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RESUMO

Cervejas adicionadas de frutas sdo uma tendéncia do mercado mundial que ganham destaque
no mercado brasileiro e, além de trazer diferentes caracteristicas sensoriais, podem adicionar
componentes bioativos que trazem beneficios a saide como acidos organicos € compostos
fendlicos, carotenoides, betalainas, antocianinas, entre outros. Uma das frutas com potencial
bioativo, que pode ser usada como ingrediente em cervejas ¢ a Amora-preta (Morus nigra L.).
Este estudo teve como objetivo produzir uma cerveja estilo Saison, com adi¢do de polpa de
amora-preta durante a etapa de maturagao da bebida, fazer a caracterizacdo fisico-quimica e
bioativa da bebida e avaliar sua capacidade antioxidante. Foi realizada a caracterizagdo fisico-
quimica e bioativa da polpa de amora-preta, do mosto base, da cerveja controle e da cerveja
com adi¢do de fruta em relagdo ao pH, acidez titulavel, solidos soluveis totais, densidade
especifica, antocianinas monomeéricas totais, compostos fendlicos totais, atividade antioxidante
pelos métodos DPPH e FRAP e teor alcoolico e coloragdo EBC das cervejas controle e com
adicao de fruta. A polpa de amora-preta produzida apresentou teor de compostos fenolicos totais
de 1380,384 mg GAE/L e teor de antocianinas monoméricas totais de 380,108 mg C3G/L,
valores em niveis de grandeza similares a outras frutas vermelhas, mas abaixo do que ¢ descrito
na literatura para a espécie. A adicao de polpa de amora-preta a cerveja durante a maturagao
resultou em um aumento significativo no teor de compostos fenolicos totais de 390,508 mg
GAE/L, na cerveja controle, para 487,731 mg GAE/L, na cerveja com adicdo de fruta, assim
como na incorporagdo de antocianinas (3,056 mg C3G/L) presentes apenas na cerveja com
adicao fruta. A adi¢do da polpa de fruta, porém, ndo representou um aumento significativo da
atividade antioxidante na cerveja com adicao de fruta em relagao ao controle, tanto pelo método
DPPH, como pelo método FRAP. Novos estudos com diferentes proporcdes de fruta em relacao
ao mosto base e investigando em qual etapa do processo produtivo ha maior efetividade de
extracao de compostos fendlicos e antocianinas da polpa de fruta para a cerveja sao necessarios
para determinar a propor¢ao de fruta e a etapa de adi¢do da fruta ideal durante o processo

produtivo de modo a potencializar o efeito sobre a atividade antioxidante da bebida final.

Palavras-chave: Fruit beer. Amora. Antocianinas. Compostos Fendlicos. Atividade

antioxidante.



ABSTRACT

Beers with added fruit are a global market trend that is gaining prominence in the Brazilian
market and, in addition to bringing different sensory characteristics, they can add bioactive
components that bring health benefits such as organic acids and phenolic compounds,
carotenoids, betalains, anthocyanins, among others. One of the fruits with bioactive potential
that can be used as an ingredient in beers is Black Mulberry (Morus nigra L.). This study aimed
to produce a Saison-style beer, with the addition of black mulberry pulp during the beverage's
maturation stage, carry out the physical-chemical and bioactive characterization of the beverage
and evaluate its antioxidant capacity. The physical-chemical and bioactive characterization of
black mulberry pulp, base must, control beer and beer with added fruit was carried out in
relation to pH, titratable acidity, total soluble solids, specific density, total monomeric
anthocyanins, total phenolics compounds, antioxidant activity by DPPH and FRAP methods
and alcoholic content and EBC color of control and fruit-added beers. The black mulberry pulp
produced had a total phenolic compound content of 1380.384 mg GAE/L and a total monomeric
anthocyanin content of 380.108 mg C3G/L, values at levels similar to other red fruits, but below
what is described in the literature for the species. The addition of black mulberry pulp to beer
during maturation resulted in a significant increase in the content of total phenolic compounds
from 390.508 mg GAE/L in the control beer to 487.731 mg GAE/L in the beer with added fruit,
thus such as the incorporation of anthocyanins (3.056 mg C3G/L) present only in beer with
added fruit. The addition of fruit pulp, however, did not represent a significant increase in
antioxidant activity in beer with added fruit in relation to the control, either by the DPPH
method or by the FRAP method. New studies with different proportions of fruit in relation to
the base must and investigating at which stage of the production process there is greater
effectiveness in extracting phenolic compounds and anthocyanins from fruit pulp for beer are
necessary to determine the proportion of fruit and the ideal fruit addition stage during the

production process in order to enhance the effect on the antioxidant activity of the final beverage.

Keywords: Fruit Beer. Mulberry. Anthocyanins. Phenolic Compounds. Antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

A cerveja é um dos alimentos processados mais antigos produzidos pela humanidade. E
considerado um dos pilares dos primeiros assentamentos humanos, onde uma grande parte dos
cereais cultivados eram destinados para a produgdo de cerveja (Oliver, 2012). A bebida, pelo
teor alcoodlico resultante do processo de fermentagdo, era um dos poucos liquidos seguros para
serem ingeridos quando a agua potavel era escassa (Oliver, 2012; Raihofer et al., 2022). Dessa
forma, a cerveja se tornou uma bebida fundamental para a cultura alimentar em diferentes
regides do mundo onde a cevada e o trigo eram os cereais disponiveis para o cultivo, em especial
na Europa.

Existem diversos tipos de cervejas, resultado, principalmente, do relativo isolamento
existente entre os centros produtores, o que resultou no surgimento de cervejas com
caracteristicas, ingredientes e culturas diferentes dependendo da regido geografica onde se
desenvolveram. Estes aspectos levaram a que na atualidade existam quatro principais “Escolas
Cervejeiras”: a Alema, a Inglesa, a Belga ¢ a Americana (Oliver, 2012). No que se refere ao
Brasil, foram produzidas cervejas mais proximas aos estilos da escola alema, resultado da forte
influéncia que esta imigracao teve na formacao cultural do povo brasileiro (Limberger, 2014).
Mais recentemente, a partir do final do século XX e inicio do século XXI, com o crescimento
e expansao de micro e pequenas cervejarias, ocorreu uma diversificagcdo nos estilos de cervejas
produzidas no pais.

De acordo com o Anudrio da Cerveja (Brasil, 2022) em 2021 existiam, no Brasil, 1549
cervejarias registradas, o que correspondia a um aumento de 12% com relagdo ao ano anterior.
Essa variedade de cervejarias se correlaciona com a diversidade de produtos produzidos. Em
2021 constavam 35.741 produtos diferentes registrados, o que corresponde a um aumento de
5,2% com relagdo ao ano anterior (Brasil, 2022). Nesse cenario, o estado de Santa Catarina se
destaca com 195 cervejarias (aumento de 20% com relagdao a 2020) e 4.372 produtos (Brasil,
2022).

Esse aumento expressivo, tanto na quantidade de cervejarias, quanto na variedade de
produtos, promoveu a diversidade de estilos produzidos no pais. E neste contexto, os cervejeiros
brasileiros, se inspirando no exemplo da Escola Americana, comecaram a desenvolver cervejas
visando o mercado interno e a utilizagdo de ingredientes autdctones. Um desses estilos € o
Saison, um estilo de origem Belga, com caracteristicas marcantes derivadas da variedade de
levedura utilizada na sua fermentagdo e que comumente ¢ produzido com a adigdo de frutas na

sua formulacdo. Cervejas adicionadas de frutas ¢ uma tendéncia do mercado mundial que ganha
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destaque no mercado brasileiro devido a grande variedade de frutas endémicas e cultivadas no
Brasil (Moreno et al., 2022; Zhao et al., 2023). Nestas cervejas, a adi¢cdo de frutas, além de
trazer diferentes caracteristicas sensoriais, pode adicionar componentes bioativos que trazem
beneficios & saude como 4cidos organicos e compostos fendlicos, carotenoides, betalainas,
antocianinas, entre outros (Habschied et al., 2020; Zhao et al., 2023).

Diversos estudos avaliaram a influéncia da adi¢do de diferentes frutas em parametros
fisico-quimicos de cervejas: como pitanga (Lima et al., 2021), péra (Moreno et al., 2022;
Nardini; Garaguso, 2020), jabuticaba (Imaizumi et al., 2020), goji (Ducruet et al., 2017), cereja,
framboesa, damasco, uva, ameixa, laranja e ma¢d (Nardini; Garaguso, 2020). Essas cervejas
produzidas com frutas apresentaram atividade antioxidante associada aos componentes
provenientes da propria cerveja (Tirado-Kulieva et al., 2023; Yang; Gao, 2021), do processo de
fabricagdo e da fruta adicionada, constituindo uma linha de pesquisa relevante para a indéstria
(Habschied et al., 2020; Zhao et al., 2023). A caracterizacdo desses compostos bioativos e da
capacidade antioxidante da cerveja produzida com a adi¢ao de frutas (Nardini; Garaguso, 2020)
¢ necessaria para a compreensao dos efeitos sobre as propriedades que estas bebidas podem
apresentar (Habschied et al., 2020; Paiva; Mutz; Conte-Junior, 2021).

Dessa forma, a adicdo de ingredientes que apresentam agao bioativa, como frutas e
outras partes de plantas, fungos e propolis, que possuem um potencial de agregar novas
qualidades a cerveja ¢ um campo de pesquisa a ser explorado (Paiva; Mutz; Conte-Junior,
2021). Uma das frutas com potencial bioativo, que pode ser usada como ingrediente em cervejas
¢ a Amora-preta (Morus nigra L.). Estudos que avaliaram a capacidade antioxidante de amoras
do género Morus demonstram que essa fruta tem um grande potencial bioativo associado a sua
composicao rica em acidos organicos, antocianinas, monoterpenos e polifenoéis (Donno et al.,
2015; Ercisli; Orhan, 2007; Naderi et al., 2004; Ozgen; Serce; Kaya, 2009; Paunovi¢;
Maskovi¢; Milinkovi¢, 2022). Neste contexto, este estudo tem como objetivo produzir uma
cerveja estilo Saison, com adi¢dao de polpa de amora-preta, realizar sua caracterizacao fisico-

quimica e bioativa e avaliar a capacidade antioxidante da bebida.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma cerveja estilo Saison com a adi¢do de
polpa de amora-preta, determinar a presenca de compostos bioativos e avaliar sua capacidade

antioxidante em relagdo a cerveja controle (sem adicao de fruta).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Caracterizar a polpa de amora-preta em termos de pH, acidez titulavel e teor de
compostos fendlicos totais;

— Determinar o teor de antocianinas totais na polpa de amora-preta;

— Determinar a atividade antioxidante in vitro da polpa de amora-preta pelos métodos de
Redugdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e Reducao do ferro (FRAP);

— Desenvolver uma cerveja estilo Saison com a adi¢ao de polpa de amora-preta na etapa
de maturacdo da bebida e sem adicao de fruta (Controle);

— Determinar a cor e o teor alcoolico da cerveja com adi¢@o de polpa de amora-preta e da
cerveja sem adicao de fruta (Controle);

— Determinar o pH e a acidez titulavel do mosto base, da cerveja com adig¢do de polpa de
amora-preta e da cerveja sem adi¢ao de fruta (Controle);

— Determinar o teor de compostos fendlicos totais no mosto base, na cerveja com adigao
de polpa de amora-preta e na cerveja sem adig¢ao de fruta (Controle);

— Determinar o teor de antocianinas totais na cerveja com adicao de polpa de amora-preta;

— Determinar a atividade antioxidante in vitro pelos métodos de Reducao do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e Redu¢do do ferro (FRAP) do mosto base, da cerveja

com adicdo de polpa de amora-preta e da cerveja sem adi¢do de fruta (Controle).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ACERVEJA

A cerveja ¢ uma bebida alcoolica fermentada produzida a partir de quatro ingredientes
basicos: agua, malte, lipulo e levedura (ou fermento). As diferentes proporgdes e variedades
desses ingredientes, assim como variagdes nos tempos e temperaturas dos processos de
fabricagdo da bebida proporcionam a elaboragdo de uma grande variedade de cervejas, dentro
e entre os diversos estilos da bebida. A legislacdo brasileira define, no Decreto n® 6871/2009, a
cerveja como “[...] a bebida resultante da fermentagao, a partir da levedura cervejeira, do mosto
de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um processo de cocgao
adicionado de lapulo ou extrato de lupulo, hipdtese em que uma parte da cevada malteada ou
do extrato de malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro” (Brasil, 2009).
A denominagdo de cerveja e seus tipos € regulada pela Instru¢do Normativa n° 65/2019 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, e permite o uso das denominagdes
tradicionais dos estilos cervejeiros, determinando apenas a classifica¢do quanto a proporcao de
matéria-prima malteada e ao teor alcoolico (Brasil, 2019). Essa mesma legislacdo determina
também a proibicao da adi¢cdo de qualquer tipo de alcool, de edulcorantes e de agua fora das
plantas fabris na producao da bebida (Brasil, 2019).

O estilo Saison pertence a escola Belga e tem como caracteristica marcante o aroma e
sabor proveniente do fermento utilizado em sua fabricacdo. As cervejas desse estilo estdo
caracterizadas nos dois principais guias de estilo existentes, o guia BA da Brewers Association
dos Estados Unidos (Brewers-Association, 2022) e o guia BJCP da Beer Judge Certification
Program (Strong; England, 2021). Nesses guias o estilo ¢ descrito como uma cerveja belga do
tipo Ale, com alta atenuagdo e com corpo baixo, de amargor médio e caracterizada por um perfil
de fermenta¢ao marcado por aroma e sabor frutado e de especiarias. No guia BA cervejas desse
estilo estdo caracterizadas como “Classic French & Belgian-Style Saison” e no guia BICP o
estilo € descrito com o codigo “25B. Saison”. As caracteristicas bésicas do estilo sdo definidas
conforme descrito na Tabela 1.

Quando essa cerveja ¢ adicionada de algum ingrediente especial o guia BA tem uma
categoria distinta para englobar essa variag¢ao da cerveja Saison, a Speciality Saison que engloba
as cervejas desenvolvidas com o estilo Saison classico como base, mas com a adi¢ao de algum
ingrediente especial que tera papel central na caracteristica sensorial da cerveja. Esses

ingredientes especiais podem ser ervas, frutas, maltes especiais escuros ou fermentos especiais
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que vao acrescentar caracteristicas Unicas a cerveja e devem ser identificados na descri¢ao da
cerveja. Entretanto, Saisons com a adi¢do de frutas também podem ser categorizadas em um
outro estilo, o Belgian-Style Fruit Beer, que inclui cervejas de estilos belgas com a adicao de

frutas em sua composicao (Brewers-Association, 2022).

Tabela 1 - Caracteristicas do estilo Saison de acordo com os guias de estilos BICP e BA,
indicando os limites maximos e minimos para as caracteristicas de gravidade original e final,

teor alcodlico, indice de amargor e de coloragdo.

BJCP BA
Gravidade original 1,048-1,065 1,040-1,060
Gravidade final 1,002-1,008 1,004-1,008
3,5-5,0% (table)
Teor alcodlico (ABV) 5,0-7,0% (standard) 5,0-6,8%
7,0-9,5% (super)
Amargor (IBU) 20-35 20-38
Cor (EBC) 0-27 (pale) 6-14

29-43 (dark)

Fonte: Brewers-Association (2022); Strong e England (2021).

Ja no guia da BJCP uma cerveja Saison com adi¢do de ingredientes especiais, também
pode ser categorizada em mais de um estilo dentre os estilos de Speciality Beer dependendo do
tipo de ingrediente utilizado. As cervejas do estilo Saison com a adi¢do de frutas sdo
categorizadas como “29A. Fruit Beer” e devem ter identificados o estilo base e a fruta

adicionada (Strong; England, 2021).

3.1.1 Processo Produtivo

O processo produtivo da cerveja pode ser dividido em duas grandes etapas: i) a
Mosturagdo e i1) a Fermentacdo. A Mosturagao € a etapa realizada a quente, onde os ingredientes
passam pelo processo de cocgao e ocorre a acao enzimatica enddégena do malte que promove a
sacarificagdo do amido. J4, a etapa de Fermentacdo ¢ realizada a temperaturas mais baixas

(etapa fria) e nela ocorre o processo de fermentacdo do mosto base produzido durante a
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mosturagdo pelas leveduras, os agucares serdo metabolizados em alcool e outros compostos.

Um fluxograma com as etapas do processo produtivo de uma cerveja ¢ apresentado na figura 1.

Figura 1 - Fluxograma do processo produtivo da cerveja.
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3.1.1.1. Mosturacgdo
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A Mosturagdo, por sua vez, ¢ dividida em etapas que se caracterizam pela acdo
bioquimica de enzimas diferentes. Cada uma dessas etapas ¢ realizada em temperaturas
diferentes e, dessa forma, compdem o que ¢ denominado de rampas de temperatura da
mosturagdo. O desenvolvimento de formulacdo de uma cerveja inclui o estabelecimento de
diferentes rampas de temperatura com objetivos especificos. Obrigatoriamente, o processo de
elaboragdo de todas as cervejas € realizado utilizando duas rampas de temperatura, podendo ser
executadas rampas adicionais, dependendo do objetivo.

A primeira rampa de temperatura obrigatoria tem o objetivo de promover a Sacarificagdo
do amido presente no malte. Duas sdo as enzimas que atuam nesse processo, denominadas
enzimas de sacarificacdo: a a-amilase e a f-amilase. Enquanto a a-amilase hidrolisa as cadeias
de amilose e amilopectina em dextrinas de 7 a 12 residuos de glicose, a -amilase cliva por¢des
de dois residuos (maltose) a partir da terminacdo ndo-redutora das cadeias. A faixa de
temperatura 6tima de agdo dessas enzimas varia entre 60°C e 65°C para a f-amilase e entre
72°C e 75°C para a a-amilase (Kunze, 2004).

A segunda rampa de temperatura obrigatéria (rampa de mash-out) tem como objetivo
promover a inativagdo das enzimas de sacarificacio do amido e facilitar os processos de
filtracdo e clarificagdo do mosto. A a-amilase é rapidamente inativada em temperaturas acima
de 80°C e a P-amilase ¢ inativada a partir de 70°C (Kunze, 2004). Além da inativagao
enzimatica, a rampa de mash-out tem a fungdo de manter o mosto com viscosidade baixa de
forma a facilitar a filtragdo dos residuos do malte e transferir para a etapa de fervura um mosto
com a menor carga possivel de impurezas e particulas em suspensido de malte (Briggs et al.,
2004). Esse processo € realizado com a recirculacao da fragao liquida do mosto, que ¢ aspergida
sobre a camada de bagaco de malte (fracdo solida) sucessivas vezes. Este procedimento
promove um aumento na concentracao de sacarideos fermentesciveis e melhora o processo de
filtracao produzindo um mosto mais limpido, de modo que a fervura ocorra sem a formagao de
defeitos provenientes do cozimento de particulas de malte (Kunze, 2004).

Finalmente ¢ realizada a fervura do mosto (em torno de 1 hora) que tem como objetivos
principais promover a esterilizacdo do mosto e a extra¢do e modificagdo de compostos do lupulo,

embora também promova a concentracao de sacarideos fermentesciveis (Briggs et al., 2004).

3.1.1.2. Fermentacdo

Apbs a producao do mosto cervejeiro, o liquido ¢ transferido para o fermentador onde é

mantido em temperatura controlada e ¢ adicionado da cultura de levedura que sera responsavel
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pela fermentagdo alcoolica do mosto. Esse processo pode ser realizado com a utilizagdo de
diferentes cepas de leveduras, ou de outros organismos fermentadores, e a variedade de
microrganismos utilizada também sera responsavel pelas caracteristicas sensoriais do produto
final e da classificag¢do do estilo da cerveja produzida (Briggs et al., 2004). O uso de leveduras
do tipo Ale (variedades de Saccharomyces cerevisae), também chamadas de alta fermentacao,
ou de leveduras do tipo Lager (variedades de S. pastorianus), também chamadas de baixa
fermentagdo, vao promover diferentes processos fermentativos e produzir distintos estilos da
cerveja. Enquanto as leveduras do tipo Ale realizam a fermentacdo em temperaturas de 15°C a
24°C, as leveduras do tipo Lager o fazem em temperaturas de 5°C a 14°C (Sicard; Legras, 2011).
Outros microrganismos também podem ser utilizados, incluindo espécies diferentes de
leveduras (como cepas do género Brettanomyces), bactérias acido lacticas (usadas na produgao
de cervejas do tipo Sour) e cervejas produzidas com fermentacdo espontanea, como as do estilo
Lambic (Iattici; Catallo; Solieri, 2020).

Durante a fermentacgao, as leveduras transformam os agtcares fermentaveis do mosto
em alcool etilico e gas carbonico. Esse processo reduz a densidade especifica do liquido e a
interrup¢ao dessa queda na densidade da bebida ¢ o indicador do final do processo, sinalizando
que todos os agucares passiveis de serem fermentados pelas leveduras foram consumidos. Além
disso, a fermentacao também produz uma série de subprodutos que possuem efeitos importantes
nas caracteristicas de aroma e sabor do produto final e estdo diretamente relacionados com a
variedade de microrganismos utilizada na producao da cerveja (Kunze, 2004).

A fermentagdo da cerveja ¢ dividida em 3 etapas que vao ser caracterizadas por
processos diferentes. No inicio do processo de fermentacao a levedura passa por uma rapida
multiplicag@o, com suas células se dividindo rapidamente e consumindo o oxigénio presente no
mosto. Nessa fase as leveduras realizam respirag¢ao aerobica e ndo ocorre a produgdo de etanol.
Com o esgotamento do oxigénio presente, as leveduras passam a realizar respiragao anaerobica
e ocorre a fermentagdo propriamente dita, a fermentacdo primaria, com a consequente
transformagdo de agucares em etanol. Esse processo se estende até o esgotamento dos actcares
fermentaveis (Briggs ef al., 2004). A temperatura em que a fermentagdo ¢ realizada ¢ definida
pela variedade de microrganismos utilizada e pelas caracteristicas finais desejadas na cerveja,
uma vez que diferentes temperaturas de fermentacdo promovem processos metabolicos
diferentes (Kunze, 2004).

Ap6s a fermentagdo primaria a temperatura do sistema deve ser reduzida para valores
entre 0°C e 4°C de forma que ocorra o processo de maturagdo e clarificagdo da cerveja (também

chamado de fermentagao secundaria). Nessa etapa as leveduras realizam processos metabolicos
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que modificam os compostos produzidos na mosturagdo e na fermentagdo primaria,
promovendo a defini¢do dos aromas e sabores da cerveja, além de equilibrar sensorialmente o
produto (Svedlund ef al., 2022). A diminui¢do da temperatura também vai induzir as leveduras
a reduzirem seu metabolismo, sofrerem apoptose, e flocularem. As células de leveduras em
senescéncia se aglomeram formando flocos e isso faz com que esses aglomerados decantem
para o fundo do fermentador formando uma borra que posteriormente € separada da fase liquida
(acerveja). Esse processo torna a cerveja mais clara, ja que o material particulado, como células
de levedura, proteinas em suspensdo e outras impurezas, acabam floculando junto com as
leveduras e decantando também. Dessa forma, a cerveja que antes era turva, acaba se tornando
translucida sem a necessidade de filtragdo (Briggs et al., 2004).

Haé estilos que sdo naturalmente turvos e outros que sdo naturalmente translicidos.
Cervejas comerciais passam, geralmente, por um processo de filtragdo apds a maturacio para
fazer a clarificagdo de forma for¢ada. A cerveja maturada ¢ filtrada com o uso de filtros-prensa
ou de bandeja utilizando-se terra-diatomacea como material filtrante, o que acelera o processo
de clarificagdo ja que a cerveja € clarificada imediatamente, em vez de passar dias até o final

da decantagdo das leveduras (Kunze, 2004).

3.2  AMORA-PRETA

A arvore popularmente conhecida como “Amoreira” pode ser associada a diversas
espécies de distintas familias. Espécies do género Rubus, da familia Rosaceae, e do género
Morus, da familia Moraceae, sao as mais cultivadas mundialmente, sendo o género Morus
especialmente importante, por ter suas folhas utilizadas para a alimentagdo do bicho-da-seda
(Bombix mori) em criacdes desses insetos (Weiguo et al., 2005). Algumas espécies também sao
cultivadas para a obtengdo dos seus frutos multiplos, derivados de uma inflorescéncia.

A amora-preta (Morus nigra L.) ¢ uma das espécies do género Morus cultivados no
Brasil. Os frutos dessa arvore sdo consumidos de diversas formas, tanto in natura como fazendo
parte de diversos produtos processados como geleias, sorvetes, doces, sucos e bebidas
alcodlicas (Pawlowska; Oleszek; Braca, 2008). Além das frutas, outras partes da planta também
sao usados como medicamentos tradicionais para o tratamento de diversas questdes de saude e
apresenta uma diversa gama de compostos bioativos (Lim; Choi, 2019; Magsood et al., 2022;
Ramappa et al., 2020) associados a alta capacidade antioxidante dessa fruta, como polifenois e

antocianinas (Ozgen; Serce; Kaya, 2009; Paunovié¢; Magkovié; Milinkovi¢, 2022).
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Estudos avaliando a capacidade antioxidante de Morus nigra comprovam a forte
capacidade antioxidante dessa planta, tanto trabalhando com extratos de folhas (Souza et al.,
2018), como trabalhando com as proprias frutas (Naderi e al., 2004; Ozgen; Serce; Kaya, 2009;
Paunovi¢; Maskovi¢; Milinkovi¢, 2022). Quando comparado com outras espécies do mesmo
género, M. nigra apresenta uma maior capacidade antioxidante do que M. alba (amora-branca)
e M. rubra (amora-vermelha) (Gundogdu ef al., 2011), assim como um maior teor de compostos

fendlicos e flavonoides (Ercisli; Orhan, 2007).

3.3 ANTOCIANINAS

Antocianinas sdo pigmentos presentes em todos os tipos de plantas e possuem cores
desde o laranja rosado até os tons vermelhos, purpuras e azuis (Santos-Buelga; Gonzélez-
Paramas, 2018). Sdo compostos da familia dos flavonoides e sua estrutura apresenta um
esqueleto de flavilio com hidroxilagdes e metilacdes diversas (Figura 3), podendo realizar
multiplas reacdes que previnem a oxidagao de moléculas oxidaveis em sistemas organicos
(Wright et al., 2021). Essas moléculas estdo presentes em uma diversa gama de frutas e vegetais
e apresentam alta capacidade antioxidante (Ozgen; Serge; Kaya, 2009). Em espécies do género
Morus a antocianina mais abundante ¢ a cianidina e suas variacdes (Pawlowska; Oleszek;

Braca, 2008; Saensouk et al., 2022)

Figura 2 - Estrutura bésica de uma Antocianina indicando uma possivel localizagao da carga do

cation e as posi¢oes de ligacdo dos radicais.

Fonte: Adaptado de Belitz; Grosch e Schieberle (2009).

34  FRUIT BEER
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As cervejas com adi¢do de frutas sdo genericamente chamadas de Fruit beers. Essas
cervejas podem pertencer a diversos estilos e a fruta ¢ um ingrediente obrigatério. No guia da
BJCP (Strong; England, 2021) a seccao 29 descreve 4 estilos de Fruit beers (Fruit beer, Fruit
and Spice beer, Specialty Fruit beer e Grape Ale) e que podem ser desenvolvidos a partir de
varios estilos base descritos no guia. Um dos poucos estilos tradicionais com adi¢ao obrigatoria
de frutas € o Fruit Lambic, uma cerveja acida e de fermentacao selvagem, e que pode levar a
adicao de frutas durante a fermentacao ou como blending antes do envase. Além desse estilo,
na ultima edi¢cdo do Guia BJCP foi incluido o primeiro estilo brasileiro, o Catharina Sour, uma
cerveja acida e com frutas, derivada do estilo Berlinder Wiesse e desenvolvida no estado de
Santa Catarina (Strong; England, 2021).

Independente do estilo da cerveja, a adicdo de frutas tem como objetivo a incorporacao
de aromas e sabores diferenciados para o produto e agrega valor a bebida (Zhao et al., 2023).
Além disso, a incorporacdo de compostos bioativos provenientes da fruta adicionada pode
trazer caracteristicas especificas a cerveja (Habschied ef al., 2020). Estudos que avaliaram a
influéncia da adi¢do de frutas na producao de cerveja reportam um incremento na capacidade
antioxidante e teor de polifendis da cerveja com fruta em relacdo ao controle, sem adi¢do de
fruta (Belcar; Gorzelany, 2022; Gasinski, A. et al., 2020; Kawa-Rygielska et al., 2019; Paiva;
Mutz; Conte-Junior, 2021). Esse incremento de atividade antioxidante pode proporcionar uma
maior estabilidade ao produto e reduzir os efeitos do envelhecimento por oxidacao da cerveja
(Zhao et al., 2023).

A adigdo de fruta e o potencial incremento na quantidade e variedade de compostos
bioativos varia de acordo ndo s6 com o tipo de fruta adicionado a bebida, mas também com o
momento do processo produtivo em que a fruita ¢ adicionada (Cunha et al., 2023; Ducruet et
al., 2017; Paiva; Mutz; Conte-Junior, 2021). As etapas do processo produtivo onde a fruta pode
ser adicionada vai determinar alteragdes nas caracteristicas incorporadas a cerveja (Cunha et
al., 2023). As frutas incorporadas na fervura apresentam uma maior extracdo de polifenois e
compostos bioativos, proporcionando uma maior capacidade antioxidante (Paiva; Mutz; Conte-
Junior, 2021), porém a acdo da temperatura pode deteriorar compostos de interesse (Cunha et
al., 2023). Na etapa de fermentacdo, tanto na fermentagcdo primaria, quanto na fermentagao
secundaria ou maturacao da cerveja, a temperatura nao serda um fator de deterioragdo dos
compostos bioativos e os aromas e sabores incorporados serdo mais proximos da fruta fresca

(Paiva; Mutz; Conte-Junior, 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DA POLPA DE AMORA-PRETA

A polpa de Amora-preta foi produzida a partir de frutas coletadas em uma propriedade
particular no municipio de Florianépolis. Apds a coleta as frutas maduras foram higienizadas,
acondicionadas em recipientes de polipropileno (PP), congeladas em congelador doméstico a -
20°C e mantidas congeladas at¢ o momento do processamento. As frutas ndo passaram por
qualquer tipo de processo para inativacao enzimatica.

Os 2,25 kg de frutas obtidas foram descongelados e triturados em liquidificador com a
adicao de 340,45 g de agua para facilitar a trituracdo. Foi produzido um total de 2,59 kg de
polpa de amora-preta com concentragdo de 86,86% de fruta. Apds a coleta de uma aliquota
para as analises (acondicionada em tubo falcon e congelada para andlise posterior), 2,2 kg

foram utilizados na producao da cerveja com polpa de fruta.

42  CARACTERIZACAO DA POLPA DE AMORA-PRETA

Para a amostra de polpa de amora-preta foram determinados os parametros de potencial
da atividade antioxidante pelos métodos de redugdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e redu¢do do ferro (FRAP), o teor de antocianinas monoméricas totais, o teor de
compostos fendlicos totais, a acidez tituldvel, o pH, o teor de so6lidos soluveis totais e a

densidade especifica do liquido.

4.2.1 Caracterizacgio fisico-quimica da polpa de amora-preta: pH, acidez titulavel,

solidos soluveis totais e densidade especifica.

4.2.1.1. pH

A medicao do pH da amostra de polpa de amora-preta foi realizada por medi¢ao direta

com pHmetro previamente calibrado conforme Zenebon; Pascuet e Tiglea (2008).

4.2.1.2. Acidez titulavel
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A determinacdo da acidez titulavel foi realizada de acordo com a metodologia descrita
em Zenebon; Pascuet e Tiglea (2008), utilizando solu¢do padronizada de NaOH 0,1 M como
titulante. A amostra de polpa de amora-preta foi previamente diluida na proporgao 1:5 e titulada
em duplicata com 10 mL de amostra diluida. Devido a coloracdo das amostras considerou-se o
ponto de viragem de pH 8,2-8,4 medido com o uso de pHmetro. Os resultados foram expressos
em g de 4cido citrico por 100 mL de amostra (g AC/100mL) e calculados de acordo com a

formula abaixo:

(nxXMX fxPM)/(10 X V) = acidos totais (1)
Onde:
n = volume gasto da solucdo de NaOH (mL)
M = molaridade da solu¢ao de NaOH
f = fator de correcao da solucao de hidroxido de sodio
PM = peso molecular do 4cido citrico (192,124 g/mol)

V = volume tomado da amostra (mL)
4.2.1.3. Solidos Soluveis Totais

O teor de solidos soluveis totais da fase liquida da polpa de amora-preta foi medido com
0 uso de um refratdmetro manual e o resultado expresso em °brix. A amostra foi diluida na
proporg¢ao 1:10 para a realizagdo da leitura do resultado.

4.2.1.4. Densidade especifica

A densidade especifica da fase liquida da polpa de amora-preta foi medida com o uso

de um densimetro calibrado a 20 °C e o resultado expresso em g/cm?.

4.2.2 Determinacio de Compostos Fendlicos Totais e Antocianinas Monoméricas Totais

da polpa de amora-preta

4.2.2.1. Compostos Fenolicos Totais

A determinacdo da quantidade de compostos fenolicos totais foi realizada de acordo

com o método da capacidade redutora de Folin-Ciocalteu (Lamuela-Raventds, 2018) com
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adaptacdes. A amostra de polpa de amora-preta foi preparada inicialmente para uma dilui¢ao de
1:2 com a diluigdo de 5 puL. de amostra em 5 pL. de dgua destilada. Foram misturados 600 pL
de agua destilada, 10 pL da amostra preparada e 50 uL da solu¢do FOLIN. Foi aguardado 1
minuto e adicionados 150 pL de solugdo de carbonato de s6dio 20% e 190 pL de dgua destilada.
Foram transferidos 300 puL. da amostra preparadas para a placa de leitura em quadruplicata.
Brancos para a amostra e para a solu¢do Folin também foram preparados. As amostras e brancos
preparadas foram mantidos para reagir na auséncia de luz por duas horas e a absorbancia lida
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 760 nm.

A concentragdo de compostos fendlicos totais foi calculada usando uma curva padrao
de Acido Galico descrita pela equagio “y = 0,9825x + 0,0632” com R2 igual a 0,9968 como
referéncia. Os dados foram apresentados em mg de acido gélico equivalente por litro (mg

GAE/L).

4.2.2.2. Antocianinas Monoméricas Totais

A determinacao do teor de antocianinas monomeéricas totais foi realizada de acordo com
a metodologia proposta por Giusti e Wrolstad (2005) com adaptagdes. Foram utilizadas
solucdes tampao para pH 1 e para pH 4,5. A amostra foi preparada em uma dilui¢do de 1:15 (20
uL de amostra e 280 uL de solucao tampao). A amostra foi preparada em quadruplicata para os
tampdes em pH 1 e em pH 4,5. As amostras preparadas tiveram a absorbancia lida em
espectrofotometro no comprimento de onda de 520 nm e de 700 nm.

A concentra¢do de antocianinas totais foi calculada usando as formulas abaixo e os

resultados foram apresentados em mg de cianidina-3-glicosideo por litro (mg C3G/L).

A = (Ays520 — Ax700)pr 1 — (Arsa0 — Ar700)pH a5 4)
cianidina — 3 — glicosideo (mg X L™1) = (A X MW X DF x 1000)/(s x 1) Q)
Onde:

A = Absorbancia da amostra

Aiss20 = Absorbancia no comprimento de onda de 520 nm

A 700 = Absorbancia no comprimento de onda de 700 nm
MW = Peso molecular da cianidina-3-glicosideo (449,2 g/mol)
DF = Fator de dilui¢ao da amostra

¢ = Absortividade molar da cianidina-3-glicosideo (26.900)
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4.2.3 Atividade Antioxidante da polpa de amora-preta

4.2.3.1. Atividade Antioxidante pelo método de DPPH

A determinagdo da capacidade antioxidante pelo método de reducdo do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Brand-
Williams; Cuvelier e Berset (1995) com adaptagoes. A solugdo estoque de DPPH foi preparada
com a dissolucdo de 0,0235 g de DPPH em 100 mL de Etanol e armazenada sob refrigeragao
até o uso. Para as andlises a solu¢do estoque foi diluida para a concentragdo de 125 pmol/L com
a adicdo de 5,2 mL da solugdo estoque em um baldo de 25 mL e completado com 19,8 mL de
Etanol. A amostra de polpa de fruta foi preparada inicialmente para uma dilui¢ao de 1:40 (1,25
uL de amostra bruta e 48,75 pL de 4gua destilada).

A amostra diluida de polpa de amora-preta passou por uma dilui¢do seriada que resultou
em dilui¢des de 1:40, 1:100, 1:200, 1:300 e 1:400. 50 uL de cada diluicao seriada foi adicionada
de 250 uL de DPPH 125 pmol/L em quadruplicata. Foram preparados brancos para a amostra
com o uso de 50 pL. da amostra diluida inicial com 250 pL de solvente e também para a solugao
de DPPH com a mistura de 50 pL de solvente com 250 pL. de DPPH 125 umol/L. As amostras
e brancos preparadas foram mantidos para reagir na auséncia de luz por 30 minutos e a
absorbancia lida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm.

A diluicdo seriada foi realizada para garantir a ocorréncia de leitura de absorbancia
dentro dos limites da curva padrdo de Trolox utilizada para calcular as concentra¢des de
antioxidantes totais. Dessa forma, foram utilizadas as leituras de absorbancia nas dilui¢des que
apresentaram resultados dentro dos limites da curva padrao e com os menores valores de desvio
padrdo para os célculos das concentracdes. Para a amostra de polpa de amora-preta foi utilizado
os resultados na diluicao de 1:100. A concentracdo de antioxidantes totais foi calculada usando
uma curva padrao de Trolox descrita pela equacao “y = 0,0020x + 0,9403” com R? igual a
0,9844 como referéncia. Os dados foram apresentados em mmol Equivalente Trolox por litro

(mmol EqT/L).

4.2.3.2. Atividade Antioxidante pelo método de FRAP

A determinagdo capacidade antioxidante pelo método FRAP foi realizada de acordo com

a metodologia proposta por Benzie e Strain (1996) com adaptacdes. Os reagentes foram

preparados com a dissolucdo de 3,31 mL de HCl em 1 L de dgua destilada (Solucao de HCI1 20
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mM); 0,027 g de Fell em 5 mL de 4agua destilada (Solugdo de FellsH20 20 mM); de 0,016 g de
TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazina) em 5 mL de HCI (Solucdo TPTZ); e 1,87 g de acetato de
sodio anidro e 16 mL de acido citrico global em agua destilada para um volume final de 1 L e
a verificacdo do pH de 3,6 (Solugdo tampao). A solucdo FRAP foi preparada com a mistura de
50 mL de solugdo tampao, 5 mL de solu¢do TPTZ e 5 mL de solucdo de FellsH20.

Para as analises a amostra de polpa de fruta foi preparada em uma dilui¢do de 1:100 (3
uL de amostra e 297 uL de solugdo FRAP) em quadruplicata. Foi preparado o branco com 300
uL de solugdo FRAP em quadruplicata. As amostras e branco preparadas foram mantidos para
reagir na auséncia de luz por 30 minutos e a absorbancia lida em espectrofotometro no
comprimento de onda de 593 nm.

A concentragdo de antioxidantes totais foi calculada usando uma curva padrao de Trolox
descrita pela equagdo “y = 0,00106x — 0,01157” com R? igual a 0,9956 como referéncia. Os

dados foram apresentados em mmol Equivalente Trolox por litro (mmol EqT/L).

43  FORMULACAO DA CERVEJA BASE

A formulagdo da cerveja no presente estudo foi desenvolvida com base no estilo Saison,
para um volume final de 55 litros de mosto cervejeiro. Os ingredientes e adjuntos utilizados
para a producdao do mosto base sao apresentados na tabela 2. O cloreto e o sulfato de célcio
foram adicionados a 4gua para corrigir a concentragdo de ion Ca®" na agua, promovendo a
estabilizagcdo da a-amilase durante a sacarificagdo do amido e favorecendo a eficiéncia do
processo (Briggs et al., 2004).

Os dois maltes utilizados sdo da Maltaria Uma Malta (Argentina). Foram usados 6 kg
de malte tipo Pilsen e 6 kg de malte tipo Viena moidos no dia da produgdo. Como ltpulo de
amargor foram utilizados 35 g da variedade Citra em pellets adicionados no inicio da fervura.
Como lapulo de aroma foram utilizados 35 g da variedade SAAZ em pellets adicionados
faltando 15 minutos para o final da fervura. Para a fermenta¢do foram utilizadas 33 g da
levedura (Saccharomyces cerevisae) liofilizada da marca Lallemand do tipo “Belle Saison”.

A mostura¢ao foi realizada com um perfil de temperatura em duas etapas, com apenas
uma rampa de temperatura de sacarificagdao a 68°C por 60 minutos e uma rampa de temperatura
de Mash out a 75°C por 15 minutos (Figura 2). A fervura do mosto foi mantida por 60 minutos
com a adi¢ao de lupulo de amargor no tempo no inicio da fervura e de lupulo de aroma faltando
15 minutos para o final da fervura. Apos a fervura e o resfriamento do mosto, uma aliquota do

mosto base foi coletada e congelada para andlise posterior. A fermentagdo foi realizada em
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fermentador de inox com temperatura controlada, utilizando um perfil de temperatura a 20°C
por 11 dias para a fermentacdo primadria, seguido da transferéncia da cerveja base para dois

fermentadores mantidos a 6°C por 15 dias para a maturagao e clarificagao.

Tabela 2 — Ingredientes e adjuntos utilizados na produg¢ao do mosto base.

Ingredientes Quantidade
Agua 73 litros
Malte Pilsen Uma Malta 6 kg
Malte Viena Uma Malta 6 kg
Luapulo Citra 35¢g
Lapulo SAAZ 35¢g
Fermento Belle Saison Lallemand 33¢g
Adjuntos

Cloreto de Calcio 104 g
Sulfato de Calcio 90¢g
Protect Plus 4,5 mL
Enzima B-glucanase 24¢

Fonte: Autor (2023)

44  PRODUCAO DA CERVEJA BASE

Ao tanque de mosturagdo foram adicionados 33 litros de 4gua, o cloreto e o sulfato de
calcio, o neutralizador de cloro e a B-glucanase. A agua foi aquecida até 55°C, ponto onde os
12 kg de malte moido foram adicionados ao tanque e mantido sob agitagdo até atingir a
temperatura de sacarificagdo de 68°C. O mosto foi mantido nessa temperatura por 60 minutos,
até a total transformacdo enzimatica do amido em agticares fermentéveis, confirmado pelo teste
de iodo negativo. Na sequéncia o mosto foi aquecido até 75°C e mantido nessa temperatura por

15 minutos para a inativagdo enzimatica.
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Figura 3 - Perfil de temperatura da mosturagdo da cerveja base.

Perfil de Temperatura da Mosturacao
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Fonte: Autor (2023)

Apds a inativagdo enzimatica foi realizada a recirculagdo manual do mosto para a
formagdo da cama de malte, a filtragdo das particulas finas em suspensdo e clarificagdo do
mosto. Apds atingir a clarificacdo desejada, o mosto foi transferido para o tanque de fervura
concomitantemente com a lavagem do malte. Foram utilizados 40 litros de 4gua previamente
aquecida até 75°C para a extragdo dos acucares ainda retidos na cama de malte. O mosto foi
entdo aquecido até atingir a fervura e mantido em ebuli¢do por 60 minutos. No inicio da etapa
de fervura foram adicionados 35 g de lupulo Citra (lupulo de amargor) e, apds 45 minutos,
foram adicionados mais 35 g de lupulo SAAZ (ltpulo de aroma/sabor). Apds os 60 minutos de
fervura o mosto foi resfriado com o uso de um chiller de imersdo de aluminio até atingir a
temperatura de 30°C, passou pelo processo de wirlpool para a decantacdo do trub e foi
transferido para o fermentador de modo a nao conter o residuo depositado no fundo do tanque
de fervura. Ao fermentador foram adicionadas 33 g de levedura seca (Saccharomyces cerevisae
do tipo Belle Saison da marca Lallemand) previamente reidratadas de acordo com as instrugdes
do fabricante.

A densidade do mosto foi medida antes e apds a etapa de fervura com o uso de
densimetro apresentando a densidade de 1,047 g/cm® pré-fervura e atingindo a densidade de
1,056 g/cm?® pos-fervura, densidade inicial da fermentagdo. O mosto foi entdo fermentado na

temperatura de 20°C por 11 dias e a densidade atingiu 1,009 g/cm?. Apés 11 dias a temperatura
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do mosto foi reduzida para 7°C e o mosto foi mantido nessa condi¢do por 3 dias, quando o

produto fermentado (cerveja base) foi transferido para dois fermentadores.

4.5 PRODUCAO DA CERVEJA CONTROLE E COM ADICAO DE FRUTA

Apos o processo de fermentagdo da cerveja base, a bebida foi dividida em dois
fermentadores para o processo de Maturagao. Ao primeiro fermentador foram acondicionados
apenas 22 litros da cerveja base (controle) e no segundo fermentador foram acondicionados,
além dos 22 litros da cerveja base, 2,2 kg de polpa de amora-preta (com fruta), o que
corresponde a uma propor¢do de fruta de 9% na bebida final. A adi¢do da fruta na etapa de
maturacao teve o objetivo de evitar a degradagao de compostos presentes na fruta que afetariam
as caracteristicas sensoriais da bebida final (Moreno et al., 2022). Em especial a fracdo de
antocianinas ¢ especialmente sensivel a temperatura e sofre uma alteracdo de coloragdo quando
aquecida (Jahn et al., 2020).

A polpa de amora foi separada em sua fase s6lida (bagaco) e fase liquida (suco) com o
uso de uma peneira. O bagago foi acondicionado em dois tubos para Dry-Hop para limitar a
dispersao das particulas maiores da fruta (cascas) na cerveja, mas permitir o contato e a difusao
dos compostos provenientes do bagaco da fruta para a cerveja. Ja o suco da fruta foi adicionado
diretamente na cerveja. Os fermentadores com as cervejas controle e com adigdo de fruta foram
entdo acondicionados para maturagdo na temperatura de 6°C por 15 dias e o processo de
clarificagdo foi realizado nos trés ultimos dias de maturagao, utilizando silica, com a finalidade
promover a decantagdo de particulas em suspensdo e diminuicao da turbidez da cerveja.

Apds a maturagdo, uma aliquota da cerveja controle e uma da cerveja com adicdo de
fruta foram coletadas e congeladas para analise posterior. A bebida foi transferida para barris
de inox do tipo post-mix onde foi carbonatada com a inje¢ao de CO2 (2,5 L de CO2/Lecerveja V/V)

e posteriormente envasada em garrafas de vidro.

4.6  CARACTERIZACAO DAS CERVEJAS

Amostras foram tomadas em pontos distintos da producdo da cerveja, acondicionados
em tubos Falcon e congeladas para andlise posterior. Foram analisadas amostras do mosto base,
da cerveja controle e da cerveja com fruta. Para cada amostra foram analisados os parametros
de potencial da atividade antioxidante pelos métodos de redu¢do do radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH) e redu¢ao do ferro (FRAP), o teor de antocianinas monoméricas totais, o
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teor de compostos fenolicos totais, a acidez titulavel, o pH, o teor de sélidos soluveis totais ¢ a

densidade relativa do liquido (Tabela 3). Apenas para a cerveja controle e a cerveja com fruta

foram determinados o teor alcodlico e a coloragao EBC.

Tabela 3 — Estrutura¢dao das andlises fisico-quimicas para as quatro categorias de amostras

analisadas.
Cervejas
Polpa de
Amora-Preta Mosto Base Controle Com Fruta
pH X X X X
Acidez Titulavel X X X X
Soélidos Soluveis Totais X X X X
Densidade Especifica X X X X
Compostos Fendlicos Totais X X X X
Antocianinas Monoméricas
X X X X

Totais
Atividade Antioxidante:

DPPH X X X X

FRAP X X X X
Cor X X
Teor Alcodlico X X

Fonte: Autor (2023)

4.6.1 Caracterizacio fisico-quimica do mosto base e das cervejas controle e com fruta:

pH, acidez titulavel, sélidos soluveis totais, densidade especifica e teor alcodlico.

4.6.1.1. pH

A determinacao do pH segue a mesma metodologia descrita no item 4.2.1.1.

4.6.1.2. Acidez titulavel
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A determinagdo da acidez titulavel segue a mesma metodologia descrita no item 4.2.1.2,
com a diferenca de que a titulacdo foi realizada diretamente, em duplicata, com 10 mL das
amostras de cerveja controle, cerveja com fruta e mosto base.

4.6.1.3. Solidos Soluveis Totais

A determinagdo do teor de solidos soluveis totais segue a mesma metodologia descrita

no item 4.2.1.3.
4.6.1.4. Densidade especifica

A determinacgdo da densidade especifica do liquido segue a mesma metodologia descrita

no item 4.2.1.4.
4.6.1.5. Teor Alcodlico
O teor alcoolico foi estimado através da diferenga das densidades original (SGorig) € final,

ap6s a fermentacao (SGaparente), do mosto cervejeiro. O teor alcodlico expresso em % ABV

(alcool por volume) foi calculado utilizando a féormula abaixo:
Teor Alcoblico = [(SGoriginar — SGaparente) X 1,05 X 100]/(SGaparente X 0,79) 3)
4.6.2 Determinaciao de Compostos Fenolicos Totais e Antocianinas Monoméricas Totais
4.6.2.1. Compostos Fenolicos Totais

A quantificagdo de compostos fenolicos totais segue a metodologia descrita no item
4.2.2.1 com a diferenca de que para as amostras de mosto base, cerveja controle e cerveja com
fruta ndo foi realizada diluigdo prévia a preparaciao das amostras.

4.6.2.2. Antocianinas Monoméricas Totais

A determinag¢do do teor de antocianinas monoméricas totais segue a metodologia

descrita no item 4.2.2.2 com a diferenga de que as amostras de mosto base, cerveja controle e
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cerveja com fruta foram preparadas em uma diluicao de 1:3 (100 uL de amostra e 200 pL de

solugdo tampao).

4.6.3 Capacidade Antioxidante

4.6.3.1. DPPH

A determinagdo da capacidade antioxidante pelo método de redugdo do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) segue a metodologia descrita no item 4.2.3.1 com a diferenga
de que as amostras de mosto base, cerveja controle e cerveja com fruta foram preparadas
inicialmente para uma diluicdo de 1:10 (5 pL de amostra bruta e 45 pL de 4gua destilada). As
amostras diluidas iniciais passaram, entdo, por uma diluicao seriada resultando em dilui¢des de
1:10, 1:25, 1:50, 1:75 e 1:100, seguindo o restante dos procedimentos. Para as amostras de
mosto base, cerveja controle e cerveja com fruta foram utilizados os resultados na diluigao de

1:25.

4.6.3.2. FRAP

A determinagdo da capacidade antioxidante pelo método FRAP segue a metodologia
descrita no item 4.2.3.2 com a diferenca de que as amostras de mosto base, cerveja controle e
cerveja com fruta foram preparadas em uma diluicao de 1:30 (10 uL de amostra e 290 pL de

solucao FRAP).

4.6.4 Determinaciao da Cor

A coloragdo da cerveja controle e da cerveja com fruta foi determinada de acordo com
a metodologia da European Brewery Convention (Shellhammer, 2009). As amostras tiveram a
absorbancia lida em espectrofotometro no comprimento de onda de 430 nm e 700 nm para
confirmagdo da auséncia de turbidez. Com o resultado do teste apresentando valor A700 < 0,039
% A430 a cerveja € considerada livre de turbidez e o resultado pode ser considerado vélido e a
cerveja ndo precisa passar por clarificagdo. O valor do indice de cor EBC das cervejas foi

calculado de acordo com a formula:

EBC.,r = Auzp(celade 10 mm) X 25 (6)



36

47  ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a similaridade entre o mosto base, a cerveja controle e a cerveja com fruta
para pH, Acidez Titulavel, Compostos Fenolicos Totais e Atividade Antioxidante pelos métodos
DPPH ¢ FRAP foi realizada Analise de Variancia com os dados sem transformacao e teste de
Tukey post hoc. Foi considerado a existéncia de diferenca significativa quando os resultados
indicaram valor de p < 0,05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o software

PAST 4.03 (Hammer; Harper; Ryan, 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA POLPA DE AMORA-PRETA

Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica da polpa de amora-preta estdo
apresentados na tabela 4. A polpa de Amora-preta produzida apresentou densidade especifica
de 1,047 g/cm? e concentragdo de Solidos Soluveis Totais de 12 °brix. O valor do pH foi de
3,443 +£ 0,171 e de acidez titulavel foi de 1,418 + 0,011 g AC/100 mL, valores da mesma ordem
de grandeza que os reportados por Ercisli e Orhan (2007) que avaliaram parametros fisico-
quimicos de polpas de M. nigra, M. rubra e M. alba e reportam valores de pH entre 3,52 e

5,60 e de acidez titulavel, expressa em porcentagem de acido citrico, de 0,25 a 1,41%.

Tabela 4 - Caracterizacdo da polpa de amora-preta com dados de sélidos soluveis totais e
densidade especifica, a média e desvio padrdo das andlises fisico-quimicas para pH, acidez
titulavel, antocianinas monoméricas totais, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

pelos métodos FRAP e DPPH.

Polpa de Amora-Preta

Solidos soluveis totais (°brix) 12
Densidade especifica (g/cm?) 1,047

pH 3,443 +0,171
Acidez titulavel (g AC/100mL) 1,418+ 0,011
Antocianinas monoméricas totais (mg C3G/L) 380,108 + 35,824
Compostos fenoélicos totais (mg GAE/L) 1380,384 + 21,662
Atividade antioxidante — FRAP (mmol EqT/L) 35,381 £ 0,668
Atividade antioxidante — DPPH (mmol EqT/L) 19,125 £ 0,682

Fonte: Autor (2023)

Em contraste com os resultados de pH e acidez titulavel, os resultados encontrados para
os teores de antocianinas monoméricas totais (380,108 + 35,825 mg C3G/L) na polpa de amora-
preta analisada sdo mais baixos daqueles encontrados na literatura em outros estudos.
Utilizando a mesma base metodologica, Ozgen; Serce e Kaya (2009), estudando frutos de M.
nigra € M. rubra, encontraram teores de AMT de 571 e 98,8 mg C3G/kg respectivamente.
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Enquanto, Donno ef al. (2015), a partir de extragdo com metanol em meio acido, encontraram
teores de AMT em frutos de Morus spp. de 800,2 mg C3G/kg.

Com relagao ao teor de compostos fenolicos totais (1380,384 = 21,662 mg GAE/L), os
valores encontrados neste estudo estdo abaixo daqueles descritos na literatura para frutos de
amoras do género Morus. Estudos com amoras do género Morus cultivadas na Turquia
encontraram teores de compostos fendlicos de 14220 mg GAE/kg para M. nigra, 10350 mg
GAE/kg para M. rubra, e de 1810 mg GAE/kg para M. alba (Ercisli; Orhan, 2007). Por outro
lado, Donno et al. (2015) estudaram frutas cultivadas na Italia e detectaram teores de compostos
fenolicos de 2369,4 mg GAE/kg em frutas de Morus spp., enquanto Ozgen; Serce e Kaya (2009)
encontraram teores de compostos fenolicos de 2737 e 1603 mg GAE/kg para M. nigra e M.
rubra, respectivamente, em frutas cultivadas na Turquia, teores de compostos fendlicos que,
apesar de serem maiores, sdo de uma ordem de grandeza similar aos encontrados neste estudo.
Um ponto importante a se levar em conta ¢ o fato de que, enquanto neste trabalho a analise foi
realizada diretamente com a amostra das cervejas e da polpa de amora-preta, Ozgen; Serce e
Kaya (2009) submeteram as amostras a um processo de extragado com uma solugdo de acetona,
agua e acido acético, diferentemente de Ercisli e Orhan (2007) que trabalharam com as frutas
em pd e converteram os resultados finais para peso umido. Tendo isso em perspectiva, esses
teores maiores de compostos fendlicos podem ser explicados pelo fato de esses autores
trabalharem com a fruta integral, enquanto as andlises neste estudo foram realizadas com a fase
liquida da polpa que apresenta uma concentragdo menor dos compostos analisados do que na
casca da fruta. Além disso, o periodo de congelamento das frutas antes do preparo da polpa
pode ter acarretado uma oxidagao dos compostos fendlicos presentes no fruto e acarretado uma
reducdo desses compostos ao longo do tempo de armazenamento, j& que as frutas ndo sofreram
nenhum tratamento para inativa¢do enzimatica.

Um outro fator que pode contribuir para os resultados diferentes ¢ a questdo do Terroir
e das condigdes de cultivo. A variedade do cultivar da planta e a espécie (Ercisli; Orhan, 2007;
Gundogdu et al., 2011), a altitude (Paunovi¢; MaSkovi¢; Milinkovi¢, 2022), estdgio de
maturacgdo (Saensouk et al., 2022; Yongram et al., 2022), densidade da fruta (Wang et al., 2023),
sdo todas caracteristicas que vao determinar variagdes nas caracteristicas fisico-quimicas das
frutas e na composi¢do de compostos bioativos presentes. Dessa forma, ¢ importante ter a
determina¢do da composi¢ao da matéria-prima utilizada na formulagao de bebidas com a adi¢ao
de frutas, de forma a considerar a incorporacdo no produto final dos compostos bioativos

presentes nos ingredientes utilizados.



39

Quando se compara a amora do género Morus com outras frutas, pode-se observar que
as frutas vermelhas apresentam os maiores teores de antocianinas ¢ de compostos fenolicos, o
que promove uma maior capacidade antioxidante pela acdo desses compostos. Donno et al.
(2015) investigaram 8 frutas diferentes: Amora (Morus spp., no inglés: Mulberry), Maga,
Amora (Rubus spp., no inglés Blackberry), Groselha preta, Mirtilo, Laranja, Framboesa e
Morango. Mirtilo e Groselha apresentaram os maiores teores de antocianinas (2306,3 e 2252,2
mg C3G/kg, respectivamente), tendo a Groselha apresentado os maiores valores para teores de
compostos fenolicos (4344,3 mg GAE/kg) e de atividade antioxidante (76,86 mmol Fez+/kg).
Esses valores sdo 2,8 vezes maiores que os encontrados para Amora (Morus spp.) com relagao
aos teores de antocianinas, 1,8 vezes maiores para os teores de compostos fenolicos (2369,4 mg
GAE/kg) e de 3,47 vezes maior para capacidade antioxidante (22,12 mmol Fe2+/kg). Entretanto,
quando comparados com outras frutas investigadas, como macga, laranja e framboesa (5,62,
12,43 e 13,02 mmol Fex+/kg de capacidade antioxidante respectivamente), os resultados de
capacidade antioxidante para Morus spp. sao maiores de 3,9 a 1,7 vezes, demonstrando que a
Amora tem potencial como ingrediente para incorporacdo de compostos bioativos € aumento

da capacidade antioxidante em produtos alimenticios e bebidas (Donno et al., 2015).

52  CARACTERIZACAO DAS CERVEJAS

A caracterizacdo fisico-quimica do mosto base, da cerveja controle e da cerveja com
fruta sdo apresentados na tabela 5. De acordo com a legislagdo brasileira as duas cervejas
produzidas sdo classificadas como cervejas puro malte, pois 100% do extrato primitivo no
mosto ¢ originario de cevada malteada e as cervejas possuem um teor alcoolico maior que 2%
ABYV (Brasil, 2019). Com relagdo ao estilo Saison, as cervejas produzidas no estudo ndo se
enquadraram em todas as caracteristicas do estilo determinadas pelos guias consultados. A
densidade especifica da cerveja final ultrapassou o limiar superior de 1,008 g/cm? determinado
pelos guias de estilo BJCP e BA alcangando 1,009 g/cm?, tanto para a cerveja controle, como
para a cerveja com fruta, as outras caracteristicas se apresentaram em conformidade com a
descri¢ao dos guias (Brewers-Association, 2022; Strong; England, 2021). Essa diferenga pode
ser resultado da formagao de agucares nao-fermentaveis durante a sacarificacdo do amido na
etapa de mosturagao e que nao foram metabolizados pelas leveduras durante a fermentagdo. O
consumo dos agucares presentes no mosto pelas leveduras ¢ o que reduz a densidade do mosto
inicial para a cerveja finalizada. Essa diferenca ¢ relativa a formacdo de etanol durante a

fermentacdo dos agucares realizada pelas leveduras. A densidade da agua ¢ o padrao de
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comparagdo (1.00293 g/cm?® a 25°C), a densidade do alcool etilico ¢ de 0,789 g/cm? a 20°C
(Jacobs et al., 2022) e a densidade da maltose, principal dissacarideo formado durante a
sacarificagdo do amido na mosturacao, ¢ de 1,51956 g/cm? a 24,85°C (Lourdin; Colonna; Ring,

2003).

Tabela 5 - Caracterizacao fisico-quimica do mosto base, da cerveja controle e da cerveja com
fruta, apresentando resultados para solidos soluveis totais, densidade especifica, pH, acidez
tituldvel, teor alcoodlico (ABV) e cor da cerveja controle e cerveja com fruta, antocianinas
monoméricas totais para a cerveja com fruta e caracterizagdo basica do estilo Saison nos guias
de estilo da BJCB (') e BA (?). Para pH, acidez titulavel e antocianinas monoméricas totais sao
apresentados valores médios e desvio padrdo. Letras diferentes em sobrescrito indicam
diferenca significativa em andlise de varidncia com p<0,05. (OG — Gravidade original; FG —

Gravidade final).

Mosto  Cerveja  Cerveja Estilo
base controle com fruta Saison
Solidos soluveis totais (°brix) 14 10 10 -
0G:1,048-65"
_ FG:1,002-8!
Densidade especifica (g/cm?) 1,056 1,009 1,009
0G:1,040-60?
FG: 1,004-8>
5,153 4,388 4,149
pH -
+0,151*°  £0,014°  +£0,005¢
0,495 0,759 0,989

Acidez titulavel (g AC/100mL) -
+0,007*  +0,014>  £0,068°

5-7
ABV (%) - 6,19 6,06

5-6,82

9-27!
Cor (EBC) - 21 51

6-142
Antocianinas monomeéricas totais 3,056 £
(mg C3G/L) 0,377

Fonte: Autor (2023)
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No inicio do processo de fermentacdo, a levedura adicionada ao mosto passa por uma
fase de multiplicagdo celular onde, uma parte do agticar presente sera consumido por respiragao
aerobica produzindo uma rapida multiplicagdo das células de leveduras até que o oxigénio
dissolvido presente no mosto seja completamente consumido. No ambiente anaerdbico
subsequente, as leveduras cervejeiras cessam a sua multiplicagdo e iniciam um processo de
manuten¢ao de seu metabolismo através de fermentacao alcoodlica. Dessa forma os actcares
fermentesciveis, responsaveis pela alta densidade do mosto cervejeiro, sdo consumidos e
metabolizados com a formagao de alcool etilico e CO2 como subprodutos principais (Briggs et
al., 2004).

As leveduras da espécie Saccharomyces cerevisae sdo capazes de alternar entre a
respiragdo aerobica e anaerdbica em seu metabolismo de carboidratos. A maltose, principal
dissacarideo no mosto cervejeiro (50-60%) (Blanco et al., 2014), sera clivada em duas
moléculas de glicose que entdo entram na rota da glicolise até a formagao de duas moléculas de
piruvato para cada molécula de glicose. Nesse ponto, se ha a presenca de oxigénio, as moléculas
de piruvato entram no ciclo do 4cido citrico produzindo uma quantidade de 38 moléculas de
ATP para cada molécula de glicose inicial. Se ndo ha oxigénio disponivel, as leveduras sdo
capazes de metabolizar o piruvato pela rota de fermentagdo alcodlica, que produz uma
quantidade muito menor de ATP, apenas 4 moléculas de ATP por molécula de glicose inicial
(Belitz; Grosch; Schieberle, 2009). Essa diferenga na quantidade de energia disponibilizada
pelos dois processos € o que explica a interrup¢ao na multiplicacdo celular, processo com alta
demanda energética, apds o consumo de oxigénio disponivel no mosto cervejeiro.

O acumulo de etanol produzido como um produto da fermentagdo alcoodlica € o que
promove a redu¢do da densidade final da cerveja produzida. O teor alcodlico das cervejas
alcangou 6,19 %ABV e 6,06 %ABYV para a cerveja controle e a cerveja com adi¢do de fruta,
respectivamente. As duas cervejas foram produzidas com o mesmo mosto base, mas a dilui¢ao
do mosto base com a polpa de fruta resultou em uma densidade inicial para a fermentacao de
1,055 g/cm? para a cerveja com adi¢ao de fruta, o que resultou num teor alcodlico menor do
que a cerveja controle. Com a dilui¢do do mosto, tendo em vista a densidade especifica de 1,047
g/cm?® da polpa de fruta adicionada, a concentragdo final de alcool na cerveja com fruta foi
0,13 %ABYV menor do que o controle.

A coloragdo da cerveja controle foi de 21 EBC, o que corresponde ao estilo descrito nos
dois guias de estilos (BJCP e BA). A cerveja com fruta apresentou coloragdo de 51 EBC, com
coloragdo purpura-avermelhada, resultado da incorporacdo de pigmentos provenientes da fruta

(Antocianinas), o que se enquadra no estilo, pois a coloracdo de uma fruit beer ¢ determinada
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pelo estilo base e o tipo de fruta adicionada, ndo existindo uma faixa de coloracdo EBC definida,
devido a grande variagdo possivel de coloragao final.

Os valores de pH e acidez titulavel no mosto base, cerveja controle e cerveja com fruta
apresentaram resultados que refletem as caracteristicas do processo fermentativo e da
incorporagdo da polpa de amora-preta na cerveja com fruta. Observa-se uma reducao do pH e
um aumento na acidez entre a cerveja com fruta e a cerveja controle, resultado da incorporagao
da polpa de amora-preta (pH de 3,433 + 0,171 e acidez titulavel de 4,539 + 0,034 g AC/100mL).
O pH ¢ resultado direto da presenga de moléculas com a capacidade de serem aceptoras de
elétrons e é expressa como uma relagdo inversa da concentragdo de cations H' na solugio
(acidos). Quanto maior a quantidade de moléculas aceptoras de elétrons na solu¢ao, menor sera
o valor do pH. Isso reflete a acidez de uma solugdo, ja que as moléculas aceptoras de elétrons
sdo consideradas como 4acidos de Lewis, uma solu¢do com grande quantidade de 4cidos ¢ uma
solugdo com grande acidez e vice-versa. Dessa forma, o pH e a acidez possuem uma relagao
inversamente proporcional, quando maior a acidez, menor serd o pH de uma solucdo. Essa
relagdo inversa foi observada nos resultados de pH e acidez para as amostras de mosto base,
cerveja controle e cerveja com fruta, onde uma acidez maior foi refletida por um pH menor,
sendo a cerveja com fruta apresentando o menor pH e maior acidez e o mosto base o maior pH
e a menor acidez. Os resultados da andlise de variancia e do teste de Tukey identificaram
diferenca significativa entre as amostras com um valor de p<0,05, evidenciando que o processo
fermentativo em si reduz o pH e aumenta a acidez da cerveja, assim como evidencia que a
elevada acidez da polpa de fruta influenciou o aumento da acidez e redugdo do pH da cerveja
com fruta em relagdo ao controle. Este comportamento estd associado a formacao de acidos
organicos durante o processo fermentativo do mosto cervejeiro e a incorporacdo dos acidos
organicos provenientes da polpa de fruta, ocasionando o aumento da acidez da cerveja com

fruta em relacdo a cerveja controle.

53 DETERMINACAO DE ANTOCIANINAS MONOMERICAS  TOTAIS,
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS CERVEJAS

Observa-se que a composicao da cerveja controle e da cerveja com fruta diferem em
relacdo ao pH, a acidez relativa e cor, assim como em relacdo ao teor de antocianinas (tabela 5)
e de compostos fenodlicos totais (figura 4), o que esta associado as modificagdes advindas da
incorporacao de polpa de amora-preta. No que se refere as antocianinas, a maior concentragao

destes compostos na cerveja com adigdo de polpa de amora quando comparada a cerveja
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controle esta associada a presenga destes pigmentos na fruta. Dessa forma, toda a contribui¢ao
destes compostos na bebida final é proveniente da polpa de amora adicionada

Na cerveja com adi¢do da polpa de amora o teor de antocianinas monoméricas totais foi
de 3,056 + 0,377 mg C3G/L, enquanto na polpa de amora-preta foi encontrado um teor de
380,108 + 26,868 mg C3G/L (tabela 6). Esses valores indicam uma incorporagdo na bebida
final de 8,84% das antocianinas monoméricas totais existentes na polpa de amora-preta
adicionada a cerveja na bebida final. Estudando cervejas com fruta comerciais, Baigts-Allende
et al. (2021) identificaram niveis de antocianinas monomeéricas totais em cervejas com frutas
vermelhas de 29,1 mg/L, cereja de 24,8 mg/L e 19,3 mg/L, péssego de 27,1 mg/L e de framboesa
de 34,2 mg/L de delphinidin-3-glucoside, valores de antocianinas em uma ordem de grandeza
maior ao encontrado no presente estudo (as propor¢des de fruta nessas cervejas comerciais nao
foram apresentadas na publicacdo). Por outro lado, ao avaliarem cervejas com adi¢ao de outras
frutas (ndo vermelhas), reportam valores menores de antocianinas variando de 4,25 mg/L, em
uma cerveja com maga, ¢ 6,06 mg/L em uma cerveja com péra (Baigts-Allende et al., 2021),
valores de antocianinas em niveis de grandeza similares ao encontrado no presente estudo. Além
dessas, varias outras cervejas analisadas ndo apresentaram a detec¢do de antocianinas presentes,

mesmo com a adi¢do de frutas na sua formulacao (Baigts-Allende ef al., 2021).

Tabela 6 - Teor de antocianinas monoméricas totais na polpa de amora-preta € na cerveja com
adi¢do de fruta e a propor¢ao de antocianinas presentes na polpa de amora-preta incorporada na

cerveja com adigdo de fruta.

Antocianinas monomeéricas totais

Polpa de amora-preta 380,108 = 26,868 mg C3G/L
Cerveja com Fruta 3,056 £ 0,377 mg C3G/L
Incorporagdo na cerveja 8,84 %

Fonte: Autor, 2023.

A cerveja ¢ uma bebida que possui atividade antioxidante em niveis variaveis e que
dependem dos ingredientes utilizados e do seu processo produtivo, tendo um papel importante
o seu teor de compostos fendlicos (Nardini; Garaguso, 2020; Tirado-Kulieva et al., 2023). Os
compostos fendlicos apresentam alta atividade antioxidante, que depende do numero ¢ da
posi¢cdo dos grupamentos hidroxilas e de seus radicais, assim como do pH que influencia a

estrutura da molécula e sua reatividade com agentes oxidantes (Belitz; Grosch; Schieberle, 2009;
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Rice-Evans; Miller; Paganga, 1997). Cabe ressaltar que de 70% a 80% dos compostos fendlicos
presentes em cervejas sdo provenientes do malte e 20% a 30% sdo provenientes do lipulo
(Callemien; Collin, 2009). Outros ingredientes podem incorporar compostos fendlicos na
bebida, sendo as frutas e seus derivados uma das fontes mais importantes destes compostos em
cervejas dos diversos estilos de fruit beers, o que pode ser associado a maior atividade
antioxidante destas bebidas quando comparadas a cervejas similares sem adi¢do de fruta
(Nardini; Garaguso, 2020). Uma maior atividade antioxidante promove um envelhecimento
mais lento da bebida, ja que o envelhecimento da cerveja esta diretamente ligado a processos
oxidativos (Zhao et al., 2023).

No presente estudo, a adicdo de polpa de amora-preta a cerveja ndo promoveu um
aumento significativo da atividade antioxidante (Figura 4), apesar do aumento do teor de
compostos fenolicos totais de 390,508 + 8,333 mg GAE/L para 487,731 + 27,304 mg GAE/L
da cerveja controle para a cerveja com fruta respectivamente (p = 0,0002). Esses valores sao
similares ao que pode ser encontrado na literatura para compostos fenolicos totais, tanto para
cervejas sem adicao de frutas como para fruit beers (Nardini; Garaguso, 2020). Gasinski, Alan
et al. (2020) estudaram cervejas do estilo Saison sem adi¢do de frutas e com a adi¢ao de suco
ou a fruta integral de Espinheiro pontilhado (Crataegus punctata) e reportam teores de
compostos fenolicos de 200,5 mg GAE/L para a cerveja controle, 279,6 mg GAE/L para a
cerveja com fruta integral e de 410,1 mg GAE/L para a cerveja com suco de fruta, e
identificaram um padrdo de incorporagdo de compostos fendlicos provenientes das frutas
similar ao encontrado neste estudo. Enquanto foram incorporados na cerveja final 77,47% dos
compostos fenolicos identificados na polpa de amora-preta adicionada na bebida neste estudo,
Gasinski, Alan et al. (2020) identificaram uma incorporacao de 79,58% de CFT provenientes
do suco de fruta e 30,03% provenientes da fruta integral, valores similares ao deste estudo, visto
que a polpa de amora-preta foi adicionada ao fermentador em um contéiner-filtro de ago inox
usado comumente para realizacdo de dry-hop com o objetivo de minimizar a dispersao de
particulas solidas da casca da fruta para o liquido, o que se assemelha ao processo de adi¢cao de
apenas o suco de fruta no estudo sendo comparado.

A cerveja com adic¢do de polpa de amora apresentou atividade antioxidante de 8,685 +
0,261 € 4,415 £ 0,161 mmol EqT/L respectivamente para os métodos FRAP e DPPH, enquanto
a cerveja controle apresentou atividade antioxidante de 8,185 + 0,344 e 3,961 + 0,303 mmol
EqT/L para os métodos FRAP e DPPH respectivamente. Essa diferenca ndo se mostrou
estatisticamente significativa pela analise de variancia (p=0,15 para o método FRAP e p=0,17

para o método DPPH) entre as duas cervejas, porém observa-se diferenca significativa quando
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se compara com os valores da atividade antioxidante do mosto. A atividade antioxidante do
mosto base foi maior que da cerveja controle e da cerveja com fruta pelo método FRAP (9,600
+ 0,417 mmol EqT/L valor de p de 0,0038 e 0,0118 com relacdo a cerveja controle e a cerveja
com fruta respectivamente). Porém, quando analisada pelo método DPPH, a atividade
antioxidante do mosto base apresentou valores menores (3,262 + 0,304 mmol EqT/L) do que a

cerveja controle e a cerveja com fruta, com valor de p de 0,041 e 0,004 respectivamente.

Figura 4 - Potencial de Atividade Antioxidante pelos métodos DPPH ¢ FRAP (mmol EqT/L) e
Teor de Compostos Fenolicos (mg GAE/L) para as amostras de Mosto base, Cerveja Controle
e Cerveja com Fruta. As barras indicam média e intervalo de 95%, as letras indicam os

resultados para andlise de variancia com diferenga significativa entre as categorias com p<0,05.

12.0 600
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DPPH FRAP C. Fenélicos

Fonte: Autor (2023)

Apesar do aumento significativo do teor de compostos fendlicos e da incorporagdo de
antocianinas na cerveja com adi¢ao de polpa de amora, sugere-se que a adicao de 9% de polpa
de amora-preta ndo foi suficiente para agregar compostos com atividade antioxidante que
promova alteracdo significativa na capacidade antioxidante da cerveja. Estes resultados indicam
que a adicdo de uma propor¢ao maior de polpa de fruta seria necessaria para representar um
real beneficio a bebida em relacdo ao aumento da atividade antioxidante. Cho et al. (2018)

estudaram o efeito da adi¢do de diferentes propor¢des de polpa de caqui e compararam com a
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cerveja sem adi¢do da polpa e reportam um aumento da atividade antioxidante e do teor de
compostos fenolicos totais em fun¢do do aumento da concentracao de fruta adicionada a cerveja.
Na cerveja controle foi observado um teor de compostos fenolicos de 507,09 mg GAE/kg e
uma atividade antioxidante de 80,12% de inibi¢do de DPPH enquanto as cervejas com adi¢ao
de polpa de caqui variaram de 595,66 a 714,11 mg GAE/kg e de 85,31% a 91% de inibi¢ao de
DPPH para 50 g/10L e 200 g/10L de fruta em agua, respectivamente (Cho et al., 2018).

Castro Marin et al. (2021) produziram cervejas com a adi¢cao de mosto de uva em trés
concentragdes diferentes e avaliaram o efeito desta incorporagdo sobre a concentracdo de
compostos fendlicos. Os pesquisadores identificaram um aumento gradual na concentracdo de
compostos fendlicos total da cerveja controle (274 mg GAE/L) para a cerveja com adigcao de
20% de mosto de uva (338 mg GAE/L). Esse comportamento demonstra que a concentragdo de
polifenodis em cervejas com adi¢do de fruta estd diretamente relacionada com a proporgado de
fruta adicionada. Uma adi¢cdo maior de fruta pode, portanto, proporcionar uma maior
incorporagao de compostos fendlicos, antocianinas e outras substancias bioativas refletindo em
uma maior atividade antioxidante na cerveja final. Zapata et al. (2019) estudaram o
comportamento da atividade antioxidante e o teor de compostos fenolicos durante a maturagao
de cervejas do estilo American Amber Ale com adi¢do de 10% de frutas de trés cultivares de
marmelo. Os autores relatam ter observado diferenca significativa apenas na quantidade de
polifendis que foi maior nas cervejas com fruta em relagdo ao controle, mas ndo encontraram
diferenca na atividade antioxidante entre as cervejas com fruta e o controle. Este
comportamento foi também observado no presente estudo.

A etapa do processo em que se realiza a adicdo da fruta pode também influenciar a
eficiéncia da extracdo de compostos fendlicos e interferir na atividade antioxidante da cerveja
final (Ducruet et al., 2017; Yang; Gao, 2021). Estudando a adi¢do de Goji em diversas etapas
do processo produtivo de uma cerveja, Ducruet et al. (2017) observaram que o teor de
compostos fenolicos e a atividade antioxidante apresentaram maiores valores nas cervejas em
que as frutas foram adicionadas durante a fervura do que naquelas em que a adi¢cdo ocorreu
durante a fermentagdo primaria ou na maturagdo. Durante a mosturag@o ocorre a extragdo, em
temperaturas abaixo das de sacarificacdo, de compostos fenolicos presentes no malte, assim
como a formacao de melanoidinas resultado da reacdo de Mailard, e que contribuem para um
aumento da capacidade antioxidante do mosto (Yang; Gao, 2021). Por outro lado, durante a
etapa de fervura do mosto ocorre a redugdo do teor de compostos fendlicos e um aumento na
concentragdo de melanoidinas, processos associados a degradacdo térmica e a reagdo de

Mailard, respectivamente. Estas modificagcdes na composi¢ao do mosto promovem um aumento
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na atividade antioxidante, porém, a alta temperatura utilizada neste processo e o tempo (muitas
vezes superior a 60 minutos) também promove a producao de uma grande quantidade de
radicais livres que reagem com os compostos antioxidantes produzidos (Zhao et al., 2023). Em
cervejas onde a adi¢do de frutas ¢ realizada durante a fervura, ou mosturaciao, podem ocorrer
dois processos, de alguma forma antagénicos, se por um lado observa-se um aumento da
extracdo de compostos fenolicos e outros compostos bioativos, também ocorre a degradagdo
térmica destes devido a alta temperatura utilizada nesta etapa do processo.

Neste sentido, as antocianinas sdo particularmente suscetiveis aos danos de radicais
livres e sdo facilmente oxidadas, perdendo suas caracteristicas bioativas e, também, alterando
sua coloracdo (Santos-Buelga; Gonzéalez-Paramés, 2018). Essas caracteristicas ganham
relevancia em cervejas estilo Fruit Beer, onde frutas adicionadas contem esses pigmentos na
sua composicdo, por exemplo amora, acai, ameixa, jabuticaba, jamboldo, cereja, figo,
framboesa, uva, mag¢d, morango e acerola, entre outras. Dessa forma, na producio de Fruit
beers, ¢ importante que seja avaliada a etapa mais adequada para a adicao destas frutas de modo
a maximizar a extragdo de compostos bioativos promovendo um aumento da capacidade
antioxidante da cerveja final, em equilibrio com as caracteristicas sensoriais, de cor, sabor e

aroma desejadas de modo a determinar a formulagdo ideal do produto final.
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6 CONCLUSAO

A polpa de amora-preta produzida apresentou um teor de compostos fenolicos totais em
um nivel de grandeza similar a outras frutas vermelhas ja estudadas e descritas na literatura,
mas em quantidades menores do que ja foi descrito para frutas do género Morus. De forma
similar, o teor de antocianinas monoméricas totais da polpa de amora-preta também apresentou
valores elevados, mas abaixo do que ¢ descrito na literatura para Morus nigra.

As cervejas produzidas se enquadraram no estilo Saison como descrito pelos guias BA
e BJCP, com excecao de extrapolarem, no limite superior do estilo, a densidade especifica final
da bebida. A cerveja com fruta apresentou teor alcoolico menor e coloragdo mais intensa do
que a cerveja controle, resultado da adicdo da polpa de amora-preta e incorporacao de
pigmentos da fruta na bebida final.

A cerveja com adicao de fruta apresentou um teor de compostos fenolicos maior do que
a cerveja controle, sem adicdo da fruta, assim como apresentou antocianinas em sua
composi¢ao, substancias que sao inexistentes na cerveja controle sem a adi¢ao da fruta. Esses
dois tipos de compostos estdo presentes em altas quantidades na polpa de amora-preta, o que
demonstra que essa fruta tem potencial para ser utilizada como fonte de compostos fendlicos e
antocianinas na produc¢do de cervejas. A adi¢dao de polpa de amora-preta a cerveja durante a
etapa de maturacao da bebida ndo acarretou um aumento significativo na atividade antioxidante
da cerveja produzida com a adi¢do de fruta em relacdo a cerveja controle.

Novos estudos com diferentes propor¢des de fruta em relagdo ao mosto base e
investigando em qual etapa do processo produtivo ha maior efetividade de extragdao de
compostos fendlicos e antocianinas da polpa de fruta para a cerveja sdo necessarios para
determinar a propor¢do de fruta e a etapa de adi¢do da fruta ideal durante o processo produtivo

de modo a potencializar o efeito sobre a atividade antioxidante da bebida final.
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