
amido para a fase liquida. No processo cervejeiro, a liquefacdo ocorre
apos a gelatinizacdo, quebrando o amido em maltodextrinas (oligo e
polissacarideos) e promovendo a reducdo da viscosidade do meio. Em
seguida ocorre a sacarificacdo, que é realizada com enzimas especificas,
dependendo do hidrolisado desejado (CEREDA, 2013). Todo esse
processo, desde a gelatinizacdo até a sacarificacdo, é conhecido como
hidrélise do amido, fundamental na fabricacéo de cervejas, ocorrendo na
etapa de mosturacéo.
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E importante 0 conhecimento da razdo amilose/amilopectina do
amido do grdo/cereal que serd hidrolisado, para ajuste da etapa de
mosturacdo, uma vez que a viscosidade e a absor¢do de dgua no mosto
dependem disso. A propor¢do amilose-amilopectina é influenciada pela
maturidade, variedade, origem e espécie de planta. Essas variagdes podem
resultar em granulos de amido com propriedades fisico-quimicas e
funcionais diferenciadas, o que influencia na sua aplicacdo em alimentos
(WALTER et al.,, 2005). Um amido com alto teor de amilose, por
exemplo, possui uma alta resisténcia a gelatinizac&o e hidrélise (MAN et
al., 2012), o que nao ¢ desejavel para producdo de hidrolisados. A razao
amilose/amilopectina do trigo sarraceno, por exemplo, é a que mais se
aproxima da razdo amilose/amilopectina da cevada, se comparada com a
do arroz e milho (KISS, 2011). O amido da cevada é composto, em média,
por 22% de amilose e 78% de amilopectina (ANNEMULLER e
MANGER, 2013), o da mandioca por 17% de amilose e 83% de
amilopectina (MONTAGNAC et al., 2009) e o do trigo sarraceno por 24%
de amilose e 76% de amilopectina (GAO et al., 2016).

A amilose é formada por unidades de glicose unidas por ligacdes
glicosidicas a(1-4), originando uma cadeia linear. A amilopectina é
formada por unidades de glicose unidas em a(1-4) e a(1-6), formando
uma estrutura ramificada, como pode ser visualizado na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura Quimica da Amilose e Amilopectina.
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Fonte: NOVOZYMES, 2013.

As principais enzimas que participam da hidrélise do amido séo:
B-amilase, a-amilase, dextrinase limite e glucoamilase. Essas enzimas
amiloliticas sdo classificadas conforme sua fungdo ou mecanismo de
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acdo. A a-amilase é uma endoenzima, que catalisa a hidrélise de ligacGes
a(1-4) do amido, mas ndo catalisa a hidrolise de ligagdes a(1-6). Essa
enzima transforma do amido em a-dextrinas de alta massa molar e tem a
caracteristica de ser liquidificante, ou seja, reduz significativamente a
viscosidade de pastas gelificadas de amido. A f-amilase é uma exoenzima
que catalisa especificamente a hidrélise das ligagoes a(1-4) do amido a
partir de uma extremidade ndo redutora, produzindo apenas maltose com
uma extremidade redutora. A [B-amilase é considerada uma enzima
sacarificante, uma vez que produz agUcares a partir do amido. A acdo
conjunta da a-amilase e B-amilase sobre a amilopectina produz dextrinas
limite, cujas ligagdes a(1-6) sdo hidrolisadas pela dextrinase limite, uma
vez que as a ¢ B-amilases ndo hidrolisam liga¢des a(1-6). A glucoamilase
é uma enzima liquidificante e sacarificante, que hidrolisa completamente
0 amido em glicose a partir de uma extremidade ndo redutora, e é a Unica
capaz de hidrolisar ao mesmo tempo ligagdes a(1-4) e a(1-6). O resultado
da acdo dessas enzimas no amido é a transformacao total do mesmo em
unidades de glicose, maltose, maltoriose e dextrinas limite, conforme
pode ser visualizado nas Figuras 3 e 4.

Figura 3 - Ac¢do das enzimas a e B-amilase em uma molécula de amido. A a-
amilase € uma endoenzima que hidrolisa ligacdes a(1,4) e a p-amilase é uma
exoenzima que hidrolisa ligacGes a(1,4) a partir de extremidades néo redutoras.

i S S . >
;1 \ /
/8
o o8
f a-amylase g-amylase
| 8
N

Fonte: KUNZE, 2010.

A Figura 3 mostra a acdo conjunta das enzimas o e B-amilase
durante a hidrélise do amido, em que a a-amilase quebra as ligagdes
a(1,4) a partir do meio da molécula de amido, caracteristica de uma
endoenzima, e a PB-amilase quebra as ligacdes o(1,4) a partir das
extremidades da molécula, caracteristica de exoenzima. A Figura 4
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mostra, de forma geral, as etapas da hidrolise do amido, iniciando com a
dindmica de acdo da a e f-amilase (b), que formam aglcares de alto peso
molecular e maltose, seguida da acdo da B-amilase, que completa a
sacarificagdo a partir das extremidades ndo redutoras dos aglicares de alto
peso molecular formados pela a-amilase, transformando-os em maltose
(c), e os agucares que sao formados ou mantidos ao final da hidrolise (d).

Figura 4 - Dindmica da agdo conjunta das enzimas durante a hidrdlise do amido.
a) Molécula de Amido. b) Agéo conjunta das enzimas o ¢ p — amilase formando
acucares de alta massa molar e maltose. ¢) A¢do da enzima B-amilase para
conversdo dos aglcares em maltose. d) Aclcares formados apds a hidrélise do
amido.
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Fonte: KUNZE, 2010.

No processo classico de producdo de cerveja, as enzimas do
préprio malte, durante a etapa denominada mosturacdo, hidrolisam o
amido para transforméa-lo em acgucares fermentesciveis. 1sso € possivel
devido ao fato de que a temperatura da mosturagéo (63 — 72 ° C) coincide
com a temperatura 6tima de atuacdo das amilases presentes na cevada
maltada e também com a temperatura de gelatinizacdo do amido,
portanto, além de estarem em uma condicao favoravel, as enzimas estardo
atuando em um amido completamente gelatinizado.
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3.2.3 Cervejas funcionais e alternativas

Pesquisas envolvendo bebidas funcionais ja foram realizadas com
trigo sarraceno, utilizando esse grdo como base, juntamente com sucos de
frutas e probidticos clinicamente comprovados (BAMFORTH, 2006).
Estudo de Cukalovic et al. (2010) envolveu a adi¢do do fungo Ganoderma
lucidum em cervejas comerciais do tipo Pilsen, visando a producdo de
uma cerveja com boas caracteristicas sensoriais e bioativas. Acredita-se
que esse fungo diminua o risco de cancer, melhore o sistema imunolégico
e evite doengas do coracdo e do figado. Uma cerveja tipo Pilsen, com
propriedades funcionais devido a adicdo da levedura probidtica
Saccharomyces boulardii, foi elaborada por Reitenbach (2010). Os
probidticos sdo conhecidos por melhorar o estado da microbiota
intestinal, o sistema imunoldgico e a digestao.

Apesar de existirem alguns estudos sobre cervejas bioativas, eles
s80 escassos, e ndo existe enfoque no potencial bioativo de uma cerveja
com mandioca, apesar da mandioca ja ter sido explorada anteriormente
como adjunto cervejeiro (VENTURINI FILHO e CEREDA, 1998; ASANTE,
2008; MANDANNA et al., 2012). Alimentos funcionais e cervejas sem
glaten, por outro lado, sdo tendéncias, e existe uma variedade de
pesquisas que avaliam propriedades de graos alternativos sem gluten e a
retencdo de compostos bioativos nos alimentos.

A cerveja é um produto elaborado com matérias-primas naturais,
gue contém matérias-primas benéficas a salde, e pode ser uma fonte
valiosa de diversas vitaminas sollveis e polifendis. Cervejas funcionais,
portanto, caracterizam uma base promissora para o desenvolvimento de
uma ampla variedade de bebidas e produtos, voltados aos publicos com
diferentes necessidades em suas dietas.

3.2.3.1 Cervejas livres de gluten

A introducdo da lei da pureza alema, estabelecida em 1516, definiu
gue a cerveja ndo poderia ser produzida com um gréo diferente da cevada.
Atualmente, no entanto, sabe-se que existem diversos substratos
alternativos para a producdo de cerveja, e, para suprir as necessidades dos
portadores da doenca celiaca, outros cereais (arroz e milho) e
pseudocereais (trigo sarraceno, quinoa e amaranto) tém sido investigados.
Especial atencdo tem sido dada a esses substratos ndo sé devido a
auséncia de gluten, mas também pela presenca de compostos que tem
efeitos positivos a salde (PHIARAIS e ARENDT, 2008).



37

Recentemente, cervejeiros tradicionais evitam a utilizacdo de
adjuntos, visando a producdo de cervejas premium ou “puro malte”,
convencidos da qualidade de seu produto. No entanto, hd uma justificativa
plausivel para o uso de adjuntos, uma vez que esses oferecem produtos
Unicos no quesito cor e sabor. As cervejas lideres mundiais em qualidade
apresentam diferentes adjuntos na sua formulagcdo (BAMFORTH, 2006).
Além disso, adjuntos podem fornecer caracteristicas funcionais e
nutricionais que as matérias-primas tradicionais ndo podem.

A fabricacdo de cerveja sem glaten exige algumas mudancas do
processo classico. As estratégias atualmente disponiveis para a produgédo
de uma cerveja para celiacos sdo (LANDSCHOOT, 2011): eliminag&o de
proteinas relevantes das matérias-primas tradicionais (maltes de cevada e
trigo) por pré-tratamento ou durante a maltagem e mosturacao; utilizacéo
de grédos, pseudocereais e tubérculos, naturalmente livres de gluten, como
matéria-prima substituta do malte de cevada, trigo ou centeio; e o
desenvolvimento de cervejas derivadas de materiais que ndo contém
proteinas, como xaropes de acUcares fermentados.

Existem diversas matérias-primas alternativas que podem ser
utilizadas para elaboracdo de uma cerveja funcional sem gliten como o
arroz, milho, sorgo, trigo sarraceno, mandioca, batata, quinoa, amaranto,
etc. No entanto, quando essas matérias-primas alternativas sao utilizadas,
deve-se observar que, além dos aguUcares fermentaveis advindos do
amido, outros componentes sdo importantes para o crescimento saudavel
da levedura, como os FAN (Free Amino Nitrogen), que sdo compostos
nitrogenados assimilaveis pela levedura (aminoéacidos livres, ions de
amonio, dipeptideos e tripeptideos), oxigénio, vitaminas, ions de fosforo,
enxofre, calcio e magnésio, além de elementos trago, como ions de cobre
e zinco (LEWIS e YOUNG, 1995). E de amplo conhecimento que o malte
de cevada possui esses elementos em quantidade suficiente para uma
fermentacdo saudavel, no entanto, adjuntos inovadores podem ser
deficientes em algum nutriente, o que pode vir a prejudicar a fermentag&o.
Os FAN, por exemplo, merecem atencdo especial, uma vez que a
deficiéncia de nitrogénio tem sido identificada como uma das principais
causas de fermentagdes presas ou lentas. Além disso, o nitrogénio regula
a formacao de subprodutos e produtos finais (CONTRERAS et al., 2013).
Portanto, ao elaborar uma cerveja com matérias-primas alternativas,
deve-se estudar a composi¢cdo quimica de cada ingrediente e estar
preparado para fazer o0s ajustes necessarios para garantir que a
fermentacdo ocorra normalmente.
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3.2.3.2 Influéncia do processamento na retencdo de compostos bioativos
no produto final

Diversos estudos (CEBALLOS et al., 2012; ENGLYST et al.,
1992; GONI et al., 1996; HEDREN, 2002; LIVNY et al., 2003; MUIR &
O’DEA, 1992; THAKKAR et al., 2009; WALTER et al., 2005)
constataram que o processamento tem grande influéncia na concentracéo
de compostos bioativos, como amido resistente, carotenoides, fenolicos e
outros antioxidantes.

O cozimento colabora com a formacgdo de amido resistente. Foi
constatado, em pesquisa anterior, que amidos isolados de legumes
cozidos se mostraram mais ricos em amido resistente do que o material
cru. Além disso, observou-se que a moagem e 0 armazenamento em
baixas temperaturas também favorecem a existéncia de amido resistente
no alimento. A fermentagdo, por outro lado, aparentemente reduz a
concentracao desse composto bioativo (SAJILATA et al., 2006).

O termo “amido resistente” surgiu em 1982 para descrever uma
pequena fracdo do amido que resiste a hidrélise por mais de 120 minutos
em tratamento in vitro utilizando a-amilase e pululanase (SAJILATA et
al., 2006), portanto, 0 amido resistente tem a caracteristica de resistir a
hidrolise enzimatica no intestino e passar direto ao colon. Ele atua como
substrato para os microrganismos probidticos presentes no intestino,
portanto, possui atividade prebidtica. Os produtos da fermentacéo, que
consistem em pequenas cadeias de acidos graxos e biomassa, podem ser
parcialmente absorvidos para fornecer energia as células da mucosa ou
fornecer suporte ao crescimento e metabolismo da microbiota intestinal.
Estudos nutricionais mostraram que o amido resistente melhora o
metabolismo lipidico e o metabolismo do colesterol, reduz o risco de
Ulceras, cancer colorretal, doenca cardiaca coronaria, constipacdo e
diabetes tipo Il (JENKINS et al., 1988; READER et al., 1997,
FERGUSON et al., 2000; HIGGINS et al., 2004).

O amido resistente pode ser classificado em amido fisicamente
impedido (AR1), granulos de amido resistente (AR2), amido retrogradado
(AR3) e amido obtido por tratamento quimico (AR4) (WALTER et al.,
2005; SAJILATA et al., 2006). A forma fisica do alimento pode impedir
0 acesso da amilase pancreatica e diminuir a digestdo do amido, fato que
caracteriza o amido resistente tipo AR1. A forma do grénulo influencia
na sua digestdo, caracterizando o amido resistente tipo AR2. A maioria
do amido ingerido pelo homem ¢é submetida a tratamentos com calor e
umidade, resultando no rompimento e gelatinizacdo da estrutura do
granulo. Quando o gel esfria, 0 amido gelatinizado forma novamente uma
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estrutura parcialmente cristalina, insollvel e resistente a digestao
enzimatica. Este processo é denominado retrogradacéo, caracterizando o
amido resistente tipo AR3. O amido resistente tipo AR4 contém ligac6es
diferentes de a (1-4) e o (1-6), obtidas por tratamentos quimicos. Nesse
contexto, conclui-se que alimentos crus e processados possuem
quantidades aprecidveis de amido resistente, dependendo da fonte
botanica e do tipo de processamento, como moagem, cozimento e
resfriamento (ENGLYST et al., 1992; MUIR & O’DEA, 1992; GONI et
al., 1996; SAJILATA et al., 2006).

O amido resistente pode ser utilizado em liquidos espessos, ficando
em suspensdo e deixando o meio opaco. Comparado com fibras
insolUveis, 0 amido resistente confere uma textura menos pastosa e menos
sabor ao liquido (SAJILATA et al., 2006). Isso leva a crer que é possivel
criar uma cerveja com amido resistente do tipo AR3, desde que a fonte de
amido seja adicionada durante a fervura, passando por cozimento seguido
de resfriamento, para que ocorra a gelatinizagdo e retrogradacdo do
amido.

A biodisponibilidade de carotenoides depende de varios fatores,
incluindo suas propriedades fisico-quimicas, matriz alimenticia (teores de
lipideos, fibras, etc.), método de processamento, status nutricional e satide
geral do individuo. O tratamento térmico e a presenca de lipideos em uma
matriz alimenticia mostraram-se benéficos para a biodisponibilidade e
isomerizacgdo cis-trans do B-caroteno, ja que carotenoides séo lipofilicos
e o calor pode induzir a isomerizacdo. Isso indica que esse componente
pode permanecer nos alimentos, mesmo apos 0 cozimento, comum no seu
processamento. No entanto, é essencial entender os mecanismos de
degradagdo dos carotenoides, para desenvolver estratégias para melhorar
a estabilidade dessas substancias (SIQUEIRA et al., 2007).

Segundo Thakkar et al. (2009) o cozimento e outros métodos de
processamento aumentam a biodisponibilidade de carotenoides pela
destruicdo da parede celular e das membranas de organelas em que
carotenoides estdo presentes. Isso facilita 0 acesso das enzimas digestivas
para a liberacdo dos carotenoides da matriz em que estdo aprisionados. O
trabalho de Livny et al. (2003) constatou que a biodisponibilidade de -
caroteno em humanos foi maior na ingestdo de puré de cenoura cozida,
em comparacdo com a ingestdo de cenoura crua. Similarmente, na
digestdo simulada, a eficiéncia de micelagdo do B-caroteno foi de 3% para
cenoura crua e 27% para a cenoura cozida (HEDREN, 2002). Por outro
lado, em estudo de Zhang et al. (1997), imagens microscopicas obtidas da
fracdo micelar de mandioca cozida, mostra que, além das microesferas
fluorescentes (micelas), observam-se pontos verdes de fluorescéncia
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caracteristicos do [-caroteno, aprisionados em uma estrutura
supramolecular amorfa e complexa, compativel com a de géis de amido,
possivelmente resultante do processo de cocgdo em agua. A presenca
desses complexos que aprisionam o -caroteno pode promover a reducao
da eficiéncia de micelizacdo do mesmo em mandioca cozida (BOTELHO,
2011). Portanto, em relacéo a retencao dos carotenoides da mandioca apés
0 processamento, existem diversas conclusfes encontradas na literatura e
muitas vezes os resultados sdo contraditdrios, o que reforca a necessidade
de avaliacdo desse parametro durante o processo.

Pesquisas envolvendo os efeitos do processamento térmico do
trigo sarraceno investigaram principalmente os fendlicos totais,
flavonoides e a capacidade antioxidante, devido ao papel fundamental
desses compostos na prevencdo de doengas. O tratamento térmico do trigo
sarraceno implica em mudangas na sua composicao quimica, e sobretudo,
em suas propriedades funcionais (ZIELINSKI et al., 2009).

O processamento de alimentos pode afetar o teor de fendlicos e
seus beneficios a salde de forma positiva ou negativa. Diversos estudos
reportaram sobre efeitos, prejudiciais ou benéficos, de processamentos
térmicos como torra, aquecimento com vapor pressurizado, micro-ondas,
fervura, cozimento, entre outros, em alimentos contendo fendlicos
(ZIELINSKI et al., 2001; FARES et tal., 2010; RAGAEE et al., 2012;
JAMBREC et al., 2015).

Fares et al. (2010) constataram que durante o processamento de
massas, em que 4gua, oxigénio e calor potencializam as reagdes de
oxidacdo, ocorre uma reducdo no teor de Aacidos fendlicos livres,
reconhecidos como sequestrantes de radicais livres. No entanto, apés o
cozimento, a massa teve um aumento de atividade antioxidante. Randhir
et al. (2008) constataram que, apds tratamento com autoclave houve um
crescimento na atividade antioxidante em sementes e germinados. Além
disso, reportou-se um crescimento de 20% e um decrescimento de 7% nos
fendlicos totais em germinados e sementes, respectivamente.
Corroborando com esses resultados, Zielinski et al. (2009) observaram a
formacéo de produtos da reacdo de Maillard, induzida pelo tratamento
térmico em sementes e grumos de trigo sarraceno. Além de formar cor,
aroma e sabor em alimentos, os produtos da reacdo de Maillard também
participam da formacao de componentes com propriedades antioxidantes,
antialérgicas, antimicrobianas e citotoxicas (MALGORZATA et al,,
2016).

Alvarez-Jubete et al. (2010) verificaram que a germinagdo gera um
aumento do teor de fendlicos totais e de capacidade antioxidante no grao
de trigo sarraceno. Por outro lado, no mesmo estudo, concluiu-se que
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produtos de panificacdo fabricados utilizando trigo sarraceno, em fornos
a alta temperatura tem a capacidade antioxidante reduzida. Apesar disso,
0s pées de farinha de pseudocereais continham fenélicos em quantidades
significativas, em particular os pdes de trigo sarraceno germinado.
Zielinski et al. (2006) mostraram que grumos submetidos & extruséo
apresentaram reducdo da atividade antioxidante e aumento dos acidos
fendlicos livres. Zhang et al. (2010) reportaram um decaimento de
atividade antioxidante na farinha de trigo sarraceno indiano (Fagopyrum
tataricum) e reducdo dos flavonoides e fenodlicos totais apds a torra,
tratamento com micro-ondas e especialmente apds aquecimento com
vapor comprimido.

Os resultados contraditérios relativos ao aumento ou diminuigao
de fendlicos totais e atividade antioxidante de grdos submetidos a
tratamentos térmicos, reforcam a necessidade de acompanhar a
concentracdo de componentes bioativos durante o processamento de
alimentos (GIMENEZ-BATISDA, 2015).

Estudos mostram que o processamento térmico em frutas, vegetais
e cereais pode ter um efeito de diminuigao dos flavonoides (DIETRYCH-
SZOSTAK e OLESZEK, 1999). A extensdo da perda de flavonoides
devido ao processamento mostrou-se altamente dependente de fatores
como o tipo de substrato e condi¢es de processamento, principalmente
guanto a temperatura e tempo de processo (SENSOY et al., 2006).
Chlopicka et al. (2012) reportaram que o teor total de flavonoides da
farinha de trigo sarraceno foi aproximadamente 2-4 vezes maior do que
em paes. Confirmando esses resultados, Im et al. (2003) verificaram que
a rutina, um flavonoide do trigo sarraceno, é afetada pela temperatura e
tempo de aquecimento de forma adversa. Portanto, deve-se sempre
observar a extensdo de degradacdo desses componentes durante o
processamento de alimentos e avaliar se o produto final ainda apresenta
concentracdes apreciaveis com efeitos benéficos a salde humana.

3.2.3.3 Mandioca como matéria-prima de uma cerveja funcional

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ uma planta perene,
arbustiva, da familia Euforbidcea. Possui producdo vidvel em solos
deficientes em fertilidade, € muito tolerante as doencas, a seca e as pragas,
além de ser flexivel quanto a época de colheita. A parte mais importante
da planta é a raiz, rica em amido, utilizada na alimentacdo humana e
animal (MORESCO, 2013). Segundo a Secretaria da Agricultura e do
Abastecimento do Parana (2014), o Brasil é o maior produtor de mandioca
da américa, com 7,7% do volume total de produ¢do mundial. A safra
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brasileira de 2014 foi de 23,14 milhdes de toneladas, em uma é&rea
plantada de 2,34 milhdes de hectares (IBGE, 2015). Além disso,
comercialmente a mandioca é significativamente mais barata em paises
tropicais e subtropicais, onde normalmente é cultivada, comparada com
outras fontes de amido, como cevada, arroz, trigo e milho
(MANDANNA, HUGHES e BRYCE, 2012).

A mandioca é muito cultivada em paises tropicais e subtropicais
em que a populacdo sofre de subnutricdo, constituindo uma fonte
alimenticia valiosa em paises em desenvolvimento. Suas raizes sdo 6timas
fontes de energia, mas sdo deficientes em proteinas, gordura, alguns
minerais e determinadas vitaminas. Esforcos para adicionar valor
nutricional & mandioca (biofortificagdo) aumentando o teor de
carotenoides, minerais, proteinas e outros compostos bioativos estdo em
voga atualmente (MONTAGNAC et al., 2009).

O interesse em incorporar carotenoides em alimentos tornou-se
evidente desde a descoberta de que esses podem atuar na prevengdo de
doencas. Os carotenoides representam um dos maiores grupos de
pigmentos naturais. Consistem num grupo amplamente distribuido entre
pigmentos sollveis em lipideos e sdo encontrados em todos os tipos de
plantas. No entanto, humanos ndo sdo capazes de sintetiza-los, de modo
gue sua entrada no organismo deve vir da dieta, com o consumo de frutas
e vegetais (KUHNEN et al., 2009). Perto de 40 carotenoides podem ser
absorvidos, metabolizados e usados pelo organismo humano, mas apenas
6 sdo comumente detectados no plasma. Este grupo inclui a- e B-caroteno,
licopeno, B-criptoxantina e luteina (FERNANDEZ-GARCIA et al.,
2012). A mandioca enriquecida em B-caroteno, por exemplo, é uma
valiosa fonte de vitamina A (MONTAGNAC et al., 2009).

Estudos ja constataram que a producdo de cerveja utilizando
mandioca como adjunto é vidavel (VENTURINI FILHO e CEREDA,
1998; ASANTE, 2008; MANDANNA, HUGHES e BRYCE, 2012). A
farinha de mandioca, em geral, apresenta menor teor de lipideos e menor
temperatura de gelatiniza¢do, 0 que torna 0 seu processamento mais
simples e barato. No entanto, deve ser levado em consideracdo que a
farinha de mandioca ndo é maltada. Isso implica que ndo houve ativacao
das enzimas amiloliticas, portanto, existe a necessidade de adicionar
enzimas para liquefacdo e sacarificacdo do mosto, como foi feito por
Venturini Filho e Cereda (1998), que produziram um hidrolisado
utilizando enzimas comerciais (a-amilase bacteriana termorresistente e o-
amilase fungica) a partir de mandioca. Asante, 2008, concluiu que
cervejas feitas predominantemente com mandioca tiveram boa aceitacao
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em painéis sensoriais e possuem maiores rendimentos de brassagem do
que cervejas feitas predominantemente com cevada.

Portanto, € uma matéria-prima cervejeira interessante para ser
estudada para elaboracdo de uma cerveja livre de gldten, uma vez que €
facil de ser cultivada, barata, possui raiz rica em amido, é abundante no
Brasil e seu uso no processo cervejeiro ja foi verificado e aprovado. Além
disso, a mandioca biofortificada pode contribuir com o valor nutricional
do produto.

3.2.3.3.1 Gendtipo IAC 576-70

A mandioca IAC 576-70 é resultado de pesquisas que tiveram
inicio em 1970, pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC), que
buscavam variedades de mandioca mais nutritivas, resistentes a doencas
e com maior produtividade. Para o desenvolvimento da variedade IAC
576-70 foi utilizado o método classico de melhoramento genético, em que
plantas com as caracteristicas procuradas sdo cuidadosamente
selecionadas e cruzadas para obtencdo da variedade de interesse. A IAC-
576-70 é pertencente a categoria mesa por apresentar baixo teor de
glicosideos cianogénios, que conferem toxidade a planta (MORESCO,
2013).

Uma importante caracteristica da mandioca IAC 576-70 é seu alto
valor nutricional. Outros gendtipos de mandioca possuem 10 Unidades
Internacionais (UI) de vitamina A, enquanto a IAC 576-70 possui 220 Ul.
O IAC recebeu o prémio do 1° Concurso Frederico de Menezes Veiga, da
Embrapa, e de acordo com a lider do Programa de Melhoramento
Genético de Mandioca da institui¢do, a melhor variedade de mandioca de
mesa desenvolvida pelo IAC é a IAC 576-70, conhecida popularmente
como “Amarelinha” (Redag¢ao Sou Agro, 2014), devido ao seu teor de -
caroteno.

Welsch et al. (2010) demonstraram que plantas enriquecidas em [3-
caroteno produziam raizes de polpa amarela, com concentracdes de
carotenoides superiores as raizes controle, de polpa branca. A expressao
do gene PHY favoreceu a acumulacdo de carotenoides em raizes de
mandioca. Teores de carotenoides totais nas raizes brancas sdo, em base
peso seco, de 0,65 + 0,06 pg.g* enquanto que séo de 21,84 + 0,84 pg.g*
nos mutantes de coloracdo amarela.

O B-caroteno é de cor alaranjada, abundante em frutas e vegetais
amarelo alaranjados e atua como antioxidante, 0 que o torna muito
utilizado na prevencdo de doencas associadas ao estresse oxidativo
(AISSA et al., 2012). Esse carotenoide ¢ o majoritario com atividade
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provitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA, 2010). A vitamina A é um
importante nutriente ndo sé para a visdo e prevencdo da nictalopia
(cegueira noturna), mas também para funcdo imunoldgica, crescimento,
desenvolvimento e funcdo gastrointestinal (DONHOWE et al., 2014). A
Figura 5 ilustra a diferenca entre raizes brancas e coradas,
correspondentes a mandiocas comuns e enriquecidas em B-caroteno.

Figura 5 - Comparagdo de raizes brancas de mandioca (controle) com raizes
amarelas, enriquecidas em (-caroteno.

- STy

Fonte: WELSCH et al., 2010.

Além dos carotenoides precursores de vitamina A, 0s nhdo
precursores, como a luteina e o licopeno, que também podem ser
encontrados na mandioca, apresentam agdo preventiva contra o cancer
(AMBROSIO, 2006).

3.2.3.4 Trigo sarraceno como matéria-prima de uma cerveja funcional

O trigo sarraceno comum (Fagopyrum esculentum Moench) é uma
planta pertencente a familia Polygonaceae. Seus grdos sdo semelhantes
aos graos de cereais, por isso, € considerado um pseudocereal (PHIRIAIS
e ARENDT, 2008). Estd principalmente distribuido em regides
montanhosas e frias, sofrendo de condic¢des climaticas adversas, portanto,
tem teor relativamente alto de amido resistente, comparado com outros
cereais. Na China, de onde é originario, ¢ consumido e processado
tradicionalmente como alimento ou erva (LIU et al., 2015).

Estudos que focaram na producdo de malte e cervejas a partir de
cereais e pseudocereais sem glaten (BAUER et al., 2005; PHIRIAIS et
al., 2005; WIINGAARD e ARENDT, 2006; WIINGAARD et al., 2006;
PHIRIAIS e ARENDT, 2008) chegaram a conclusdo de que o material
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com maior potencial para producdo de cerveja € o trigo sarraceno. Esse
pseudocereal pode ser obtido com casca ou sem casca, sendo que estudos
demonstraram que 0 uso do trigo sarraceno com casca € vantajoso, uma
vez que resulta em maltes de alta qualidade e melhora a filtrabilidade do
mosto cervejeiro.

Maccagnan et al. (2004), utilizaram trigo sarraceno como adjunto
ndo maltado em uma microcervejaria, para a produgdo de cerveja sem
gluten. Os resultados desse trabalho revelaram que o trigo sarraceno
apresenta aparéncia e propriedades sensoriais satisfatorias. No entanto,
estudos mostram que o contelido enzimatico desse pseudocereal sem
gluten é muito menor que o do malte de cevada e que o mosto do trigo
sarraceno apresenta alta viscosidade (PHIARAIS et al., 2005;
ZARNKOW et al., 2005). Esses problemas podem ser atenuados com
adicdo de enzimas comerciais. Phiarais et al. (2006) descobriram que a
adicdo crescente de a-amilase no mosto de trigo sarraceno aumentou cor,
extrato, filtrabilidade do mosto, fermentabilidade e extrato fermentavel,
além de diminuir a viscosidade. A adicao crescente de amiloglucosidase
resultou em aumento do nitrogénio sollvel total e FAN. Esses estudos
mostraram que, ao aplicar enzimas comerciais, 0 malte de trigo sarraceno
tem o potencial de substituir a cevada como matéria-prima sem gluten
para os portadores de doenca celiaca (PHIRIAIS e ARENDT, 2008).

O trigo sarraceno é altamente nutritivo e tem valor nutricional
superior ao de grdos como o trigo e arroz. Dentre 0s pseudocereais, 0 trigo
sarraceno é uma 6tima fonte de aminoécidos essenciais, como lisina e
treonina, flavonoides, &cidos fendlicos e taninos (JAMBREC et al., 2015).
O consumo constante do trigo sarraceno pode prevenir indigestao,
obesidade, constipacéo, colesterol, diabetes e hipertensdo. A proteina do
trigo sarraceno tem alto valor bioldgico, devido ao alto nivel de lisina,
além disso, contém fitoesterois, como rutina, que melhora os niveis de
colesterol e tem efeitos positivos em doencas cronicas, como diabetes tipo
Il (LI e ZHANG, 2001). O trigo sarraceno ainda possui altos niveis de
fibra alimentar, seus lipideos s&o ricos em gorduras insaturadas e contém
ampla variedade de compostos bioativos, como polifenois
(WIINGAARD e ARENDT, 2006; SWIECA, 2016).

Existe um crescente interesse em polifendis (anéis de benzeno com
um ou mais grupos hidroxila), que se deu devido a resultados de estudos
epidemioldgicos, ligando o consumo constante desse composto com
reducdo do risco de doengas ligadas ao estresse oxidativo, como cancer e
doencas cardiovasculares (HUGHES, 2001; CARVALHO, 2010;
ALVAREZ-JUBETE et al., 2010), devido ao efeito antioxidante e
inibidor da agéo de radicais livres dos compostos fendlicos (PALOZZA,
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2005). Estudo de Alvarez-Jubete et al. (2010) mostraram que dentre 0s
extratos de sementes de quinoa, trigo, trigo sarraceno e amaranto, o trigo
sarraceno foi a que apresentou o maior teor de fenodlicos totais.
Similarmente, o trigo sarraceno apresentou a maior capacidade
antioxidante dos extratos de sementes, medida pelos métodos de FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) e DPPH (Radical 2,2-difenil-1-
picril hidrazil). Concluiu-se, portanto, que a quinoa e o trigo sarraceno
sdo melhores fontes de polifendis em relacdo ao trigo e 0 amaranto, sendo
gue os polifendis presentes no trigo sarraceno sdo a catequina e quercetina
glicosidica. A qualidade absortiva desses polifendis perde apenas para
isoflavonas e &cido gélico.

Atualmente, o cuidado com a salde é considerado crucial na
indUstria alimenticia, e tanto o ramo da agricultura quanto da industria
farmacéutica constantemente procuram materiais naturalmente ricos em
flavonoides com alto potencial antioxidante. O trigo sarraceno tem se
mostrado uma matéria-prima atrativa para esse fim (SYTAR, 2015),
ganhando fama pelo amplo espectro de flavonoides, sendo que a rutina e
guercetina estdo presentes em maior quantidade (JAMBREC et al., 2015).

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios de plantas,
encontrados em folhas, frutos, sementes e flores, e tal como ocorre com
os carotenoides, esses compostos ndo sao sintetizados por humanos,
portanto, devem ser consumidos. Os flavonoides atuam na regulacéo de
genes envolvidos nos estados crénicos de doencas inflamatorias, que
aumentam a acdo inflamatoria pela expressao de citocinas e quimiocinas.
Frutas, vegetais e chas, ricos em flavonoides, podem bloquear proteinas
com acdo inflamatéria, atuando como inibidores naturais (HOENSCH e
OERTAL, 2015). Os flavonoides também atuam como antioxidantes
naturais, benéficos para prevenir o dano as células por espécies
oxigenadas reativas as células. O estresse oxidativo consiste em um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, que favorece doengas como
diabetes, hipertensdo, obesidade e quadros inflamatérios. Essa condicao
¢ induzida por espécies oxigenadas reativas, como radicais hidroxila,
geradas como subprodutos do metabolismo e da respiracdo (WU et al.,
2015). Além das propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes dos
flavonoides, estudos in vivo de Rawson et al. (2014) forneceram fortes
evidéncias de que flavonoides citricos possuem atividade contra cancer
de pele, colon, préstata, pulméo e figado.

Nessa conjuntura, o0 trigo sarraceno mostra-se promissor para
elaboracdo de uma cerveja bioativa, devido a suas propriedades
antioxidantes, teor de fenodlicos e flavonoides, alto valor nutricional e
prevencdo de doengas. Além disso, confere propriedades sensoriais ao
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produto semelhantes as da cevada, facilitando assim a aceitacdo do
publico. E o grdo mais recomendado da literatura para elaboracdo de uma
cerveja sem glaten e j& foi testado e aprovado como matéria-prima
cervejeira.

Tendo em vista o potencial do trigo sarraceno para elaboracédo de
uma cerveja funcional e que a mandioca, além de constituir uma reserva
energética fisioldgica, com alto teor de carboidratos (80 a 90% em massa
seca), concentracdes de micronutrientes proximas a diversas leguminosas
e teor de célcio e vitamina C relativamente elevados, que ainda pode ser
biofortificada para conferir outros aspectos funcionais ao produto, como
diferentes carotenoides, conclui-se que essas sdo matérias-primas muito
indicadas para produgéo de uma cerveja funcional sem gluten.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAS-PRIMAS
4.1.1 Gendétipo de mandioca IAC 576-70

O genotipo de mandioca IAC-576-70 foi obtido a partir do Banco
de Germoplasma do Programa de melhoramento genético de mandioca da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(Epagri - Estacdo Experimental de Urussanga - EEUR).

4.1.2 Malte e outros insumos

O malte de trigo sarraceno selecionado para o presente projeto é
origindrio da Bélgica, sua denominacdo é Chateau Buckwheat®, e
pertence a safra de 2014 da Castle Malting®.

O lipulo utilizado foi o Cascade em pellets, da Castle Malting®,
originario dos Estados Unidos, com teor de alfa acidos de 4,8-7%.

A levedura utilizada foi a safebrew T-58%®, da Fermentis®, com
19x10° células viaveis/grama e com dosagem recomendada de 50-80
g/hL.

Para floculacdo e precipitacdo das proteinas do triib foi utilizado o
whirlfloc G® granulado, orginario da Irlanda e com dosagem maxima
recomendada de 1 g para 25 litros de mosto em fervura.

As enzimas utilizadas na hidrélise do amido foram a Termamyl SC
DS® e a Saczyme® da Novozymes®. A Termamyl SC DS® é uma a-
amilase termorresistente, obtida por fermentagdo submersa. A Saczyme®
é uma glucoamilase obtida a partir do Apergillus niger. Nos graficos das
Figuras 6 e 7, esta representada a variacdo de atividade das enzimas
mencionadas com aumento de temperatura e pH. A temperatura ideal de
operacdo da Termamyl®SC é de ~86 °C e o pH é 5,8 e a temperatura ideal
de operacdo da Saczyme®é de 70 °C e 0 pH é ~4,2.
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Figura 6 - Influéncia do pH e da Temperatura na Atividade da Enzima Termamyl
SC DS® da Novozymes.

<85-88 ° C> <pH 5.6 to 6.0>

Relative activity (%)

T T T T T T T T 1

Increasing temperature Increasing pH

Fonte: Novozymes, 2013.

Figura 7 - Atividade vs Temperatura da Enzima Saczyme® da Novozymes em
pH 4,3 (A) e Atividade vs pH da Enzima Saczyme® da Novozymes em 65 0 C
(B).

Pelative actisty %

Fonte: Novozymes, 2015.

4.2 PREPARO INICIAL DA MANDIOCA

A mandioca IAC-576-70 foi obtida em forma de raizes frescas
congeladas. Foi necessério transforma-la em farinha (Figura 8) para
aplica-la no processo cervejeiro. Para obter a farinha a partir da raiz
fresca, a mesma foi moida em ralador (Arbel modelo RLM 120), prensada
em equipamento com capacidade de 40 kg, de aco inox, com cesto de 30
cm de diametro, e submetida a secagem em estufa a 60 °C durante 48
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horas. Apos a secagem, a farinha foi peneirada (28 mesh), sendo que os
grumos mais grossos foram triturados e novamente peneirados.

Figura 8 - Secagem da Farinha de Mandioca IAC-576-70.

4.3 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS
4.3.1 Umidade

A umidade do trigo sarraceno e da mandioca foi medida conforme
0 método da American Society of Brewing Chemists (ASBC, 2009).
Primeiramente o forno foi calibrado. O procedimento de calibracdo
consistiu em pesar as amostras em duplicata, em balanca de precisdo, e
colocé-las em forno & 103-104 ° C, onde ficaram durante 3 horas. Em
seguida, as amostras foram resfriadas em dessecador, novamente pesadas
e devolvidas ao forno por mais 1 hora. A diferenca de umidade entre as
amostras que ficaram 3 e 4 horas no forno foi inferior a 0,1%, portanto, o
tempo de forno adotado para a andlise foi de 3 horas. Caso a diferenca
fosse superior a 0,1%, a temperatura do forno deveria ser aumentada em
1 °C e a calibracio feita novamente. Assim, foi possivel calcular a
umidade nos cereais e adjuntos conforme a equagéo abaixo:

A—B
U,% grama/grama = ( y )x100 (3.1)

Sendo:
A = massa da amostra antes da secagem, g
B = massa da amostra ap6s a secagem, g
U = Umidade, % g/g
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4.3.2 Temperatura de gelatinizagéo

A temperatura e o calor absorvido devido a gelatinizagdo foram
observados utilizando DSC (Differential Scanning Calorimetry ou
Calorimetria Exploratéria Diferencial). Foi elaborada uma emulsdo das
amostras previamente, em uma proporcao 2:1, de massa de agua por
massa seca de amostra. Aproximadamente 20 mg de emulsdo foram
pesadas em recipiente de aluminio, que em seguida foi lacrado e
preparado para leitura no DSC (Perkin-Elmer, Jade, Massachusetts/USA)
que usa o software Pyris DSC. A temperatura aplicada foi de 20 °C até
100 °C e a velocidade de aquecimento foi de 5 °C/min.

4.3.3 Teor de extrato
4.3.3.1 Malte 6-Row (6-Fileiras)

Antes de medir o teor de extrato da mandioca e do trigo sarraceno,
foi medido o teor de extrato do malte 6-row, utilizando o método da
ASBC (2009). Isso foi necessério pois 0 método de avaliacdo do extrato
de cereais diferentes do trigo e da cevada envolve matérias-primas que
ndo possuem enzimas suficientes para a conversao satisfatoria do amido,
impossibilitando a anélise de extrato. Aplica-se, portanto, uma porcao de
malte (3:2), com alto poder diastatico (6-row) e teor de extrato conhecido
(motivo pelo qual mede-se o teor de extrato do malte 6-row), que atua
como um auxiliar da analise suprindo a deficiéncia de enzima das
matérias-primas avaliadas e possibilitando a conversdo do amido.
Resumidamente, moeu-se, peneirou-se, pesou-se 50 g de malte moido,
adicionou-se 200 mL de agua destilada e fez-se o descanso proteico em
banho a 45 °C por 30 minutos com agitador mecanico. Em seguida,
iniciou-se a mosturagdo, que consistiu em adicionar 100 mL ao mosto e
manter a temperatura em 70 °C durante 1 hora. A conversdo do amido em
acucares fermentaveis foi acompanhada durante a mosturagéo coletando
amostras a cada 10 minutos para o teste com iodo, sendo que a conversao
é considerada completa quando a cor da gota da amostra com a gota do
iodo na placa de teste € amarela/alaranjada. Ap6s a mosturacao, resfriou-
se 0 mosto rapidamente e completou-se sua massa total para 450 g, em
seguida, filtrou-se 0 mosto com papel filtro dobrado em funil de vidro
com 20 cm de didmetro. Mediu-se a densidade do filtrado utilizando um
picnémetro, conforme descrito no subitem 4.5.3.1. Calculou-se o extrato
utilizando as seguintes formulas:
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(M + 800)x100

M total d t = 3.2
assa total do mosto, g T00=p (3.2)
M ld Px(M + 800
Extrato,% g/g = assa toiz(z)o 0 mosto P xioot > ) (3.3)
Extrato, b % _ _100xE (3:4)
xtrato, base seca,% g/g = 100 =M .

Sendo:
P = g de extrato em 100 g de mosto (° Plato)
M = Umidade do malte, % g/g
E = Extrato, % g/g

Vale ressaltar que as formulas 3.2, 3.3 e 3.4 sdo do proprio método
de medigdo do extrato ASBC (2009). A massa total do mosto € originaria
de um balango de massa, em que a massa total do mosto se iguala a soma
da massa de agua, umidade da cevada e extrato. O método utiliza uma
base de célculo de 100 g de cevada e 800 g de agua, visto que sdo
utilizadas 50 g de cevada para 400 g de agua na analise.

O valor de P foi encontrado com base na densidade do filtrado,
utilizando a Table 1 em Tables related to Determinations on Wort, Beer,
Brewing Sugars and Syrups (ASBC, 2009).

4.3.3.2 Matérias-primas

Utilizando o resultado obtido de extrato do malte 6-row, péde-se
calcular o extrato das matérias-primas conforme o método internacional
de conversao de malte, da ASBC (2009). Brevemente, moeu-se, peneirou-
se e misturou-se 20 g da amostra e 5 g de cevada 6-row, ferveu-se a
mistura por 30 minutos, resfriou-se, adicionou-se mais 25 g de cevada 6-
row (moida e peneirada) e fez-se um descanso proteico de 30 minutos
seguido de 1 hora de mosturacdo em banho isotérmico, a temperatura
constante de 70 © C. Acompanhou-se a conversdo do amido conforme
descrito anteriormente. Apdés a mosturagdo, resfriou-se 0 mosto
rapidamente e ajustou-se a massa total para 450 g com agua destilada.
Filtrou-se 0 mosto com papel filtro dobrado e um funil de vidro. Mediu-
se a densidade do filtrado utilizando um picnémetro, conforme descrito
no subitem 4.5.3.1.

Calculou-se o extrato pela seguinte férmula:

Px(800 + 0,6M,, + 0,4M
Extrato total = ( 100 _";) 2 (3.5)
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Sendo:

Extrato total = g de extrato em 100 g de mistura de cevada com
amostra de interesse

P = g de extrato em 100 g de mosto de mistura de cevada com
amostra de interesse

Mm = umidade do malte 6-row, % g/g

M. = umidade da amostra de interesse, % g/g

Vale ressaltar que a formula 3.5 foi deduzida de forma similar a
férmula 3.3 e que o extrato total é o extrato da mistura de cevada 6-row e
da amostra de interesse. Para encontrar o0 % de extrato (g/g) somente da
amostra de interesse, utilizou-se:

Extrato total — 0,6xE
(Extrato 04?) X m)x100 (3.6)

Extrato da amostra, % g/g =

100xE (3.7)

Extrato da amostra, base seca,% g/g = 100 =M.
- M

Sendo:
Em = Extrato do malte 6-row, % g/g
E = Extrato da amostra de interesse, % g/g

Para encontrar o extrato da amostra de interesse, a formula 3.6 foi
utilizada, a partir do método internacional de conversdo de malte, da
ASBC (2009). Essa formula utiliza o extrato total e desconta a
contribuicéo (3:5 ou 60%) do malte de cevada 6-row, cujo o extrato foi
medido anteriormente e portanto é conhecido.

4.3.4 Perfil carotenoidico e quantificacdo de carotenoides por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) das matérias-primas
e das cervejas

4.3.4.1 Extracdo de carotenoides da raiz fresca e da farinha de mandioca
IAC 576-70

Os carotenoides foram extraidos conforme descrito por Rodriguez-
Amaya & Kimura (2004). Foram pesados 2,5 g da raiz fresca e cozida ou
farinha e adicionou-se 5 ml de acetona, incubando-se por 10 min. Ao meio
de reacdo, 5 ml de éter de petroleo foram adicionados, as amostras foram
homogeneizadas (1 min) com auxilio de Ultra-turrax (IKA Janke &
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Kunkel — T25 basic) e centrifugadas (Eppendorf 5810R) a 3000 rpm/10
min., a 10°C. A fase organica foi coletada e a extragdo repetida com o
residuo utilizando 2,5 ml de acetona e 2,5 ml de éter de petrdleo, seguida
de centrifugacdo. A fase organica acrescentaram-se 5 ml de solug&o de
NaCl 0,1M, seguido de centrifugacdo (300 rpm/7 min., 10°C). Este
processo de lavagem foi repetido duas vezes e a fase aquosa extraida
manualmente com pipeta Pasteur. Eter de petréleo foi adicionado aos
extratos ajustando-se o volume em 7,5 ml.

4.3.4.2 Quantificacéo de carotenoides por CLAE

Para as determinacgdes por CLAE da raiz fresca e das farinhas foi
utilizado o método de Moresco (2013). A fracdo organossolvente do
extrato foi concentrada em fluxo de nitrogénio e o extrato concentrado
totalmente dissolvido em 0,5 mL de hexano. Para as determinagdes por
CLAE das cervejas, foi feita a degaseificagdo utilizando ultrassom (USC
— 1450A). Todas as amostras, concentrado da da raiz fresca e da farinha
em hexano e as cervejas degaseificadas, foram centrifugadas
(4000rpm/15min), filtradas (0,22 um) e injetadas em cromatdgrafo
liquido (Shimadzu LC-10A), equipado com termostatizador (35 °C),
coluna de fase reversa C18 (Vydac 201TP54) acoplada a pré-coluna (C18,
Vydac 201TP54) e detector espectrofotométrico (450 nm). A eluigdo
utilizou metanol: acetonitrila (90: 10, v/v), fluxo de 1 mL/min e a
identificagdo dos compostos de interesse foi efetuada por comparagéo dos
tempos de retencdo de amostras de compostos padrGes puros, sob as
mesmas condi¢fes experimentais. A quantificacdo dos carotenoides
utilizou curva padrao externa (Sigma-Aldrich, MO-USA - B-caroteno y =
1,019x, r> = 0,99; luteina e B-criptoxantina y = 7044,96x, r? = 0,99;
licopeno y = 4096,947x, r? = 0,98), considerando-se os valores de areas
dos picos de interesse para efeitos de calculos das concentracbes dos
analitos.

4.3.4.3 Atividade equivalente de vitamina A e retinol (RAE)

A formula 3.8, mostrada a seguir, foi desenvolvida para calcular a
atividade total de vitamina A (retinol) equivalente de amostras,
permitindo a comparacdo entre componentes ricos em carotenoides
provitamina A. Isso permite definir quantitativamente a bioatividade de
um alimento, uma vez que carotenoides provitamina A possuem
diferentes atividades equivalentes, variando conforme suas composicfes
quimicas.
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A atividade de vitamina A do trans-p-caroteno foi determinada
como aproximadamente 50% da atividade da propria vitamina A (retinol),
0 que significa que 1 equivalente de retinol (RAE) é 0 mesmo que 2 ug
de trans-p-caroteno (TRUMBO et al., 2003). No entanto, Yeum e Russel
(2002) sugerem que 6 g de trans-B-caroteno sdo necessarios na dieta para
gue se atinja 0 mesmo efeito que 1 pg de trans-p-caroteno purificado,
levando em consideracdo a biodisponibilidade. Portanto, o fator de 12:1
é utilizado para o calculo da atividade equivalente em vitamina A (retinol)
do trans-B-caroteno ingerido. Outros carotenoides percursores da
vitamina A, como 0 trans-o-caroteno e P-criptoxantina, tem apenas
metade da atividade bioldgica do trans-B-caroteno, portanto, a ingestdo de
24 ug desses compostos sdo necessarias para que se atinja 1 RAE.

Com base no exposto acima, o0 RAE (Retinol Activity Equivalents
ou Atividade total em equivalentes de retinol) das amostras pode ser
calculado utilizando a formula:

n_1(pVACS) + 2(tbc)

24 (38)

tRAE (ng) =

Sendo:
tRAE = atividade total em equivalentes de retinol da amostra
pVACS = carotenoides percursores da vitamina A (a-caroteno, -
criptoxantina, cis-p-caroteno; 24 pVACS =1 RAE)
tbc = trans-p-caroteno (12 thc = 1 RAE)

4.4 PRODUCAO DE CERVEJA

Foram elaboradas trés cervejas, com diferentes caracteristicas, que
tiveram suas propriedades bioativas, fisico-quimicas, teor de glaten e de
amido resistente comparados. A primeira cerveja elaborada foi uma
cerveja padréo, feita com farinha de mandioca comercial e malte de trigo
sarraceno. A segunda cerveja elaborada foi a cerveja BC, feita com a
farinha do genétipo de mandioca IAC 576-70 e malte de trigo sarraceno.
A terceira e Ultima cerveja elaborada foi a cerveja AR, feita com a farinha
do gendtipo de mandioca IAC 576-70 e trigo sarraceno, sendo que nessa
cerveja houve uma adicdo extra de 100 g de farinha de mandioca durante
a fervura, com a finalidade de verificar a presenca de amido resistente no
produto final. A figura 9 mostra o fluxograma do processo, ilustrando a
ordem das etapas e ressaltando a diferenca de cada formulagéo de cerveja:
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Figura 9 — Fluxograma do processo utilizado para elaboragéo das cervejas padrdo,

AR e BC

Malte de )
trigo sarraceno

Agua quente (48 °C) 9
Enzimas comerciais 9
alfa e beta-amilase
Agua quente (78 °C) 9
Grio exaurido e

mosto clarificado
Liipulo, whirlfloc 9
¢ especiarias

mosto fervido

Fermento 9

Cerveja padrio: farinha
de mandioca comercial
Cerveja BC e AR: farinha
de mandioca 1AC 576-70

Cerveja AR: Adiciio extra
de farinha de mandioca

As etapas da figura 9 estdo descritas com mais detalhes a seguir:

a) Pesagem e Moagem: Em todas as formulagdes foram utilizados 3,04
kg de trigo sarraceno e 2,71 kg de farinha de mandioca, sendo que a
cerveja AR utilizou 100 g extras de farinha, ou seja 2,81 kg. O critério
utilizado para a escolha da propor¢do massica das matérias-primas ricas
em amido foi que cada uma delas contribuisse com 50% do extrato total,

calculado utilizando a seguinte formula:

n

Un | En
Bon = ) My (1= 705 =
n=1
Sendo:
E:m = extrato total maximo da formulag&o (%)
n = Matéria-prima
Mn = massa da matéria-prima n (g)
Un = umidade (%) da matéria-prima n
En = extrato (%) medido da matéria-prima n

(3.9)
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O malte de trigo sarraceno foi moido em um moinho de disco
(Guzzo) até a quebra da casca (Figura 10).

Figura 10 - Malte de trigo sarraceno moido.

b) Mosturacdo: Adicionou-se 19,5 litros de agua aquecida a 48 °C a
farinha e aos grdos moidos, a fim de se alcancar uma temperatura de
equilibrio de 45 °C. A Figura 11 ilustra a mosturagdo do trigo sarraceno
e da mandioca em reator de 32 litros.

Figura 11 - Mosturacdo da cerveja padrdo de mandioca comum e malte de trigo
sarraceno.
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Ap0s o descanso proteico a 45 °C, a temperatura foi aumentada até
80 °C, sendo que antes de chegar a temperatura de gelatinizagdo do amido
das matérias-primas (50 ° C), foram adicionados 10 mL de enzima
Termamyl SC DS®. A temperatura foi mantida a 80 ° C por 50 minutos,
reduzida para 65 ° C e entdo foram adicionados 10 mL de enzima
Saczyme®.

O método de mosturacdo selecionado foi de infusdo, que demanda
menos energia e possui simples controle. Durante a mosturagdo, foram
realizados testes com iodo, para acompanhar a conversdo de amido em
acucares, e mediu-se o pH.

A rampa de temperatura aplicada durante a mosturacdo pode ser
visualizada no item de discussao de resultados, Figura 17 do subitem 5.2.

c) Clarificacdo: Ao fim da mosturagdo, o mosto foi recirculado até sua
clarificagdo, sendo que os prdprios grdos atuaram como um leito filtrante
acima do fundo falso do reator. Ao mesmo tempo que o0 mosto clarificado
foi transferido para o tanque de fervura, realizou-se a aspersdo continua,
adicionando-se 17 litros de agua a 75 °C. O método de aspersdo continua
possui as vantagens de produzir um mosto mais clarificado, permitir
menos contato com oxigénio (sabor mais estavel) e de ser um processo
mais rapido.

d) Fervura: Assim que a fervura teve inicio foi realizada a primeira adi¢éo
de lapulo, 40 g de lapulo Cascade. A segunda adicdo de lupulo, 20 g de
lupulo Cascade, foi realizada apds 45 minutos de fervura e adicionou-se
ainda 20 g de coentro, 30 g de casca de laranja e 1 g de whirlfloc.

O mosto foi fervido por 1 hora com uma velocidade de evaporagéo
de 3 L/hora. A cerveja AR teve uma adicdo extra de 100 g de farinha de
mandioca ap6s 15 minutos de fervura, a fim de possibilitar a formacéo de
amido resistente tipo AR 3 no produto final.

A eficiéncia da brassagem foi calculada segundo a férmula abaixo:

EnsxDprxCxVy,
p=—L" J (3.10)

M,

Sendo:
n = Eficiéncia da brassagem, %

Emt = Teor de extrato medido do mosto fervido,
D = Densidade de mosto fervido, kg/L

gramas de extrato

100 gramas de mosto
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C = Constante aplicada para correcdo da dilatagdo do volume de
agua (0,96)

Vme = Volume de mosto fervido, L

Mg = Massa de gréos adicionada, kg

e) Resfriamento e aeracdo: O resfriamento foi realizado utilizando uma
serpentina com circulagdo de dgua em temperatura ambiente. A aeracao
foi feita utilizando o aerador (Betta Silente) com filtro chromafil®
acoplado de 0,20 pum durante 10 minutos.

f) Fermentagdo: Apds o resfriamento, quando a temperatura alcangou 24-
25 °C, 1 sachet de levedura safebrew T-58® (11,5 g) foi adicionado ao
mosto. A fermentacdo foi realizada em uma geladeira com temperatura
controlada de 16 °C e foi acompanhada diariamente até alcancar a
densidade relativa final de 1,011-1,013. O grau de fermentac&o real foi
calculado segundo as seguintes formulas:

100(0 — E) 1

GRF =
0o *1-(.B

(3.12)

0=2A+E-FC (3.12)

Sendo:

GRF = Grau de fermentacdo real (%)

O = Extrato original (°P)

C = Constante aplicada para corrigir a perda de massa por gas
carbonico e formacao de novas células de levedura durante a fermentacéo
(0,00516)

E = Extrato real (% g/g)

A =Teor alcodlico (% g/g)

FC = Fator de correc¢do, obtido na Table 3 em Tables related to
Determinations on Wort, Beer, Brewing Sugars and Syrups (ASBC,
2009)

A férmula 3.11 refere-se a fracdo de extrato originalmente presente
no mosto que foi efetivamente convertida em alcool e CO2. O célculo do
grau de fermentacdo real exige o conhecimento do extrato original, que é
0 teor de extrato antes da fermentacdo, obtido a partir da formula 3.12,
utilizando dados de extrato real, que é 0 extrato que permaneceu ha
cerveja, e teor alcodlico.



61

g) Maturagdo: Ao fim da fermentacdo, iniciou-se a maturacao ajustando
a temperatura da geladeira para 4 ° C, mantendo-a por 7 dias.

h) Envase: Optou-se por envasar a cerveja em garrafas de vidro ambar,
devido a facilidade, ao fato de ndo adicionar sabor, impermeabilidade
para gases, resisténcia ao calor e protecéo da luz.

4.5 ANALISES DO PRODUTO FINAL
4.5.1 Densidade relativa

4,5.1.1 Picnbmetro

A medicdo da densidade com o picnémetro é importante como
analise acessoria do teor alcodlico, do extrato residual, do teor de extrato
total e como um parametro definir um estilo de cerveja e acompanhar a
fermentacéo. Foi utilizado um picnémetro de 50 mL. Nesse método, séo
pesadas em picndmetro a amostra e dgua (equilibradas a 20 °C) para
encontrar a densidade relativa da amostra. Primeiramente determinou-se
0 peso seco do picndmetro em balanca de precisdo, secando-o
completamente com ar comprimido. Em seguida, determinou-se o valor
da agua, preenchendo o picnémetro completamente com agua destilada e
pesando-o novamente em balanca de preciséo. Finalmente, o picndmetro
foi completado com a amostra e pesado em balanca de precisdo. Vale
ressaltar que alguns cuidados foram tomados durante as pesagens, como
jamais tocar diretamente no picndémetro, secar 0 pescoco e 0 exterior do
picnbmetro até ndo haver gotas sobressalentes, esperar 0 tempo
necessario para o equilibrio da massa na balanca e realizar diversas
leituras em cada etapa, até encontrar massa constante. Apurou-se a
densidade relativa da amostra efetuando o seguinte calculo:

massa do picndmetro com amostra — massa do picndmetro vazio

Dens.rel.= (313)

massa do picndmetro com dgua — massa do picndmetro vazio

A concentracdo de agUcares (°Bx) pode ser encontrada a partir da
densidade relativa a 20 °C.

45.1.2 Hidrdmetro

Durante o processo de elaboracdo das cervejas experimentais, a
densidade foi acompanhada utilizando o hidrdbmetro, que permitiu
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verificar a necessidade de ajustes no processo, cComo aumento o tempo de
fervura para aumentar a densidade ou adicdo de agua a fervura para
reducdo da densidade, possibilitando a padronizacdo das cervejas. Além
disso, a medida da densidade com o hidrobmetro permite o
acompanhamento de forma rapida e préatica da fermentacdo, indicando o
seu fim.

O hidrémetro ¢ um instrumento de féacil utilizagdo, proporciona
leituras rapidas de densidade relativa e permite o facil acompanhamento
de diversas etapas do processo cervejeiro. Consiste em um aparelho em
corpo de vidro, com um peso na parte inferior (feito com pequenas bolas
de metal) e uma haste graduada, onde os valores de densidade séo lidos.
O hidrémetro afunda no liquido (amostra) até onde a massa do liquido e
do ar descolocados é igual a massa do hidrometro. A faixa de medicéo do
aparelho é definida pela massa das bolas de metal. Deve-se observar para
gual liquido o aparelho foi calibrado e a temperatura da amostra.

4.5.1.3 Refratbmetro

O refratbmetro é outro instrumento utilizado para medicdo da
densidade relativa, é analdgico e baseia-se no indice de refracdo do
liquido. Esse método ndo € preciso como o do picndémetro, mas é de facil
utilizacdo e proporciona leituras rapidas, como o hidrémetro, tendo a
vantagem adicional de utilizar pouca quantidade de amostra.

Foi utilizado um refratdmetro portatil (AKSO-AK?90), juntamente
ao hidrémetro, durante a elaboracdo das cervejas para acompanhar a
densidade. Para a analise da amostra, uma ou duas gotas foram coletadas,
colocadas no aparelho, a tampa foi fechada para espalhar a gota sobre 0
prisma (bolhas de ar foram evitadas) e a leitura foi feita contra a luz,
através da lente de aumento do préprio aparelho, e a concentracédo foi
medida em °BXx.

4.5.2 Teor alcodlico

O teor alcodlico foi medido segundo o método volumétrico da
ASBC (2009). Foi montada a vidraria de destilacdo de forma a evitar
perdas pelas conexdes, que empregou um frasco de destilagdo de 500 mL,
conector com valvula, condensador horizontal e manta de aquecimento
(Fisatom — Classe 300 — com regulador de poténcia). Para receber o
destilado, utilizou-se uma proveta de 100 mL. A amostra de cerveja, em
duplicata, foi degaseificada e adicionou-se 100 mL no frasco de destilacéo
com mais 50 mL de &gua destilada. Destilou-se 96 mL em velocidade
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constante. Completou-se o volume para 100 mL e determinou-se a
densidade relativa utilizando um picndémetro. A porcentagem de alcool
em volume foi lida na Table 2 em Tables related to Determinations on
Wort, Beer, Brewing Sugars and Syrups (ASBC, 2009), utilizando os
dados da densidade do destilado e da cerveja.

4.5.3 Extrato residual

O extrato residual foi medido segundo o método volumétrico da
ASBC (2009) a partir do residuo do frasco de destilagdo utilizado para
medir o teor alcodlico. O residuo foi transferido para uma proveta de 100
mL. O volume foi completado e equilibrado a 20 °C. A densidade foi
medida utilizando o picndmetro e encontrou-se a quantidade de extrato
em gramas por 100 gramas de solucdo desalcoolizada, utilizando Table 1
em Tables related to Determinations on Wort, Beer, Brewing Sugars and
Syrups (ASBC, 2009), e efetuou-se o seguinte calculo:

G x densidade da solugdo residual

Extrat idual, % massico =
xtrato residual, % massico densidade da cerveja (3.14)

Sendo:
G = g de extrato em 100 g de solucdo de residuo do frasco de
destilacdo

4.5.4 Cor

Os métodos mais comuns para se medir a cor da cerveja sdo a
utilizacdo de uma colorwheel e 0 método colorimétrico. A colorwheel
consiste em uma paleta de cores com os valores em SRM (Standard
Reference Method), como a da Figura 12, sendo que a cor é estimada por
comparagdo visual.

A cerveja foi filtrada e centrifugada até apresentar-se livre de
turbidez e entdo foi submetida em triplicata a leitura no espectrofotdmetro
UV-Visivel (Gold spectrum lab 53 UV-Vis spectrophotometer, BEL
photonics, Brazil) no comprimento de onda de 430 nm. Foi utilizada uma
cubeta de 1 cm, portanto, aplicou-se um fator de correcdo para o caminho
da luz de % polegada. Utilizou-se a férmula abaixo para o calculo da cor,
sendo que o valor é expresso em SRM:

Cor da cerveja, SRM = 10xAxF, (3.15)
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Sendo:

A = Absorbancia da amostra em 430 nm

Fc = Fator de correcdo para a cubeta de %2 polegada (para a cubeta
de 10 mm o fator é 1,27)

Figura 12 - Guia visual de cores (SRM).

00

Fonte: Beer Judge Certification Program (BJCP), 2015.

45,5 Turbidez

A claridade da cerveja, ou auséncia de turbidez, é uma propriedade
importante. A turbidez pode estar presente devido a fatores processuais,
como resultado de envelhecimento ou resfriamento do produto, ou por
caracteristica do produto, como no presente caso, pela presenca de amido
resistente. A forma de medir esse pardmetro deve ser reprodutivel e
padronizada. Os padrdes de turbidez de formazina se consagraram como
uma referéncia, sendo que os valores sdo reportados na unidade FTU
(Formazin Turbidity Units). A andlise pode ser feita por inspec¢do visual
e comparacgao com os padrdes (Figura 13), no entanto, com o auxilio de
um turbidimetro, os mesmos padrdes podem ser utilizados para obter-se
maior precisao.
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Figura 13 - Padrdes de Formazina de 10 a 1000 FTU.
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Fonte: GLOBALSPEC, 2015.

A turbidez da cerveja foi medida utilizando o método dos padrfes
de turbidez de formazina, da ASBC (2009). Primeiramente foi elaborada
uma solugdo de sulfato de hidrazina, 0,966 g em 100 mL, aguardou-se a
total diluicdo, e uma solucéo de hexametilenotetramina, 2417 g em 25
mL. Em seguida, foi elaborada a solucdo de estoque, que consistiu em
misturar as solugdes de hidrazina e hexametilenotetramina, e aguardou-
se 24 horas para a precipitacdo completa da formazina. O padréo de
10,000 FTU foi feito a partir da diluicdo de 15 mL da solucdo de estoque
para 100 mL. Os demais padrGes (2000, 4000, 6000, 8000) foram
elaborados a partir de diluicGes do padrdo de 10,000 FTU. Os padrdes
foram visualmente comparados com as cervejas e definiu-se a turbidez de
cada amostra.

4.5.6 Concentracdo de Free Amino Nitrogen (FAN) do mosto e da
cerveja

O método da ninidrina, ou método internacional de medida de FAN
da ASBC (2009), pode ser utilizado para determinar a quantidade de
nitrogénio aminico livre no mosto e na cerveja para conhecer a quantidade
de nitrogénio assimilavel disponivel para a levedura durante a
fermentacdo e o residual ap6s a fermentacdo. O método quantifica
aminoacidos, amonia e em algum grau, nitrogénio aminico em peptideos
e proteinas.

Foi elaborado o reagente de cor empregando ninidrina e o padréo
de glicina, contendo exatamente 2 mg de nitrogénio aminico por litro.
Foram coletadas amostras do mosto durante a elaboragdo da cerveja e
amostras de cervejas prontas. Para andlise, filtrou-se e diluiu-se 0 mosto
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100 vezes e a cerveja foi degaseificada, filtrada e diluida 50 vezes.
Adicionou-se 2 mL das amostras em tubos de ensaio, incluindo agua
destilada (branco) e o padréo de glicina. Em seguida, foi adicionado 1 mL
do reagente de cor e os tubos foram colocados em banho fervente por 16
minutos. Resfriou-se os tubos, adicionou-se 5 mL de solucéo de dilui¢do
em cada tubo e mediu-se os resultados em espectrofotdmetro UV-Visivel
no comprimento de onda de 570 nm. Para encontrar a concentracdo de
FAN, utilizou-se a seguinte férmula:

m absorbancia da amostra
FAN (—g) = x2xF (3.16)

L/ absorbancia do padrio glicina

Sendo:
F = Fator de diluicdo da cerveja ou do mosto

4.5.7 Amargor

O amargor foi determinado pelo método Internacional de Unidade
de Amargor (Bitterness Units, BU) da ASBC (2009). Foram transferidos
10 mL de amostra de cerveja resfriada (10 ° C) e gaseificada, com uma
gota de alcool octilico, para um tubo de centrifuga de 50 mL. Foi
adicionado as amostras 1 mL de &cido cloridrico 3 N e 20 mL de iso-
octano (2,2,4 — Trimetilpentano). Realizou-se a extracdo sob agitagéo de
15 minutos em plataforma horizontal (Ratek - ERPM4). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas para a separacdo de fases e coletou-se a
camada superior de iso-octano, e realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro UV-Visivel no comprimento de onda 275 nm. Para o
branco, foi utilizado iso-octano com uma gota de alcool octilico. O
amargor foi calculado segundo a férmula:

Amargor, BU = Ax50 (3.17)

Sendo:
A = Absorbancia no comprimento de onda 275 nm

4.5.8 Gluten

A andlise do gluten foi realizada utilizando o método da AOAC
(Association of Official Analytical Chemists, 2005). A técnica € um ensaio
imunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA)
competitivo, método utilizado para analisar gliten de alimentos
fermentados e hidrolisados (R-BIOPHARM, 2006).
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O procedimento fundamenta-se na reacdo antigeno-anticorpo. Foi
utilizada uma placa de microtitulacdo com uma pelicula de gliadina, que
atua como antigeno, e adicionou-se padrdes (hidrolisado de uma mistura
de trigo, centeio e cevada) e solucdes de amostra aos pocos dessa placa,
que também atuam como antigenos. Em seguida, adicionou-se o
anticorpo (conjugado enzimatico) e encubou-se por 30 minutos. Nessa
etapa, gliadinas livres (amostra) e imobilizadas (placa) competem pelos
sitios ativos do anticorpo. O liquido foi entdo inteiramente retirado dos
pocos, para remocao de qualquer conjugado ndo ligado a placa. Uma
solucdo de lavagem foi adicionada e retirada duas vezes. Um
substrato/cromogeno (Red Chromogen Pro) foi acrescentado e encubado
por 10 minutos no escuro. Os conjugados enzimaticos ligados a placa
convertem o cromdgeno em um produto azul, e ap6és 10 minutos, com a
adicdo de uma solucédo de parada, a cor muda de azul para amarelo. Apds
10 minutos da adicdo da solucdo de parada, mede-se a concentracdo de
gluten por espectrofotdmetro no comprimento de onda 450 nm. A
absorbancia é inversamente proporcional a concentracdo de gliten na
amostra.

4,5.9 Amido resistente

A analise do amido resistente aplicou 0 método da AOAC (2010).
A técnica € um ensaio in vitro, que simula a acdo da a-amilase e da
amiloglicosidase, em presenga de amido, no corpo humano
(MEGAZYME, 2011).

O procedimento iniciou-se em um banho agitado com a-amilase
pancredtica e amiloglicosidase por 16 horas a 37 °C, durante o qual amido
n&o resistente é solubilizado e hidrolisado pela acdo das enzimas. Parou-
se a reacdo com a adicdo de etanol e o amido resistente foi recuperado
como pellet da centrifugagdo. O pellet foi lavado duas vezes com etanol
(50%, v/v), novamente centrifugado e dissolvido em solu¢do 2 M KOH
por agitacdo vigorosa em um banho de gelo. Essa solucdo foi neutralizada
com um tampéo de acetato e o amido foi hidrolisado quantitativamente
utilizando a enzima amiloglicosidase. A D-glicose do hidrolisado foi
medida aplicando glicose oxidase/peroxidase (reagente GOD-POD) e
realizando a leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda 510
nm. O resultado corresponde a medida de amido resistente na amostra. O
amido ndo resistente pode ser determinado coletando o sobrenadante e 0s
liquidos das lavagens, ajustando o volume para 100 mL e medindo o teor
de D-glicose utilizando o reagente GOD-POD.
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4.5.10 Atividade antioxidante e equivaléncia em vitamina C

A metodologia para medir a atividade antioxidante da cerveja foi a
mesma de Zhao et al. (2010), que consiste em elaborar uma solucéo de
DPPH 6x10% mol/L em etanol 50%, adicionar 2,9 mL dessa solucéo em
0,1 mL de cerveja e medir a absorbancia a 517 nm em espectrofotémetro
UV-Visivel apds 60 minutos. Para preparacdo de uma amostra para o
controle da reacéo, adicionou-se 2,9 mL de solu¢do de DPPH em 0,1 mL
de agua destilada, que também teve a absorbancia medida a 517 nm apos
60 minutos. O percentual de inibi¢do foi calculado conforme a férmula
abaixo:

AControle - AAmastTa

)xlOO (3.18)

Percentual de Inibigao, % = (
AControle

Sendo:
Acontrole = Absorbancia do controle
Aamostra = Absorbancia da amostra

Adicionalmente, para a padronizacdo de valores, uma curva de
calibracdo foi elaborada, em funcdo do percentual de inibicdo e da
concentracdo de 4cido ascorbico (Vitamina C), a fim de se expressar 0s
resultados em concentracdo equivalente de acido ascérbico.

4.5.11 Fenolicos totais e equivaléncia em acido galico

Os fendlicos totais da cerveja foram medidos de acordo com Zhao
etal. (2010). A analise é baseada no método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteu, em que 0,5 mL de cerveja diluida 2 vezes foi adicionada a 2,5
mL de reagente fendlico de Folin-Ciocalteu diluido 10 vezes e deixou-se
reagir por 5 minutos. Em seguida, 2 mL de solucéo 7,5% de carbonato de
sodio foi adicionado e o volume foi completado com &gua destilada até
10 mL. Apos 1 hora de reacdo, mediu-se a absorbancia a 760 nm. O valor
medido foi comparado com a curva de calibragdo de &cido galico e os
resultados foram expressos em miligramas de equivalente em &cido galico
por litro de cerveja.

4.5.12 Flavonoides totais e equivaléncia em quercetina

A medicdo dos flavonoides totais nas cervejas foi baseada no
método de Hosu et al. (2014), em que amostras de vinho tiveram a
concentracdo de flavonoides totais apuradas. Brevemente, adicionou-se
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uma solugéo de AICIs (25 g/L) e uma solucdo de CH3COONa (100 g/L)
as amostras, aguardou-se a reacdo por 15 minutos e mediu-se a
absorbancia em espectrofotdmetro UV-Visivel no comprimento de onda
430 nm. O valor medido foi comparado com a curva de calibragdo de
guercetina e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente
em quercetina por litro de cerveja.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o software Excel (Microsoft Corporation, 2013) com
a ferramenta action (suplemento de andlises estatisticas integrado ao
Excel), para avaliar os resultados por meio de andlise de variancia
(ANOVA). As médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERISTICAS DAS MATERIAS-PRIMAS
5.1.1 Temperatura de gelatinizacéo

A temperatura e o calor absorvido devido a gelatinizacdo,
fendmeno endotérmico, podem ser observados utilizando DSC. A
vantagem de utilizar esse aparelho é que este permite um controle preciso
da temperatura enquanto mantém a amostra em um sistema fisicamente
fechado. Os dados de tempo, temperatura da amostra e fluxo de calor,
além de um gréfico de Temperatura vs. Fluxo de calor, foram obtidos e
compilados utilizando o software Pyris DSC. A partir dos dados de
temperatura da amostra e de fluxo de calor, pdde-se observar a
temperatura de inicio, pico e fim da gelatinizacdo, que possibilitou melhor
planejamento do processo e comparagdo com dados da literatura. O
grafico de Temperatura vs. Fluxo de calor mostrou um pico endotérmico,
sendo que a area desse pico equivale a variacdo da entalpia do fenémeno
de gelatinizacdo (AH), que foi calculada pelo programa. Os resultados de
calorimetria exploratéria do trigo sarraceno e da mandioca estéo
representados na Tabela 1 e os graficos de Temperatura vs. Fluxo de calor
estdo representados nas Figuras 14 e 15.

Tabela 1 - Propriedades térmicas do trigo sarraceno e da mandioca IAC 576-70
(valores médios * desvio padrdo, n= 3 repeti¢des) medidas por DSC
(Calorimetria Exploratéria Diferencial)

Vel. de
Matéria-prima Ti(°C) T, (°C) T:(°C) Aquecimento AHJ/g)
(°C/min)
Trigo Sarraceno 58,92+0,35 63,04+0,11 70,25+0,82 5 2,5977 £0,1261
Mandioca  5144+203 5804+0,16 73,04 +147 5 4,0390 + 0,0716

Ti = temperatura de inicio de gelatinizacdo, Tp = temperatura de pico de gelatinizacéo,
Tt = temperatura de fim da gelatinizagdo

Annemdller e Manger (2013) reportaram faixas de temperatura de
gelatinizacdo (Ti — Tr) de 63-80 °C e Rolland-Sabaté et al. (2013)
encontraram resultados de 56,1 — 72,0 °C para a mandioca. Wolter et al.
(2013) reportaram dados de faixas de temperatura de gelatinizagdo de 59-
72 °C para o trigo sarraceno. Wijngaard e Arendt (2006) reportaram um
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pico de gelatinizagdo (Tp) de 67 °C e Phiarais et al. (2010) de 65,4 °C,
também para o trigo sarraceno.

Avaliando resultados da literatura e comparando o pico
endotérmico da Figura 14 (mandioca) com o pico da Figura 15 (malte de
trigo sarraceno), observa-se que o primeiro ficou extenso. Segundo
resultados de Garcia et al. (1996), isso significa que uma proporcéo de
agua maior poderia ter sido aplicada (utilizou-se 2:1).

As faixas de temperaturas de gelatinizacdo encontrados na
literatura para a mandioca foram amplas, diferentes entre si e diferentes
dos resultados desse estudo, 0 que pode ser justificado pela existéncia de
muitos gendtipos naturais ou modificados pelas técnicas de
melhoramento das plantas, fato que ndo ocorre com o trigo sarraceno.
Gendtipos de mandioca com baixissimos teores de amilopectina, por
exemplo, apresentam temperaturas de gelatinizagdo  maiores
(CEBALLOS et al., 2007). Além disso, plantios realizados em épocas
secas geram uma multiplicidade de picos na varredura, e irrigacdo gera
uma gelatinizacdo mais facil (DEFLOOR, 1998 e CHATAKANONDA,
2003).

Figura 14 - Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) do genétipo de mandioca
IAC-576-70.
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Os resultados de temperatura de gelatinizacdo observados foram
confirmados durante a brassagem, em que se observou um aumento
acentuado da viscosidade do mosto quando a temperatura se aproximava
de 60 °C, sendo necessaria a adicdo imediata da enzima liquidificante (a-
amilase termorresistente) para diminuir a viscosidade do mosto.
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Figura 15 - Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) do Trigo Sarraceno.
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As andlises de Eriksson (2012), utilizando RVA (Rapid Visco
Analyzer), mostraram como o amido de diversas espécies de farinha de
cevada reagem com agua aquecida enquanto agitado. Foi comprovado
que durante a gelatiniza¢éo ocorre um aumento acentuado de viscosidade,
que atinge um pico durante o aquecimento. E muito comum em grandes
cervejarias a utilizacdo de adjuntos ndo maltados, como as matérias-
primas utilizadas no presente projeto. Nesses casos, se as enzimas
comerciais ndo forem aplicadas corretamente, pode ocorrer um aumento
descontrolado da viscosidade do mosto, impossibilitando agitacdo e
bombeamento, o que acarreta a perda do lote e danos nos equipamentos.
Os resultados obtidos pela DSC, portanto, mostraram-se essenciais ndo so
para o planejamento da rampa de temperatura da mosturagcdo, mas
também para prevencao de possiveis problemas no processo.

5.1.2 Teor de extrato

Os resultados de extrato permitiram uma correta elaboracdo da
formulagdo e boas estimativas das propriedades fisico-quimicas, como o
teor alcodlico e densidade relativa do mosto e da cerveja. A Tabela 2
mostra 0s resultados de extrato das matérias-primas utilizadas para
elaboracdo das cervejas experimentais.
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Tabela 2 - Umidade, densidade relativa e extrato (valores médios + desvio padrao,
n= 3 repeti¢des) de amostras de cevada 6 RW e trigo sarraceno moidos finamente
e de farinha gen6tipo de mandioca IAC-576-70.

Matéri . Umidade, % Densidade Extrato Extrato da Extrato da
atéria-prima y relativa* total. % q/ Amostra, Amostra em base
99 99 % glg seca, % g/g
Cevada 6 RW 5,25+ 0,08 1,0360+0 80,4+0 - 848+0
Trigo Sarraceno 11,26 +0,14  1,0349 + 0,0001 774+02 737104 83,005
5,46 + 0,04 1,0380 + 0,0002 846+03 91,0+09 96,2+0,9

Mandioca

* Densidade medida com amostra a 20 ° C em relacdo a densidade da &guaa 20°C

A avaliagdo da umidade dos gréos é de fundamental importancia,
uma vez que possibilita a comparacdo de valores com a literatura e
elaboracdo de formulagGes em uma mesma base de célculo.

Annemiller e Manger (2013) reportaram resultados médios de
extrato de 87-97% em base seca para a mandioca e Asante (2008)
observou que densidades relativas de mostos cervejeiros aumentam
quanto maior for a proporcdo de mandioca aplicada, o0 que sugere que 0
extrato da mandioca é maior do que o da cevada, confirmando os
resultados obtidos.

Wijngaard e Arendt (2006) apresentaram resultados de 65,9-72,7%
de extrato total para o trigo sarraceno. Phiarais et al. (2010) obtiveram o
resultado de 61,9% de extrato em base seca para o trigo sarraceno.

Os resultados encontrados para o trigo sarraceno mostraram-se
superiores aos resultados previamente reportados na literatura, indicando
influéncia dos diferentes locais de plantio, época de colheita da matéria-
prima e especialmente qualidade da maltagem e umidade do gréo, que no
presente caso, encontra-se proxima ao limite que a andlise abrange
(<12%). Ja os dados apurados para a mandioca mostraram-se proximos
aos da literatura.

5.1.3 Teor de carotenoides da farinha de mandioca IAC 576-70

O tempo de reten¢do de cada carotenoide foi estimado por curva
elaborada utilizando compostos padrdo puros. Os resultados foram
confirmados adicionando uma pequena quantidade de cada um dos
compostos padrdo nas amostras de cerveja e verificando se 0s picos
correspondentes a cada carotenoide apareciam nos mesmos tempos de
retencao.
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A Figura 16 ilustra os tempos de reten¢do tipicos dos carotenoides
luteina, zeaxantina, Cis e Trans-B-caroteno da raiz fresca e da farinha de
mandioca IAC 576-70.

Figura 16 - Comparagdo do perfil carotenoidico da raiz fresca (A) e da farinha
(B) de mandioca IAC 576-70 obtido por CLAE 450 nm.
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Comparando os graficos A e B da Figura 16, percebe-se uma
mudanca no perfil carotenoidico da raiz fresca e da farinha obtida a partir
da raiz fresca, especialmente quanto ao teor de Cis e Trans-f3-caroteno.
Infere-se que o tratamento para producdo de farinha resultou em uma
degradacdo acentuada desses carotenoides, mas ndo afetou a
concentracdo de luteina e zeaxantina da mesma forma.

Avaliando os graficos, observa-se um discreto aumento na
concentracdo de luteina e zeaxantina na farinha. Resultados de Kotikova
et al. (2016), Updike e Schwartz (2013), Aparicio-Ruiz et al. (2011) e
Henry et al. (1998), mostraram que o carotenoide com maior estabilidade
térmica foi a luteina, em relacdo aos carotenoides licopeno, B-
criptoxantina, cis e trans-p-caroteno. Adicionalmente, em estudo de
Updike e Schwartz (2013), foi observado que ap6s 0 processamento
térmico houve um aumento no teor de luteina, por grama de massa seca,
de 42, 26, 5 e 6% em ervilhas, brdcolis, espinafre e milho,
respectivamente. Hart e Scott (1995) demonstraram que o espinafre
apresentou um aumento na concentragdo de luteina ap6s ser cozido.
Burgos et al. (2012), que avaliaram sete variedades de batatas quanto a
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concentracdo de carotenoides antes e depois do cozimento, observaram
que trés variedades ndo tiveram mudanca significativa, duas apresentaram
aumento e duas apresentaram diminui¢do na concentragdo de zeaxantina
apos o cozimento. Nesse contexto, conclui-se que diferentes variedades
de um tubérculo, fruto ou planta pode apresentar diferengas importantes
guanto a retencdo de carotenoides. No presente projeto, foi observado um
leve aumento na concentracdo de zeaxantina, tal como ocorreu com a
luteina.

Possiveis causas para 0 aumento da concentracdo de luteina,
zeaxantina e outros carotenoides em vegetais processados, € a inativacéo
de enzimas que oxidam carotenoides e/ou aumento da eficiéncia de
extracdo devido a ruptura de complexos carotenoide-proteina (UPDIKE
e SCHWARTZ, 2013).

A Tabela 3 mostra os resultados de concentracdo dos carotenoides
majoritarios, luteina, zeaxantina, Cis e Trans-B-caroteno e dos
carotenoides totais da farinha de mandioca IAC 576-70 e do malte de trigo
sarraceno.

Tabela 3 - Concentracdo média* (ug/g + desvio padrdo) de carotenoides totais**
e luteina, zeaxantina, cis-B-caroteno e trans-p-caroteno em amostras de farinha de
mandioca e malte de trigo sarraceno moido, determinados por CLAE.

Trans - - Cis—B-

Analito Luteina Zeaxantina Total***
Caroteno Caroteno
Farinhade 39,003 2764007 1479+106 20,18+088 41,71+0,04
Mandioca
Maltede Trigo 150,158 303+107 356+100 1257+181 41,68+052
Sarraceno

* Média de trés amostras + SD (desvio padrdo da média)

** A unidade da concentragdo € de g de carotenoide por g de massa de matéria-
prima seca

*** Os carotenoides totais foram apurados por CLAE através da soma das
concentracOes de cada carotenoide presente

Moresco (2013), que avaliou as concentracBes de diferentes
carotenoides na raiz fresca da mandioca IAC 576-70, apresentou
resultados médios de 20,68 g por grama de raiz fresca para carotenoides
totais. Para fins de comparagdo com os dados do presente estudo, foi
estimada a concentracdo de carotenoides por massa seca, utilizando dados
de Oliveira e Moraes (2009), que mediram o teor de umidade da mandioca
IAC 576-70 em diversos tempos de colheita. A umidade média da
mandioca IAC 576-70 encontrada foi de 63,6%, portanto, a concentracao
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de carotenoides totais estimada foi de 56,81 g por grama de massa seca.
A partir dos dados estimados supracitados e dos resultados da Tabela 3,
conclui-se que houve uma deterioracéo de 26,6% dos carotenoides totais
ao transformar a raiz fresca em farinha de mandioca, que pode ser
atribuida exclusivamente aos carotenoides Cis e Trans-p-caroteno, visto
gue os demais carotenoides se mantiveram em concentracdo proxima ou
até superior em relacéo a raiz fresca.

Segundo Thakkar et al. (2009), que verificaram a retencdo do f3-
caroteno na mandioca, esse é destruido por calor, luz e oxigénio, ou uma
combinacdo dos trés fatores. O estudo de Chavez et al. (2005) avaliou a
retencdo de B-caroteno em raizes de mandioca submetidas & secagem em
estufa (60 °C/24 horas), secagem ao sol (2-3 dias) e secagem a sombra (6-
7 dias). O processo de secagem na estufa permitiu a retencdo de maiores
contetidos de B-caroteno (71,9%), seguido de secagem & sombra (59,2%)
e secagem ao sol (37,9%). A dréstica reducdo na retencéo de p-caroteno
na secagem ao sol, comparativamente & secagem a sombra, sugere um
efeito significativo prejudicial da luz na estabilidade daquele pigmento.
Os resultados de Chavez et al. (2005) quanto & redugdo do teor de
carotenoides por secagem na estufa, sdo condizentes com os resultados de
deterioragdo estimados nesse estudo.

Ao aumentar a area superficial de uma fruta ou vegetal rico em f-
caroteno, cortando, amassando ou moendo, e secando uma fruta ou
vegetal, em forno ou sol, expfe a matriz alimenticia a luz e oxigénio.
Assando, cozinhando ou fervendo o alimento, expGe o B-caroteno a altas
temperaturas. Todos esses processos sdo muito comuns na industria
alimenticia e foram aplicados para elaboracdo da farinha de mandioca a
partir da raiz fresca. Consequentemente, 0 processamento de vegetais e
tubérculos esta associado a diminuicdo desses carotenoides no produto
final.

Tuan et al. (2013), ao avaliar a influéncia da germinagdo na
concentracdo de carotenoides da variedade de trigo sarraceno indiano
(Fagopyrum tataricum), observaram que a maior parte dos carotenoides
detectados nesse pseudocereal foram luteina e o p-caroteno. A
concentracdo de carotenoides totais da semente de trigo sarraceno variou
de 34,09-44,18 pg/g, de luteina variou de 22,81-28,83 ug/g e de B-
caroteno variou de 8,39-11,61 ug/g de matéria seca conforme a variedade
avaliada. Os valores da Tabela 3, referentes ao malte de trigo sarraceno,
apresentaram resultados superiores, mas relativamente préximos aos
valores da semente de trigo sarraceno. Essa diferenca pode ser justificada
pelo processo de maltagem, que envolve a germinacdo do gréo, que
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aumenta a concentragdo de carotenoides (TUAN et al., 2013), e pela
diferenca das variedades dos graos.

A fim de se obter mais dados da funcionalidade de um alimento
rico em carotenoides, é interessante o calculo da atividade equivalente de
retinol (RAE), utilizando a férmula 3.8, uma vez que um componente rico
em trans-pB-caroteno, por exemplo, apresentard maior atividade
provitamina A, portanto, tera maiores propriedades bioativas do que um
componente rico em trans-a-caroteno, mesmo que ambos apresentem o
mesmo valor de carotenoides totais.

Segundo dados da FAO/WHO (2001) a recomendacdo de ingestdo
diéria de vitamina A é em média de 550 ug de RAE para adultos. Cada
RAE corresponde a atividade equivalente de 1 g de retinol ou 6 g de -
caroteno. O consumo de 100 g de farinha de mandioca de IAC 576-70
supre 39% dessa necessidade diaria, enquanto que para obter o mesmo
beneficio a partir do trigo sarraceno, sdo necessarios 266 g. Portanto, a
mandioca IAC 576-70 apresenta atividade provitamina A apreciavel, e
mesmo apds passar por um tratamento de moagem e secagem, continuou
apresentando valores de RAE superiores aos do malte de trigo sarraceno,
também conhecido por seu teor de carotenoides percursores de vitamina
A

5.2. BRASSAGEM E FERMENTACAO

A Tabela 4 mostra a eficiéncia de brassagem obtida para cada
uma das cervejas experimentais. Essa eficiéncia indica o percentual da
massa de grdos utilizada que efetivamente é extraida para 0 mosto em
forma de agUcares, substancias inorganicas, proteinas e outros.

Tabela 4 - Eficiéncia de Brassagem das Cervejas Padrdo, BC e AR (médias +
desvio padréo, n=3)

Rendimento de Brassagem Médio

Cerveja Padrdo 65,06 + 1,05%
Cerveja BC 62,68 +0,79%
Cerveja AR 63,29 + 0,19%

Os rendimentos encontrados ficaram relativamente baixos, se
comparados com a eficiéncia média de brassagem utilizando malte de
cevada, que é de 74-79% (KUNZE, 2010). Fatores que afetam a eficiéncia
da brassagem incluem umidade e qualidade da maltagem dos gréos,
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equipamento utilizado, operacdo e rampas de temperatura, lavagem dos
grdos e aspersdo durante a extracdo. Phiarais et al. (2010) encontraram
eficiéncia de brassagem de 54,5% em uma cerveja elaborada utilizando
100% de trigo sarraceno, justificando o baixo valor pela auséncia de
aspersdo em seu processo. Os rendimentos das cervejas experimentais do
presente estudo foram superiores ao rendimento de Phiarais et al. (2010)
devido a satisfatoria aplicagdo da aspersdo continua, mas ficou abaixo da
média das brasagens realizadas com malte de cevada. A aplicacdo de
outros tipos de enzimas comerciais, aléem das aplicadas, poderia ter
aumentado a eficiéncia, pois os adjuntos aplicados possuem deficiéncia
em outras enzimas do processo cervejeiro. Segundo Phiarais e Arendt
(2008), por exemplo, a adicdo de amiloglicosidase aumenta a eficiéncia
de brassagem e fermentabilidade de uma cerveja elaborada com 100% de
trigo sarraceno.

O pH médio dos mostos das cervejas foi de 5,8, que segundo Kunze
(2010), encontra-se no limite maximo do que normalmente se encontra
em cervejarias, mas que ainda permite a atuacdo adequada das enzimas
amiloliticas. Asante (2008) constatou que o pH de uma cerveja com maior
proporcao de mandioca tende a ser maior do que cervejas de cevada. Além
disso, Wijngaard e Arendt (2006) observaram que em uma cerveja
elaborada com 100% de trigo sarraceno, valores de pH entre 5,9-6 foram
medidos durante a brassagem. Portanto, os valores relativamente altos de
pH encontrados, devem-se a caracteristicas especificas das matérias-
primas.

A rampa de aquecimento da etapa de mosturacdo, que pode ser
visualizada na Figura 17, foi planejada conforme os resultados das
temperaturas de gelatinizagéo e teor de FAN das matérias-primas. Além
disso, levou-se em consideracdo as temperaturas ideais das enzimas
comerciais a-amilase termorresistente e -amilase. Portanto, a rampa teve
inicio com um descanso proteico de 15 minutos a 45 °C para possibilitar
a acdo de proteases para formacdo de FAN, seguida de um aumento até
80 °C, sendo gque quando a temperatura aproximou-se da temperatura de
gelatinizacdo do amido das matérias-primas (50 ° C), foi adicionada a
enzima Termamyl SC DS® para evitar aumento excessivo da viscosidade
do mosto e possiveis problemas processuais em decorréncia. A
temperatura foi mantida em 80 ° C por 50 minutos, para atuacdo da a-
amilase, e reduziu-se a temperatura para 65 °C, permanecendo assim por
60 minutos para a atuacao da B-amilase.
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Figura 17 - Rampa de Temperatura aplicada na mosturagdo com os momentos de
adicdo das enzimas a-amilase termorresistente (Termamyl SC DS ®) e B-amilase
(Saczyme ®).
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Com relacdo ao desenvolvimento da fermentacdo, a Figura 18
ilustra o decaimento da concentracdo de acglcares das cervejas
experimentais durante a fermentag&o.

Figura 18 - Perfis de Fermentacdo da Cerveja padrdo (A), Cerveja BC (B) e
Cerveja AR (C).
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Avaliando os graficos da figura 18, que tiveram comportamento
semelhante, observa-se um pequeno lag no primeiro dia, uma queda
brusca na concentracdo de agucares nos dias seguintes, seguida de uma
finalizacédo relativamente lenta, sendo que a atenuagdo maxima (2,56 °Bx)
foi alcancada em sete dias.

O grau de fermentacdo mede o percentual do aglicar do mosto que
é convertido em alcool. Uma cerveja doce, por exemplo, tem maior
concentracdo de acucar residual e menor grau de fermentacéo. O grau de
fermentacdo foi de 63,7% para a cerveja padrao, 64,1% para a cerveja BC
e 66,8% para a cerveja AR. O grau de fermentacdo de uma cerveja de
cevada normalmente apresenta valores de 60-70% (HARDWICK, 1995),
0 que indica que a fermentacdo ocorreu normalmente em todas as
cervejas.

5.3 CARACTERISTICAS DO PRODUTO FINAL
5.3.1 Propriedades fisico-quimicas do mosto e das cervejas
5.3.1.1 Densidade relativa, teor alcodlico e extrato residual

A medida da densidade relativa ¢ fundamental para diversas
andlises de cerveja. Mediu-se a densidade relativa do mosto para
averiguar o extrato, do destilado para analise do teor alcodlico e de extrato
residual. Mediu-se ainda a densidade relativa da prépria cerveja, para
determinar o fim da fermentag&o. Os resultados podem ser observados na
Tabela 5.

Tabela 5 - Densidade relativa dos mostos e das cervejas, teor alcodlico e extrato
residual (valores médios + desvio padrdo, n = 3 repeticfes) de amostras de cerveja
padrdo, BC e AR.

Densidade Densidade Densidade Teor

Relativa do Relativa da Relativa da Alcodlico Extrato
faxx Fak . 0
Mosto* (20 oc) C(ezr\oleo]g) C(;BVS:?) (0/0 V0|.) Residual (/0)
Cerv‘fla 1,056 + 0,001 1,0131+0 1,013+0 557+0,04 523+0,01
Padrao

CervejaBC 1,052 +0,001 1,0112+0 1,012+0 536+006 489+0,14

Cerveja AR 1,052 + 0,001 1,0131+0 1,013+0 587+0,09 4,.81+0,09

* Densidade medida utilizando hidrometro e refratdmetro
** Densidade medida utilizando picndmetro
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Os resultados finais de densidade relativa das cervejas
experimentais também sdo encontrados nos estilos weissbier, witbier,
cream ale, cervejas pilsen tcheca e alemd, entre outros.

O processo cervejeiro estd sujeito a muitas variagdes, como
didmetro do grdo moido, eficiéncia de extragdo, velocidade de
evaporagdo, quantidade de triib que termina no fermentador e a préopria
levedura, que é um organismo vivo muito susceptivel a mudancas
conforme a temperatura e pressdo. Portanto, pequenas variagdes entre as
cervejas experimentais ndo puderam ser evitadas. A cerveja padrdo, que
apresentou a maior densidade relativa inicial, ndo ficou com o maior teor
alcoolico, mas por outro lado, apresentou 0 maior extrato residual, que
pode ser resultado de pequenas variag@es da temperatura de mosturacao.
Em relacdo ao teor alcodlico, vale ressaltar que foi comprovado que o
consumo de 10-15 g de alcool por dia, equivalente a aproximadamente
250 mL das cervejas de mandioca e trigo sarraceno, diminui a mortalidade
por doengas do coracdo, em comparagdo a quem nao bebe ou a quem bebe
excessivamente (GERHAUSER, 2005). Além disso, Saura-Calixto et al.
(2009) associaram os efeitos positivos do consumo de cerveja nao apenas
a presenca de fenélicos e compostos antioxidantes, mas também ao efeito
conjunto dessas substancias e o etanol.

O consumo moderado de &lcool pode auxiliar na prevencéo de
doencas do coracgdo, independentemente do tipo de bebida alcodlica
consumida (KLATSKY et al., 2005), mas pesquisas envolvendo o vinho
tinto, e mais recentemente a cerveja, sugerem que essas bebidas tém um
efeito maior de protegdo cardiaca, em relagdo as bebidas destiladas, que
ndo possuem polifendis em sua composicdo (SILVA et al., 2016). Isso
sugere que alcool ndo sé confere efeitos benéficos per se, mas também
tem atuacdo indireta no aumento da absorcdo de compostos fendlicos, que
pode ser atribuida a maior solubilidade desses compostos em etanol
(SAURA-CALIXTO et al., 2009).

5.3.1.2 Cor

Todas as cervejas experimentais foram filtradas duas vezes e
centrifugadas, para ficarem livres de turbidez, que é prejudicial nessa
andlise. Em trés experimentos distintos, a cerveja padrdo apresentou a cor
equivalente a 2,5 + 0 SRM, acervejaBC a 9,2 + 0,2 SRM e a cerveja AR
a7,1*0,1 SRM.

Dados do fabricante do malte de trigo sarraceno indicam que a cor
do mosto pode variar de 2-7,6 SRM. Considerando que o mosto €



83

composto por aproximadamente 50% desse malte, assume-se que a cor da
primeira cerveja foi conferida pelo malte de trigo sarraceno.

Conforme resultados reportados na tabela 6 do subitem 5.3.2.1, as
cervejas BC e AR possuem maior concentracdo de carotenoides, em
relacdlo & cerveja padrdo, e provavelmente tiveram suas cores
intensificadas pela cor amarela da mandioca IAC 576-70, responsavel por
essa diferenca.

5.3.1.3 Turbidez

A cerveja padrdo visualmente apresentou a menor turbidez,
apresentando valor aproximadamente de 400 FTU. A cerveja BC
apresentou turbidez intermediaria, aproximadamente de 600 FTU. A
cerveja AR nitidamente mostrou-se a mais turva, com valor acima de
1000 FTU. A diferenca de turbidez entre a cerveja padréo e a cerveja AR
pode ser visualizada na Figura 19.

Figura 19 - Comparacdo de turbidez entre as amostras da cerveja padrdo
(esquerda) e da cerveja AR (direita).

A maior turbidez da cerveja AR pode ser facilmente atribuida a
maior concentracdo de amido resistente em suspensao. Quanto ao fato da
cerveja padrédo ser a menos turva, pode ser atribuido a sua concentragéo
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inferior de flavonoides, portanto, possui menos flavonoides oligoméricos,
gue sdo conhecidos por se ligarem a complexos sollveis que geram
turbidez (CALLEMIEN e COLLIN, 2007).

5.3.1.4 Concentracdo de Free Amino Nitrogen (FAN)

Na Figura 20 estdo apresentados os resultados da analise de FAN
para 0s mostos e as cervejas produzidas.

Figura 20 - Concentracdo de FAN nas cervejas e mostos padrdo, BC e AR.
Valores sdo expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes (n=3). Letras distintas nas colunas de mesma cor representam
diferengas estatisticas (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Wijngaard e Arendt (2008) encontraram concentra¢es de FAN no
mosto de trigo sarraceno de 95-159 mg/L, que variava conforme a
temperatura de infusdo aplicada, sendo que maiores temperaturas de
infusdo acarretaram em menores concentracdo de FAN. Contreras et al.
(2013) encontraram valores de FAN no mosto de sorgo e de milho de
65,93-79,36 e de 101,67 mg/L, respectivamente. Os resultados obtidos no
presente estudo foram semelhantes aos valores da literatura supracitados,
provavelmente por se tratarem todos de adjuntos diferentes da cevada.

Annemuller et al. (2011) recomendam concentragdes inicias de
150 — 200 mg de FAN/L no mosto e sugerem um consumo de 100 — 140
mg de FAN/L durante a fermentacdo, além disso, indicam um valor
residual de 20 — 40 mg de FAN/L. Valores residuais nessa faixa
significam que os FAN foram totalmente consumidos, ja que usualmente
valores residuais ndo podem ser consumidos pela levedura. Caso valores
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residuais maiores sejam encontrados, significa que houve deficiéncia de
outros nutrientes e podem ter ocorrido problemas durante a fermentacéo.

Baixos valores de FAN nas cervejas experimentais eram
esperados, devido a utilizagdo de gréos diferentes da cevada. Foi seguida,
portanto, uma das recomendacfes de Annemiler e Manger (2013), de
aumentar o teor de FAN realizando um descanso proteico de 15 minutos.
A desvantagem de aplicar esse método é que muitas vezes a quebra de
proteinas de alto peso molecular acaba sendo prejudicial a espuma, que
tem sua retencdo reduzida devido a diminuicdo do corpo/viscosidade da
cerveja. Apesar dessa precaucdo, os resultados encontrados de FAN
ficaram abaixo do recomendado. Por outro lado, os FAN foram
inteiramente consumidos e em uma quantidade préxima da recomendada.

A fermentacdo de todas as cervejas foi rapida, apresentou
atenuacdo satisfatoria e valores residuais de FAN dentro da normalidade.
Isso sugere ndo sO que a concentracdo de nitrogénio assimilavel foi
suficiente, mas também que a fermentacéo transcorreu normalmente, sem
mostrar deficiéncia em outros nutrientes.

5.3.1.5 Amargor

Valores absolutos, em BU, foram medidos em todas as cervejas
experimentais e podem ser observados na Figura 21.

Figura 21 - Amargor das cervejas padrdo, BC e AR. Valores sdo expressos em
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes (n=3). Letras distintas
nas colunas de mesma cor representam diferencas estatisticas (P < 0,05) pelo teste
Tukey.
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O método espectrofotométrico-UV utilizado, que mede o amargor
na unidade internacional BU (Bitterness Unit), expressa o sabor amargo
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de forma satisfatoria, independentemente da idade do lipulo (ASBC,
2009). Essa unidade internacional expressa a concentracdo de a-acidos
amargos do lupulo, dissolvidos e isomerizados durante a fervura, em ppm
ou mg/L. O amargor € um atributo comum em todas as cervejas, €
originario principalmente do lupulo e varia de 5 até valores acima de 100
IBU.

Avaliando os resultados, percebe-se que houve uma diferenca
nos resultados de amargor das cervejas padrdo e BC, em relacdo a cerveja
AR. Foi observada uma turbidez excessiva durante a analise da cerveja
AR e assumiu-se a hip6tese de que o amido resistente foi o responsavel
pela interferéncia na absorbancia. Ndo existem dados na literatura de
amargor em cervejas contendo amido resistente para corroborar essa
hip6tese, mas existem limitacdes do método utilizado. Amostras contendo
conservantes, por exemplo, como n-heptil e p-hidroxibenzoato, e
possivelmente outros adjuntos cervejeiros e corantes, apresentam
interferéncias que aumentam a absorbancia no comprimento de onda
aplicado. A possibilidade de substancias diferentes dos compostos
amargos absorverem em comprimentos de onda UV é ampla nesse
método (ASBC, 2009). Portanto, a hip6tese de que o amido resistente
possa ter interferido na analise é razoavel e provavelmente o amargor real
da cerveja AR é préximo aos das cervejas padrao e BC.

Os valores de amargor encontrados para as cervejas experimentais,
de aproximadamente 30 IBU (International Bitterness Unit), ficam acima
da média do estilo witbier, de 10-20 IBU segundo o BJCP (Beer Judge
Certification Program), ficando proximas aos estilos doppelbock e
german pilsner (MOSHER, 2009). Vale ressaltar que a percepcdo do
amargor é relativa, dependendo da densidade original da cerveja.
Cervejas mais fortes e encorpadas com 15 IBU, por exemplo, podem
parecer pouco amargas, enquanto que cervejas mais fracas com 15 IBU
podem parecer excessivamente amargas.

5.3.2 Propriedades bioativas das cervejas
5.3.2.1 Carotenoides
A Tabela 6 apresenta os resultados de concentracdo dos

carotenoides nas cervejas experimentais, mostrando que ndo houve
retencdo alguma de B-caroteno.
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Tabela 6 - Concentracdo média (ug/mL + desvio padréo) de luteina e zeaxantina*
em amostras** de cerveja padrdo, cerveja BC e cerveja AR.

Analito Luteina Zeaxantina
Cerveja Padrdo 2,98 £ 0,59 3,34 +0,68
Cerveja BC 6,16 + 0,56 3,59 £0,39
Cerveja AR 6,09 + 0,26 3,44 +0,14

* Determinado por CLAE (450 nm) e contetido de carotenoides calculados através
da intensidade do pico de interesse;
** Média de trés amostras + SD (desvio padrao da média).

K’osambo et al. (1998), observaram que a extensdo de perda do f3-
caroteno apds a fervura por 30 minutos da batata doce variou de 14-59%.
Ceballos et al. (2012) analisaram a retencdo de carotenoides em raizes de
seis clones de mandioca submetidas ao cozimento em agua em ebuligdo.
A média de retencdo situou-se em torno de 86,6%, com amplitude de
variagcdo de 76 a 96,7% (base em peso seco). Resultados obtidos por
Chavez et al. (2007), também com raizes submetidas ao processo de
fervura por 30 minutos, apresentaram 55,7% de retencdo, com amplitude
de variacdo de 27,2 a 82,8% (base em peso seco). Esses dados mostram
uma degradacdo relativamente branda de carotenoides em processos
envolvendo cozimento de vegetais, mas nenhum dos casos estudados teve
um tratamento tdo agressivo quanto 0 processo cervejeiro, que envolve a
aplicacdo de altas temperaturas durante horas, além de uma hora de
fervura, uma semana de fermentacdo e uma semana de maturagéo.
Levando isso em consideragdo e comparando os dados da Tabela 3 com
os dados da Tabela 6, foi verificado neste trabalho, portanto, que o
carotenoide B-caroteno ndo resiste ao processo cervejeiro completo.

As amostras ndo apresentaram picos correspondentes ao Cis e
Trans-B-caroteno, mas os picos de zeaxantina e luteina mostraram-se
presentes, confirmando os dados da literatura previamente mencionados
de que sdo os carotenoides mais estaveis. Ndo se pode afirmar que os
resultados desse estudo contradizem os dados da literatura, uma vez que
ndo existem estudos publicados sobre a retencdo de carotenoides em
cervejas desde a matéria-prima até o produto final, e vale ressaltar que o
processo cervejeiro possui tratamentos térmicos mais agressivos do que
0s casos estudados.

Avaliando a Tabela 6, chama a atencéo a diferenca de concentragéo
de luteina entre as cervejas elaboradas com a farinha de mandioca IAC
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576-70 em relagdo a farinha de mandioca comercial, 0 que é muito
positivo para promover as espécies geneticamente melhoradas, que tem
possibilidade de trazer diversos beneficios a salde, como a presenca de
carotenoides e outros compostos bioativos.

Apesar das cervejas ndo apresentarem [-caroteno, elas
apresentaram quantidades apreciaveis de luteina e zeaxantina. A méacula
lUtea, ponto  amarelo  localizado  préximo a0  centro
da retina do olho humano e com grande participacdo na visdo de cores,
contém a maior concentracdo encontrada no corpo desses carotenoides,
gue ndo sdo sintetizados por humanos e devem ser consumidos na dieta.
Dados publicados indicam o papel da luteina e zeaxantina na redugéo do
estresse foto-oxidativo da retina (LANDRUM e BONE, 2001).
Corroborando com esses dados, estudos epidemioldgicos mostraram que
baixo consumo didrio ou baixa concentracdo no plasma de luteina e
zeaxantina estdo associados & degeneragdo da macula associada a idade
(BONE et al., 2001). Adicionalmente, ja foi sugerido que esses compostos
tém efeitos bioativos potencializados quando associados ao a-tocoferol,
acido ascorbico e outros antioxidantes (SEMBA, 2003), que também
estdo presentes na matriz complexa que é a cerveja.

Segundo Braun e Cohen (2007) uma ingestéo diaria de 6-20 mg de
luteina e 2-5 mg de zeaxantina sdo recomendadas para prevencdo de
degeneracdo macular e 15 mg por semana de luteina séo suficientes para
melhorar a performance visual dos pacientes com catarata. Portanto, uma
ingestao diaria de 330 mL, equivalente a uma longneck, da cerveja BC ou
da cerveja AR pode contribuir com aproximadamente 20% da luteina e
33% da zeaxantina necessarias para prevencao da degeneracdo macular.

Tendo isso em vista, 0 consumo da cerveja BC e AR néo esta
relacionado ao consumo de carotenoides provitamina A, mas, por outro
lado, essas cervejas contribuem com a ingestdo diaria recomendada de
zeaxantina e luteina, carotenoides relacionas a prevencdo de doencas
relacionadas a viséo.

5.3.2.2 Gliten

A cerveja padrdo apresentou um resultado de 5,1 ppm e a cerveja
BC de 23 ppm. A cerveja AR ndo teve a concentracéo de glaten avaliada,
pois sua Unica diferenca em relagéo a cerveja BC foi uma adigéo de 100
g farinha de mandioca (menos de 2 % de adi¢do extra de matéria-prima)
durante a fervura, portanto, a concentracdo de gliten ndo deve ter uma
diferenca relevante entre essas cervejas. Tendo isso em vista, optou-se por
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analisar apenas a cerveja padrdo, que é o padrdo de comparagdo, e a
cerveja BC.

Avaliando os resultados com base na CODEX ALIMENTARIUS
(2008), a cerveja padrdo pode ser considerada naturalmente livre de
glaten (<20 ppm ou mg/L) e a cerveja BC como contendo baixo teor de
glaten (<100 ppm e >20 ppm). A mandioca e o trigo sarraceno sdo
matérias-primas naturalmente livres de gliten (PHIARAIS e ARENDT,
2008), portanto, uma justificativa plausivel para os valores ligeiramente
acima do permitido da cerveja BC é uma contaminacdo cruzada. Tendo
em vista que a cerveja padrao apresentou valores dentro do esperado, e a
Unica diferenga entre a cerveja padrdo e a cerveja BC foi a farinha de
mandioca utilizada, assume-se que a farinha ou a raiz de mandioca fresca
utilizada na formulacéo da cerveja BC tenha tido algum contato com o
glaten. Apesar disso, considerando que a legislacéo brasileira ndo define
valores maximos e ndo adota oficialmente padrdes internacionais, a
interpretacdo de analise da cerveja BC considerou-a livre de gliten por
estar proxima do valor limite permitido pela Codex Alimentarius.

Ambas as cervejas foram consideradas alimentos naturalmente
livres de gllten, conforme laudos de analise (Anexos A e B). Dessa forma,
os resultados indicam que as cervejas experimentais podem ser
incorporadas em dietas livres de glaten, mas a cerveja BC deve ser
consumida com cautela, sempre observando limites seguros de ingestdo
diaria de glaten. Hischenhuber et al. (2006) e Ludvigsson et al. (2014)
recomendam uma ingestdo de 10 a 100 mg diarios, enquanto Scherf et al.
(2016) recomendam uma ingestao inferior a 20 mg diarios.

Analisando os resultados de concentracdo de gluten em diversas
cervejas comerciais de cevada e de trigo, avaliadas nos estudos de
Comino et al. (2013) e de Zandycke (2013), valores médios de 179 mg/L
e de 190 mg/L, respectivamente, foram encontrados. Os valores variaram
de 24 mg/L, para uma lager americana comum, até 1602 mg/L para uma
cerveja de trigo. Portanto, ao consumir 330 mL da cerveja padrdo, da
cerveja BC e de uma cerveja comercial sdo ingeridos aproximadamente
1,7 mg, 7,59 mg e 61 mg de gluten, respectivamente. A diferenca de
concentracdo de glaten entre as cervejas experimentais e comerciais,
portanto, é bastante relevante. Levando em consideracdo as
recomendacOes nutricionais de Scherf et al. (2016), as cervejas
experimentais tém possibilidade de serem consumidas com moderagdo,
ndo excedendo o limite maximo de ingestdo de 20 mg diarios.

A baixa ingestdo do glaten é benéfica ndo s6 para quem tem a
doenca celiaca ou para quem tem sensibilidade ao gliten, mas também
para pacientes de outras doencas cronicas e autoimunes, como psoriase,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hischenhuber%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16480395
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90

artrite reumatoide e diabetes tipo 1 (GREEN, 2009; EL-CHAMMAS e
DANNER, 2011; GAESSER et al., 2012).

5.3.2.3 Amido resistente

A cerveja padréo e a cerveja AR foram submetidas a analise de
amido resistente, sendo que a cerveja padrdo mostrou um resultado de
0,289 /100g (g de amido resistente/g de amostra de cerveja) e a cerveja
AR de 0,74 g/100 g (g de amido resistente/g de amostra de cerveja). Os
laudos de andlise estdo nos Anexos C e D.

A cerveja AR foi comparada apenas com a cerveja padrdo, a fim
de se verificar a diferenca entre uma cerveja com adi¢do da farinha e sem
adicdo da farinha durante a fervura. Tanto a cerveja BC quanto a cerveja
padrdo nédo tiveram essa adi¢do, portanto, optou-se por analisar apenas a
cerveja padrdo, elaborada justamente para fins de comparacéo.

Amido de tubérculos e raizes exibem um perfil de alta viscosidade
e retrogradam com grande facilidade (CHARLES, 2016). Isso foi
confirmado pela concentragdo apurada de amido resistente da cerveja AR,
que apresentou resultados quase 3 vezes maiores do que a cerveja padrao.
Essa diferenca ocorreu devido a adigdo de apenas 100 g (correspondente
a 1,7% massico das matérias-primas) de mandioca nos ultimos 15
minutos de fervura, que, seguida do resfriamento rapido do mosto,
passando consequentemente por gelatinizagdo e retrogradacéo,
responsaveis pela formacdo de um gel de amido, que é resistente a
digestdo.

Baghurst et al. (1996) recomendam uma ingestdo diaria de 20 g de
amido resistente para obter os beneficios para a microbiota intestinal.
Portanto, a ingestdo de 330 mL da cerveja AR pode fornecer mais de 10%
da quantidade recomendada de amido resistente.

5.3.2.4 Atividade antioxidante e equivaléncia em vitamina C

Uma cerveja com alta atividade antioxidante é importante no s6
para a salide de quem consome, mas também para a estabilidade do sabor,
uma vez que a oxidagdo da cerveja € causada pela formacéo de trans-2-
nonenal e outros aldeidos saturados e insaturados devido a oxidagéo de
lipideos (VANDERHAEGEN et al., 2006).

Estdo apresentados na Figura 22 os resultados de atividade
antioxidante obtidos para as cervejas experimentais.
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Figura 22 - Concentracdo equivalente de &cido ascérbico (vitamina C) das
amostras de cerveja padrdo, BC e AR, obtida a partir da avaliacdo da atividade
antioxidante por Inibicdo do radical DPPH. Valores sdo expressos em média *
desvio padrdo de trés experimentos independentes. Letras distintas nas colunas
de mesma cor representam diferengas estatisticas (P < 0,05) pelo teste Tukey.
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Os resultados de percentual de inibicdo para as cervejas funcionais
desse estudo variaram de 68,6 - 75,7%, no entanto, a atividade
antioxidante foi expressa em mg de equivalentes de &cido ascorbico
(vitamina C) por litro, a partir de curva de calibracdo elaborada, para
facilitar comparagdes com a literatura.

Os resultados de atividade antioxidante das cervejas experimentais
mostram-se comparaveis com os de alguns sucos de frutas, consagrados
como antioxidantes pelos altos teores de vitamina C. Kalusevic (2001),
utilizando o método de inibicéo do radical DPPH, encontrou percentuais
64,25-70,14% para cervejas elaboradas com mel. Barberis et al. (2015)
encontraram uma concentracdo de 3,07 pmol ou 540,69 mg de
equivalentes de 4cido ascérbico por litro no suco de laranja e de 4,96 pmol
ou 873,56 mg de equivalentes de acido ascorbico por litro de suco de
mirtilo. Schlesier et al. (2002), que avaliaram a atividade antioxidante de
sucos, encontraram resultados de 75,6 - 311,7 e de 75,4 - 83,8 mg de
equivalentes de &cido ascdrbico por litro, para suco de laranja e de tomate
respectivamente.

O consumo de altas concentragdes de acido ascérbico, de 180 mg
por dia, acarreta em apenas 20% de metabolizagdo, enquanto que essa
porcentagem muda para 90% com um consumo mais baixo (ZETLER et
al., 1976). Gaumlich et al. (1997) estimaram um maximo turnover



92

metabdlico de 42 mg por dia, 0 que é consistente com o consumo diario
recomendado por Kallner et al. (1981), de 40-50 mg por dia.

O consumo de 330 mL da cerveja padrdo, BC ou AR confere
aproximadamente 36 mg de equivalentes de acido ascoOrbico. Nesse
contexto, ainda que a atividade antioxidante das cervejas esteja abaixo de
alguns sucos, ela ainda ¢ alta o suficiente para contribuir com boa parte
do consumo diario necessario para uma metabolizagdo eficiente e
consideravel beneficio funcional.

5.3.2.5 Fendlicos totais e equivaléncia em acido galico

O método de Folin-Ciocalteu é amplamente utilizado em vinicolas
e recentemente vem sido aplicado em analises de cervejas. Esse método
tem a vantagem de responder de forma equivalente a diversos fenolicos,
permitindo a comparacgéo entre diferentes estilos de vinhos e cervejas. Os
resultados de concentragdo de fenolicos totais estdo representados na
Figura 23, expressos em mg de equivalentes de acido galico por litro.

Figura 23 - Concentracdo equivalente de acido galico das amostras de cerveja
padrdo, BC e AR, obtida a partir da avaliacdo de fendlicos totais. Valores sdo
expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos independentes (n=3).

Letras distintas nas colunas de mesma cor representam diferengas estatisticas (P
< 0,05) pelo teste Tukey.
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Confrontando os resultados da cerveja padrdo com as cervejas BC
e AR, elaboradas com a mandioca IAC 576-70, percebe-se uma diferenga
estatistica na concentracédo de fendlicos.
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Alimentos que notavelmente possuem altos teores de fendlicos séo
café, cha, chocolate, vinhos, frutas, 6leos e certos tipos de gréos
(WATERHOUSE, 2003). Fumi et al. (2011) incluiram a cerveja nesses
alimentos e encontraram resultados que variaram de 84,4 — 515,8 mg de
equivalentes de acido gélico por litro. Baiano e Terracone (2013), Zhao
et al. (2010) e Harmanescu et al. (2006) avaliaram a concentragédo de
fendlicos de diversas cervejas utilizando o método de Folin-Ciocalteu.
Baiano e Terracone (2013) encontraram resultados que variaram de 279
mg de equivalentes de &cido galico por litro, para uma cerveja sem gliten
com 3,6% de alcool, até 930 mg de equivalentes de acido galico por litro,
para uma cerveja do tipo Export Stout com 7,98% de alcool. Zhao et al.
(2010) avaliaram diversas cervejas do tipo light american lager,
consumidas em todo o mundo, e encontraram valores que variaram de 150
— 340 mg de equivalentes de &cido galico por litro. Harmanescu et al.
(2006) avaliaram diversos estilos de cerveja e encontraram valores de 524
mg/L, para uma strong lager com 7% de alcool, e de 262 mg de &cido
galico por litro para uma cerveja sem alcool. Portanto, comparando 0s
resultados apresentados na Figura 23 com os dados da literatura, percebe-
se que os valores encontrados sdo intermediarios, semelhante aos
resultados das premium lagers, e superiores aos resultados das cervejas
light american lagers, estilo mais vendido no mundo.

Lee et al. (2003), encontraram valores de fendlicos totais, em mg
de equivalentes de acido galico, de 330, 600, 160 e 110 em 140 mL de
vinho tinto, infusdo de 200 mL de cacau, 200 mL de ch& verde e 200 mL
de cha preto, respectivamente. Schlesier et al. (2002) encontraram
concentracdes de 492 — 749 e de 199 — 256 mg de equivalentes de acido
gélico por litro para suco de macd e suco de tomate respectivamente.
Sanchez-Moreno et al. (1999) encontraram resultados de 292 mg de
equivalentes de acido galico por litro para o vinho branco. Comparando
os resultados da analise da cerveja com analises de alimentos sabidamente
ricos em fenolicos, observa-se que a cerveja de mandioca desenvolvida
nesse projeto, tal como outros estilos de cervejas, possui valores
comparaveis a esses alimentos.

Os efeitos benéficos das cervejas ao coragcdo podem ser
relacionados aos compostos fendlicos, particularmente as suas atividades
antioxidantes e biodisponibilidade. WU et al. (2006) recomendam um
consumo de 1 g/dia de compostos fendlicos. Portanto, estima-se que o
consumo de 330 mL das cervejas BC e AR contribuam com 12% do total
diario recomendado de fendlicos.
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5.3.2.6 Flavonoides totais e equivaléncia em quercetina

O método colorimétrico aplicado para a medicdo de flavonoides
totais € muito empregado e utilizou-se 0 composto padrdo quercetina, um
dos flavonoides mais abundantes em frutas e vegetais (PEREZ-
VIZCAINO et al., 2009). Os resultados podem ser observados na Figura
24,

Figura 24 - Concentracdo equivalente de quercetina das amostras de cerveja
padrdo, BC e AR, obtida a partir da avaliagdo de flavonoides totais. Valores sdo
expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos independentes (n=3).
Letras distintas nas colunas representam diferencas estatisticas (P < 0,05) pelo
teste Tukey.
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Os principais flavonoides da cerveja sdo isoxantumol, catequina,
catequina galato, epicatequina galato, canferol, quercetina, procianidina
B3 e prodelfinidina B3 e B9 (CHEN e BLUMBERG, 2009). O consumo
de flavonoides impacta em uma cadeia bioquimica, que envolve reducéo
de risco de doenca coronaria, colesterol, inflamac6es, estresse oxidativo,
entre outros beneficios.

As cervejas experimentais contribuem de forma modesta no
consumo diario de flavonoides, sequndo os resultados obtidos, mas possui
flavonoides que ndo sdo encontrados em outras fontes, como o potente
preniflavonoide 8- prenilnaringenina, uma vez que é o Unico alimento que
emprega a flor do ldpulo na sua composicdo. Os preniflavonoides do
lupulo possuem acdo antioxidante, anticancerigena e anti-inflamatéria
(GERHAUSER, 2005).
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Seis classes de flavonoides da cerveja, incluindo 31 componentes
especificos, foram catalogados por Chem e Blumberg (2009), e
concentracdes variaram de 0,001-20 mg/L para cada um dos flavonoides.
Esses resultados foram baseados em dados de De Pascual-Teresa et al.
(2000), Gerhéduser (2005), Hertog et al. (1993), entre outros. Essas
concentracBes variadas sdo dependentes das condicdes de plantio das
matérias-primas, espécies das matérias-primas, processamento e
armazenamento do produto final. Portanto, ndo ha valores concretos na
literatura quanto a concentracao de flavonoides totais na cerveja, uma vez
gue essa analise ndo é amplamente utilizada nesse ramo, mas vale
ressaltar que os flavonoides contribuem com aproximadamente 5% dos
fenodlicos totais da cerveja (SAURA-CALIXTO et al., 2009), o que é
condizente com os valores encontrados nas cervejas experimentais desse
estudo.

Avaliando os dados das Figuras 22, 23 e 24, dos resultados de
atividade antioxidante, fendlicos e flavonoides totais, respectivamente,
observa-se que o teor de flavonoides esta relacionado ao teor de fendlicos
totais, sendo que as cervejas BC e AR apresentaram valores superiores de
ambos, em relacdo a cerveja padrdo. Pode-se atribuir essa diferenca as
farinhas de mandioca aplicadas, o que implica que a farinha de mandioca
IAC 576-70 apresenta maior concentracdo de fendlicos, comparada a
farinha de mandioca comum. Por outro lado, a maior concentracdo de
fendlicos das cervejas BC e AR, em comparacdo a cerveja padrao, ndo
implicou em uma maior atividade antioxidante, uma vez que a cerveja
padrdo apresentou resultado semelhante as cervejas BC e AR. Uma
possivel justificativa para esse fato é que a atividade antioxidante da
mandioca comercial pode estar relacionada a outros componentes, além
dos fenolicos, ou até que os fenolicos presentes nessa mandioca tenham
maior capacidade antioxidante. A atividade antioxidante também
aumenta com o aumento do teor alcodlico e do amargor das cervejas
(MOURA-NUNES et al., 2016), no entanto, as cervejas desse estudo ndo
presentam diferencas expressivas nesses aspectos.
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6 CONCLUSAO

Cervejas experimentais funcionais sem gldten ou com baixo teor
de gluten foram elaboradas com sucesso. As matérias-primas foram
avaliadas e os resultados foram aplicados para superar os desafios
processuais, possibilitando assim, a criacdo de uma metodologia de
producdo de cerveja sem glaten a partir de materiais bioativos.

Alcancou-se uma concentracdo superior de amido resistente na
cerveja AR, além de uma maior turbidez, devido a adicdo de farinha de
mandioca durante a fervura.

O B-caroteno ndo ficou retido no produto final apds o processo
cervejeiro, mas apesar da extensa degradacdo dos carotenoides, as
cervejas BC e AR apresentaram maior concentracdo de carotenoides, em
relagdo a cerveja padréo.

As atividades antioxidantes, em equivalentes de acido galico, de
todas as cervejas mostraram-se proximas e satisfatérias para uma
contribuicdo expressiva no consumo diario. O teor de fendlicos totais foi
comparavel a alimentos como chd, vinho branco e alguns sucos de fruta.
A contribuicdo de flavonoides, por outro lado, foi modesta.

Os resultados de concentracdo de gliten apontaram que as cervejas
experimentais podem ser consideradas alimentos livres de gliten ou com
baixo teor de gliten, portanto, essas bebidas poderdo também ser
apreciadas pelo publico portador da doenca celiaca, sempre com cautela
e observando os limites maximos seguros para ingestdo do gldten,
atuando na prevengdo de doencas cardiacas, doencas degenerativas e
problemas de visdo, além de oferecer beneficios a microbiota intestinal e
atuar como agente antioxidante.

A partir dos resultados obtidos durante a execucdo deste projeto,
algumas sugestdes sdo dadas para realizacdo em trabalhos futuros:
realizacdo de uma analise sensorial das cervejas, que possuem grande
potencial para entrada no mercado; estudo do processo de forma a obter
maiores concentracbes de compostos bioativos no produto final;
avaliacdo da maxima concentracdo de amido resistente possivel de se
obter no produto final e qual a relagdo dessa concentragcdo com a massa
de farinha adicionada durante a fervura; estudo de uma matéria-prima
brasileira, maltada, funcional e sem gliten para substituir o trigo
sarraceno, que possui custo elevado.

Em resumo, pode-se dizer as matérias-primas estudadas ao longo
desse projeto apresentam caracteristicas que as tornam interessantes do
ponto vista processual e terapéutico. O projeto desenvolvido colaborou
principalmente para ampliar a gama de estudos relacionados a producéo
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de cervejas utilizando matérias-primas alternativas, contribuindo com
dados processuais, como rampa de temperatura e dosagem de enzimas,
das matérias-primas e dos produtos finais, especialmente no que tange as
analises de bioatividade.
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APENDICES
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Figura Suplementar 1 - Perfil cromatografico (CLAE, 450 nm) de
carotenoides da cerveja padrdo, mostrando os picos de luteina e zeaxantina,
0s Unicos carotenoides retidos apds o processo cervejeiro.
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Figura Suplementar 2 - Perfil cromatogréfico (CLAE, 450 nm) de
carotenoides da cerveja BC, mostrando os picos de luteina e zeaxantina, os
Unicos carotenoides retidos ap0s 0 processo cervejeiro.
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Figura Suplementar 3 - Perfil cromatografico (CLAE, 450 nm) de
carotenoides da cerveja AR, mostrando os picos de luteina e zeaxantina, os
Unicos carotenoides retidos ap0s 0 processo cervejeiro.
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Figura Suplementar 4 - Perfil cromatogréfico (CLAE, 450 nm) de
carotenoides do malte de trigo sarraceno, mostrando os picos de luteina e
zeaxantina, trans e cis--caroteno.
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Figura Suplementar 5 — Curva de Calibracdo de % de Inibicdo vs.
Concentracédo de Acido Ascérbico.
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Figura Suplementar 6 — Curva de Calibragao de Absorbancia (750 nm) vs.
Concentracdo de Acido Galico.
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ANEXOS

ANEXO A - LAUDO DE ANALISE DE CONC_!ENTRA(;AO DE GLUTEN
DA CERVEJA PADRAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - CAL
LABORATORIO DE ANALISES - LABCAL
Rod. Admar Gonzaga, 1346, Itacorubi, Florianépolis, SC - Brasil - CEP 88034-001
Fone/fax: (48) 3334-2047 / 3721-5392 / 3721-5391 - B-mail: labeal@contato.ufsc.br

CERTIFICADO DE ENSAIO

_Protocolo: 11479/ 2015 . Data de Entrada: 05/10/2015
Nome do Produto: CERVEJA EXPERIMENTAL - TAMPA DOURADA

Data de Fabricagdo: NA Data de Vencimento: NA

Marca: NA N do Lote: NA

Data e Hora da Coleta: NA Ne do Lacre: NA

N.Amostras: 1 N°.Unid.Amostrais: 1 Peso/Volume: 0500 mililitro

Amostrado e Coletado por: Cliente Embalagem: garrafa vidro -~
Fabricante: NATALIA JOENCK RIBEIRO

Solicitante: NATALIA JOENCK RIBEIRO
Responsavel: NATALIA JOENCK RIBEIRO
Av./Rua: Rua: Gustavo Barroco, 229
Complemento: Apto 041

Bairro: Capoeiras CEP: 88070490
Cidade: Florianopolis UF: SC
CNPJ/CPF: 072.483.749-38 Inscrigéo Estadual:

Observagdes Gerais: Enviado e coletado por: Natalia Joenck Ribeiro - Temp. na coleta: Ambiente.-

RESULTADOS DE ENSAIOS

DATA DE INICIO DO(S) ENSAIO(S): 151012015 DATA DE TERMINO DO(S) ENSAIO(S): 161102015
TECNOLOGIA DE CEREAIS - CERES Analista: Alicia de Francisco -
Determinago de gliten 5,1ppm(*)
Metodologia(s):

(*)ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC). Official Methods of the AOAC Intenational, 18th ed. Maryland/USA: AOAC, 2005,

B — - Continua
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Continuagiio Protocolo: 11479 Data de Entrada: 05/10/2015

INTERPRETAGAO DO(S) RESULTADO(S) DO(S)
ENSAIO(S)

Amostra analisada esta de acordo com o parametro estabelecido para alimento considerado sem glutem. (alimentos com o limite alé 20
ppm de glilen séio considerados naturalmente sem gliten), Codex Alimentarius Commission: Codex Standart for "Gluten-Free"
FAO/WHO - CXINFSDU 00/4, March, 2000. .

Este CERTIFICADO DE ENSAIO(S) refere-se somente ao materlal submetido ao(s) ensaio(s) ¢ ndo poderd ser reproduzido parclalmente sem
a prévia autorizagao do LABCAL.

0 LABCAL nio se responsabiliza pela amostragem, coleta e transporte do materlal enviado para a realizagdo de ensaio(s), caso néo seja
mencionado o contrario,

As informagdes referentes 4 amostragem elou coleta ndo fazem parte dofs) ensaio(s) e apena que as condigdes de

sdo adequadas para a execugdo dos mesmos.

Floriandpolis-SC, 28 de Cutubro de 2015

g (A e
Signatario Autorizade

Alicia de Franeis:
Tecnologia de Ceraaie - 41
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ANEXO B — LAUDO DE ANALISE DE CONCENTRAGAO DE GLUTEN
DA CERVEJABC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - CAL
LABORATORIO DE ANALISES - LABCAL
Rod. Admar Gonzaga, 1346, Itacorubi, Florianépolis, SC - Brasil - CEP 88034-001
Fone/fax: (48) 3334-2047 / 3721-5392 / 3721-5391 - E-mail; labcal@contato,ufsc,br

CERTIFICADO DE ENSAIO

Protocolo: 11478/ 2015 i Data de Entrada: 05/10/2015
Nome do Produto: CERVEJA EXPERIMENTAL - TAMPA VERDE

Data de Fabricagéo: NA Data de Vencimento: NA

Marca: NA N° do Lote: NA

Data e Hora da Coleta; NA N°do Lacre: NA

N.Amostras: 1 N°.Unid.Amostrais: 1 Peso/Molume: 0500 mililitro

Amostrado e Coletado por: Cliente Embalagem: garrafa vidro

Fabricante: NATALIA JOENCK RIBEIRO .
Solicitante: NATALIA JOENCK RIBEIRO -
Responsavel: NATALIA JOENCK RIBEIRO

Av./Rua: Rua: Gustavo Barroco, 229

Complemento: Apto 041

Bairro: Capoeiras

CEP: 88070490

Cidade: Florianopolis UF: sC
CNPJ/CPF: 072.483.749-38 ~_Inscrigdo Estadual:
Observagdes Gerals: Enviado e colelado por: Natélia Joenck Ribeiro - Temp. na coleta: Ambiente.

RESULTADOS DE ENSAIOS

DATA DE INICIO DO(S) ENSAIO(S): 1510/2015 DATA DE TERMING DO(S) ENSAIO(S): 16/10/2015
TECNOLOGIA DE CEREAIS - CERES ~ Analista: Alicia de Francisco -

Determinagao de gliten 23ppm(*)

Metodologia(s):

(*JASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC). Official Methods of the AOAC International, 18th ed. Maryland/USA: AOAC, 2005,

A — -- Continua
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Continuagéo _Protocolo: 11478 Data de Entrada: 05/10/2015

INTERPRETAGAQ DO(S) RESULTADO(S) DO(S)
ENSAIO(S)

Amostra analisada esta de acordo com o parametro estabelecido para alimento considerado sem glutem. (alimentos com o limite até 20
ppm de gliten séo considerados naluralmente sem gliten), Codex Alimentarius Commission; Codex Standart for "Gluten-Free"
FAOMWHO - CX/NFSDU 00/4, March, 2000.

Este CERTIFICADO DE ENSAIO(S) refere-se somente ao materlal submetido aofs) ensalo(s) e ndo poderé ser reproduzido parcialmente sem
a prévia autorizagio do LABCAL.

0 LABCAL néio se responsabiliza pela amostragem, coleta e transporte do material enviado para a realizagio de ensaio(s), caso néo seja
menclonado o contrérle.

As inf des referentes & igem elou coleta ndo fazem parte dofs) ensaio(s) e apenas asseguram que as condigbes de recebimente
sd0 adequadas para a execugio dos mesmos.

Florianépolis-SC, 28 de Outubro de 2016

bidet (Ko 7 00 e 28
Signatério Autorizado

Alicia de Francisco
Taenologlada Gereals - LABCAL
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ANEXO C - LAUDO DE ANALISE DE CONCENTRLA\QAO DE AMIDO
RESISTENTE DA CERVEJA PADRAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - CAL
LABORATORIO DE ANALISES - LABCAL
Rod. Admar Gonzaga, 1346, Itacorubi, Floriandpolis, SC - Brasil - CEP 88034-001
Fone/fax: (48) 3334-2047 / 3721-5392 / 3721-5391 - E-mail: labcal@contato.ufsc.br

CERTIFICADO DE ENSAIO

Protocolo: 12196/ 2015 Data de Entrada: 27/10/2015
Nome do Produto: CERVEJA EXPERIMENTAL - TAMPA DOURADA

Data de Fabricagdo: NA Data de Vencimento: NA

Marca: NA N° do Lote: NA

Data e Hora da Coleta: NA N° do Lacre: NA

N.Amostras: 1 N°.Unid. Amostrais: 1 Peso/Volume: 0500 mililitro

Amostrado e Coletado por: Cliente Embalagem: garrafa vidro

Fabricante: NATALIA JOENCK RIBEIRO
Solicitante: NATALIA JOENCK RIBEIRO
Responséavel: NATALIA JOENCK RIBEIRO
Av./Rua: Rua: Gustavo Barroco, 229
Complemento: Apto 041

Bairro: Capoeiras CEP: 88070490
Cidade: Florianopolis UF: SC
CNPJ/CPF: 072.483.749-38 Inscricdo Estadual:

Observagdes Gerais: Enviado e coletado por: Natélia Joenck Ribeiro - Temp. na coleta: Ambiente.

RESULTADOS DE ENSAIOS

DATA DE INICIO DO(S) ENSAIO(S): 19/11/2015 DATA DE TERMINO DO(S) ENSAIO(S): 19/11/2015
TECNOLOGIA DE CEREAIS - CERES 0 Analista: Alicia de Francisco - 3
Amido resistente 0,28g/100g(*)

M&odologia(s):

(*)AOAC Internacional. Official Methods of Analysis of ACAC International. 18th ed. Gaithersburg, 2005, Revision 3, 2010.
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Continuacdo Protocolo: 12196 Data de Entrada: 27/10/2015

INTERPRETAGAO DO(S) RESULTADO(S) DO(S)
ENSAIO(S) '

Amostra analisada apresentou o resultado acima descrito.

Este CERTIFICADO DE ENSAIO(S) refere-se somente ao material submetido ao(s) ensaio(s) e nao podera ser reproduzido parcialmente sem
a prévia autorizagao do LABCAL.

O LABCAL néo se pela coletae do material enviado para a realizagao de ensaic(s), caso nao seja
mencionado o contrario.
As a gem elou coleta ndo fazem parte do(s) ensaio(s) e apenas que as condk de

sdo adequadas para a execugao dos mesmos.

Florianépolis-SC, 19 de Novembro de 2015

ﬂ' 2 z/:?” 2‘:!'!2

Signatério Autorizado

Alicia de Francisco
Tecnologia de Cereais - LABCAL
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ANEXO D - LAUDO DE ANALISE DE CONCENTRAGAO DE AMIDO
RESISTENTE DA CERVEJA AR

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - CAL
LABORATORIO DE ANALISES - LABCAL
Rod. Admar Gonzaga, 1346, Itacorubi, FlorianGpolis, SC - Brasil - CEP 88034-001
Fone/fax: (48) 3334-2047 / 3721-5392 / 3721-5391 - E-mail: labcal@contato.ufsc.br

CERTIFICADO DE ENSAIO

Profocolo: 12195/ 2015 Data de Entrada: 27/10/2015
Nome do Produto: CERVEJA EXPERIMENTAL - TAMPA PRATEADA
Data de Fabricacdo: NA Data de Vencimento: NA
Marca: NA N° do Lote: NA
Data e Hora da Coleta: NA N° do Lacre: NA
N.Amostras: 1 Ne°.Unid. Amostrais: 1 Peso/Volume: 0500 mililitro
Amostrado e Coletado por: Cliente Embalagem: garrafa vidro

Fabricante: NATALIA JOENCK RIBEIRO
Solicitante: NATALIA JOENCK RIBEIRO
Responsavel: NATALIA JOENCK RIBEIRO
Av./Rua: Rua: Gustavo Barroco, 229
Complemento: Apto 041

Bairro: Capoeiras CEP: 88070490
Cidade: Florianopolis UF: SC
CNPJ/CPF: 072.483.749-38 Inscric&o Estadual:

Observagdes Gerais: Enviado e coletado por: Natélia Joenck Ribeiro - Temp. na coleta: Ambiente.

RESULTADOS DE ENSAIOS

DATA DE INICIO DO(S) ENSAIO(S): 19/11/2015 DATA DE TERMINO DO(S) ENSAIO(S): 19/11/2015
TECNOLOGIA DE CEREAIS - CERES ; Analista: Alicia de Francisco -
Amido resistente 0,74g/100g(*)

Metodologia(s):

(*JACAC Internacional. Official Methods of Analysis of AOAC International. 18th ed. Gaithersburg, 2005. Revisicn 3, 2010.
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Continuacéo Pr 12195 _ Datade E : 27/10/2015
INTERPRETAGAO DO(S) RESULTADO(S) DO(S)
ENSAIO(S)

Amostra analisada apresentou o resultado acima descrito.

Este CERTIFICADO DE ENSAIO(S) refere-se somente ao material submetido ao(s) ensaio(s) e nao podera ser reproduzido parcialmente sem
a prévia autorizagao do LABCAL. B
O LABCAL nao se iliza pela
mencionado o contrério.

gem, coleta e porte do material enviado para a realizagao de ensaio(s), caso nao seja

Asii 0 a elou coleta ndo fazem parte do(s) ensaio(s) e apenas que as icoes de
séo adequadas para a execugao dos mesmos.

Florianépolis-SC, 19 de Novembro de 2015

Signatario Autorizado
Alicia de Francisco
Tecnologia de Cereais - LABCAL
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