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RESUMO

SOUZA, Patrick Gomes de. Estudo do potencial biotecnolégico da
utilizacdo do rizoma de Zingiber zerumbet como adjunto na produgéo de
cerveja artesanal. 71f. Tese (Doutorado em Biotecnologia). Universidade
Federal do Amazonas: UFAM, 2015.

A producdo de cervejas artesanais tem se mostrado em ascensao nos ultimos
anos no Brasil. O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial
biotecnolégico da utilizacdo do rizoma de Zingiber zerumbet, o gengibre
amargo, como adjunto na producdo de cerveja artesanal. O experimento
consistiu na elaboracdo de uma cerveja artesanal de baixa fermentacao,
adicionada de rizoma de Z. zerumbet na forma de extrato e 6leo essencial. A
cerveja foi avaliada quanto as variaveis de resposta ao bioprocesso, anélises
microbiolégicas e caracterizacdo sensorial. Os rizomas apresentaram
caracteristicas que permitem sua utilizacdo como adjunto no processo
cervejeiro, como elevado teor de carboidratos de 75,79 g/100g e baixo teor de
lipidios de 4,65 g/100g. Com relacdo a qualidade fisico-quimica da cerveja
foram encontrados os seguintes atributos: cor de 10,03 EBC, amargor de 39,20
BU, gas carbbnico (CO;) de 0,38 % p/p, pH de 4,63, turvacdo de 2,67,
dicetonas de 0,31 mg.L™, teor alcodlico foi de 4,96 % viv e 0,53 mUA de
zerumbona que comprova que o composto foi preservado até o envase do
produto acabado, além de aumentar em cerca de 2,4 BU o amargor da bebida.
Quanto as variaveis de resposta do bioprocesso apresentou rendimento de
células (Yxs) de 0,322 g.g* e eficiéncia fermentativa (EF) de 88,45 %. Os
resultados microbiolégicos mostraram que o0 processo de pasteurizacdo
eliminou todos o0s microrganismos que surgiram ao longo do processo. A
cerveja apresentou aroma aparente caracteristico do gengibre amargo, leve
adstringéncia, amargor moderado com remanescéncia no final da lingua, cor
amarelo claro, espuma baixa e leve turvacdo caracteristica de cerveja
artesanal. Os resultados permitiram concluir que o0 gengibre amargo
proporcionou aumento de amargor da cerveja e possivelmente pode apresentar

propriedades nutracéuticas ou farmacolodgicas.

Palavras-chave: Zingiber zerumbet — Adjunto Cervejeiro — Cerveja Artesanal.
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ABSTRACT

SOUZA, Patrick Gomes. . Study of the biotechnological potential from
utilization of the Zingiber zerumbet's rhizome as adjunct on craft beer
production. 71p. Thesis (Doctorate in Biotechnology). Federal University of
Amazonas: UFAM, 2015.

The production of craft beer has become something in constant growth in the
recent years in Brazil. This study bring as objective to evaluate the
biotechnological potential from the utilization of the Zingiber zerumbet's
rhizome, The bitter ginger, as adjunct in craft beer production. The experiment
consisted on elaboration of a craft beer of low fermentation, adding Z.
zerumbet™ rhizome extract and essential oil. The beer was rated into several
criteria, including bioprocess response , microbiological analysis and sensorial
characterization. The rhizomes show characteristics that allow his utilization as
adjunct in the beer production process, With a high rate of carbohydrates of
75,79 g/100g and low lipids rate from 4,65 g/100g. In relation at the physical
and chemical qualities it was found the following attributes: color of 10,03 EBC,
bitter of 39,20 BU, carbonic gas (CO,) of 0,38 % p/p, pH of 4,63, turbidity of
2,67,diketones of 0,31 mg.L-1, alcoholic content was 4,96% v/v and 0,53 mUA
from zerumbona what proves that the compound was preserved until the bottle
phase of the final good, in additional it has increased the bitter of the beverage
in about 2,4 BU. In relation at response variations of the bioprocess it showed
yield of cells (Yxss) de 0,322 g.g-1 and fermenting efficiency (EF) of 88,45%.The
microbiological results has showed that the pasteurization process has
eliminated all the microorganisms that appeared on the process. The beer
presents scents from the ginger. Mild astringency, moderate bitter and it
remains lightly at tongue in the end. color dark yellow, low level of foam , and
light turbidity as common characteristic from craft beer. The results allow to
conclude that the bitter ginger has provided increase of the bitter , and probably

can present nultracelticals and pharmacological characteristics.

Keywords: Zingiber zerumbet — Adjunctal Beer Process — Craft Beer.
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1. Introducao/Justificativa



1. INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

A producgéo de cervejas artesanais tem se mostrado em ascensao nos
altimos anos no Brasil. Essas cervejas possuem caracteristicas que as
distinguem das cervejas industrializadas. As cervejas artesanais possuem
sabor e aroma mais pronunciados que sdo percebidas com mais facilidade pelo
consumidor no momento da sua apreciacdo. Por esse motivo atraem
consumidores mais exigentes em termos de qualidade sensorial.

O consumo de cervejas artesanais tem se popularizado de maneira
interessante, chegando a impactar na participacdo de mercado das marcas
industrializadas mais comuns no mercado. Devido a essa mudanca de
comportamento de uma parte significativa dos consumidores, as grandes
cervejarias tiveram que adotar medidas para aumentar sua venda. Nos ultimos
anos grupos como a Ambev e Brasil Kirin adquiriram microcervejarias e todos
seus maquinarios e comec¢aram a produzir cervejas artesanais.

As caracteristicas, provenientes dentre outros fatores, da utilizacdo de
variedades especificas de lapulo, malte e outras matérias-primas, justificam o
crescimento acentuado deste segmento (KEUKELEIRE, 2000). Diversas
universidades e institutos de pesquisa tém iniciado estudos com a utilizagéo de
novos adjuntos, como cerveja de banana (CARVALHO et al., 2007), cerveja de
arroz preto (ANDRADE, 2007) e cerveja com adjunto de pupunha (SOUZA,
2010), entre outros. A incorporacdo de extrato vegetal e especiarias que
substituam uma parte do Idpulo (Humulus Ilupulus,l) por outra fonte
complementar de amargor para cerveja € uma linha de pesquisa com poucos
estudos relacionados.

O lapulo é um ingrediente importado de paises frios, o que torna o
produto mais valorizado no mercado. Encontrar uma matéria-prima que forneca
a cerveja caracteristicas semelhantes constitui-se uma alternativa promissora
para os produtores de cerveja artesanal. A utilizacdo de gengibre amargor
despertou o interesse do presente estudo.

O Zingiber zerumbet (L.) Smith, popularmente conhecido como gengibre
amargo, € uma planta asiatica que foi introduzida na regido amazoénica.
Na Asia ¢ utiliza na medicina popular para o tratamento de inimeras doencas,

associada a efeitos hepatoprotetor, antitumorifero, citotéxico, antibacteriano



(NAG et al., 2013). Além dessas caracteristicas o gengibre apresenta sabor
amargo que pode torna-lo um vegetal substituto do lapulo.

A literatura mostra que alguns componentes isolados, como a
zerumbona e a humulona apresentam atividades antivirais, anti-inflamatéria,
antitumoral, antioxidante, antialérgica e antimicrobianas (BUCKER et al., 2013).
O que poderia tornar a cerveja ainda mais atrativa, com caracteristica de
amargor e possiveis tracos farmacoldgicos e nutracéuticos.

O presente trabalho tem como interesse o estudo do potencial
biotecnolégico do rizoma de Zingiber zerumbet L. Smith como adjunto na
producdo de cerveja artesanal, que serd uma opcdo para utilizacdo dessa
matéria-prima que além de possuir atributos farmacologicos, estd sendo
produzida no interior do Estado do Amazonas para atender futuras

necessidades de mercado.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Avaliar o potencial biotecnolégico do rizoma de Zingiber zerumbet

como adjunto na producao de cerveja artesanal.

2.2. Especificos
2.2.1. Caracterizar a composicao quimica do rizoma de gengibre amargo.

2.2.2. Elaborar cerveja artesanal por meio de processo fermentativo em

batelada com leveduras livres.

2.2.3. Realizar analise fitoquimica do 6leo essencial do gengibre e da cerveja
artesanal obtida.

2.2.4. Monitorar o processo fermentativo por meio de analises fisico-quimicas.

2.2.5. Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgica e sensorial da

cerveja artesanal, determinando o potencial do rizoma para essa finalidade.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Alimentos Funcionais

A saude e a qualidade de vida constituem, hoje, uma das preocupacdes
mais relevantes de alguns segmentos de consumidores. Esta preocupacao
esta associada basicamente a trés fatores: alimentac&o incorreta, sedentarismo
e estresse, que originam problemas de saude como a obesidade. O avanco do
conhecimento no campo da saude e a velocidade da difusdo do conhecimento
permitiram uma maior preocupacdo com a saude e a qualidade de vida
(OLIVEIRA; CARDOSO, 2010).

Diversos fatores estimulam o desenvolvimento de alimentos funcionais
ao longo dos ultimos anos, dentre os quais se destacam: o aumento da
expectativa de vida em paises desenvolvidos, o elevado custo dos servi¢cos de
salude, os avancos na tecnologia de alimentos e ingredientes, a necessidade
que as instituicdes publicas de pesquisa tém de divulgar os resultados de suas
investigacBes e a maior cobertura dada pelos diferentes tipos de midia a essas
descobertas e as questdes de saude (CASEMIRO; RAMOS, 2014).

Um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que o
mesmo pode afetar beneficamente uma ou mais func¢des alvo no corpo, além
de possuir os adequados efeitos nutricionais, de maneira que seja tanto
relevante para o bem-estar e a salde quanto para a reducédo do risco de uma
doenca (ROBERFROID, 2002; COLLA; MORAES, 2006). O gengibre amargo é
um vegetal que apresenta propriedades farmacolégicas que vem sendo
estudadas ao longo de varios anos (NAG et al., 2013).

3.2. Gengibre Amargo (Zingiber zerumbet)

O Zingiber zerumbet L. Smith (Figura 1) € uma planta asiatica
introduzida na regido Amazonica, que tem sido muito utilizada na medicina
popular asiatica para tratar uma série de doencas (BUCKER et al., 2013). No
Estado do Amazonas essa planta esta sendo cultivada na area rural do
municipio de Manaus, conhecida como Pau-Rosa.

Agricultores dessa regidao estdo ampliando a producédo para atender a
demanda de empresas localizadas na cidade de Manaus, como a Biozer. Essa
empresa dedica-se a produgcdo de cosméticos e farmacos produzidos a partir

do gengibre amargo.



Figura 1. Plantacdo de Zingiber zerumbet, na area rural do municipio de Manaus,
conhecida como Pau-Rosa, Manaus/AM.

Foto: Carlos Cleomir.

Extratos dos rizomas de gengibre amargo tém aplicacdes
farmacol6gicas com propriedades: antiinflamatoérias, quimiopreventivas,
quimioterapicas (MURAKAMI et al, 1999; HUANG et al.,, 2005), além de
atuarem como agentes anti HIV, antitumoriferos, citotoxico e antibacteriano
(MATTHES et al, 1980; DAI et al, 1997; FUJIMOTO et al, 1998). Alguns
compostos isolados a partir do 6leo essencial, tais como zerumbona, humuleno
e epoxi-zerumbona (Figura 2), possuem propriedades anti-inflamatoria,
antiviral, antitumoral, antioxidante e atividade antimicrobiana (ABDUL et al,
2008; YOB et al., 2011).
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a. Humuleno b. Zerumbona c. Ep6xi zerumbona

Figura 2. Principais componentes quimicos de Zingiber zerumbet.
Fonte: PINHEIRO (2005).



Estudo quimico-farmacolégico do extrato pentanico dos rizomas de
Zingiber zerumbet cultivados na india, revelou a presenca dos compostos
humuleno, zerumbona, epodxi-zerumbona, diferuoilmetano, kaempferol e
di-p-coumaroilmetano. Estes compostos apresentaram atividades citotoxicas “in
vitro” em cepas de células neoplasicas de figado de rato (DAI et al, 1997).

A espécie Zingiber zerumbet contém zerumbona, um componente
citotéxico usado na China para o tratamento do cancer. A erva é usada
medicinalmente, para enj6éo, nausea, indigestdo, colicas, resfriados, tosses,
gripes e problemas circulatérios periféricos (HUANG et al., 2005).

Na medicina chinesa, os rizomas de Zingiber zerumbet sdo utilizados
para tratamentos de tosses, resfriados, diarréia, vomitos e dor abdominal
associada ao resfriado (rizoma fresco), hemorragia uterina e sangue na urina
(rizoma fresco carbonizado); inchaco do abdémen e edema (casca do rizoma)
e perturbacgdes digestivas e bronquite cronica (rizoma seco). Os rizomas novos
e frescos (gengibre verde) sdo usados nas culindrias e consumidos crus,
preservados em xarope, e doces, também usados em molhos picantes,
pepinos em conserva, pratos de carnes, peixes, sopas (PINHEIRO, 2005).

A utilizacdo de derivados do gengibre amargo, como 0Oleo essencial e
extrato, consiste em uma excelente alternativa para utilizacdo dessa matéria-
prima, além de poder conferir aos produtos propriedades farmacoldgicas. Os
Oleos essenciais obtidos das por¢cdes da planta tém potencial para utilizacdo na
industria alimenticia e farmacéutica, por apresentarem componentes naturais
gue podem ser utilizados na preservacao de alimentos e por combater doencas
de origem microbiana (CIOLFI, 2010).

3.3. Cerveja
3.3.1. Historia

No Brasil, a cerveja possui grande participacdo no mercado de bebidas
alcodlicas, e o consumo de cerveja artesanal, em especial, vem crescendo ano
a ano com o objetivo de testar novas matérias-primas e inovac¢des de processo.
Ao longo dos anos a cerveja passou por uma serie de modificagdes, entre elas
a adicao do lupulo e a filtracdo da bebida, o que proporcionou seu sucesso
(SENAI, 1997).



A origem da cerveja é desconhecida. Nao se sabe ao certo quando ou
onde surgiram as primeiras cervejas. No entanto, acredita-se que sua origem
se deu na regido da Mesopotamia por volta de 6.000 anos a.C. Estudos tém
mostrado que a producdo de cerveja surgiu paralelamente ao cultivo de
cereais, como a cevada, o trigo e o centeio (KUNZE, 2009).

Documentos histéricos mostram que os sumérios produziam uma bebida
fermentada, obtida de cereais, que os deixava euféricos. Possivelmente, a
primeira cerveja surgiu a partir do momento em que a cevada, que era mantida
armazenada para consumo, entrou em contato com agua e, apos alguns dias,
deu origem a cerveja. H& evidéncias do consumo de cerveja por civilizacbes
como sumeérios, babilénios e egipcios, onde o consumo da bebida alcancava
toda a sociedade (DRAGONE; ALMEIDA E SILVA, 2010).

Na Suméria, cerca de 40% da producdo dos cereais era destinada as
cervejarias chamadas “casa de cerveja”, mantidas por mulheres (HAMPSON,
2014). A producdo da cerveja pelos sumérios, a exemplo dos egipcios, era
muito rudimentar.

No Egito, 0 processo cervejeiro passou a ser exercido por padeiros
devido a natureza da matéria-prima, como grdos de cereais e leveduras
(AMBEV, 2011). A cevada era deixada de molho até germinar e entdo moida
grosseiramente, moldada em bolos aos quais adicionava-se uma pequena
guantidade de agua. Os bolos, ap6s parcialmente assados e desfeitos, eram
colocados em jarra com agua e deixados fermentar. Os egipcios escreveram
as primeiras receitas de fabricacdo das cervejas (OLIVEIRA, 2011).

A cerveja também teve grande importancia nas civilizacbes assiria e
babilénica, sendo que os assirios tinham legislagdo a respeito, no codigo
Hamurabi (primeira legislagdo da humanidade) regulamentando a fabricacéo e
comercializagdo do produto. O registro mais antigo da humanidade, conhecido
como Monumento Blau (4.000 a.C.), possui uma imagem representativa de

uma cerveja sendo oferecida a deusa Nin-Harra (Figura 3).
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Figura 3. Monumento Blau (4.000 a.C.), possui uma imagem representativa de uma
cerveja sendo oferecida a deusa Nin-Harra.
Fonte: Heliotricity.com.

A bebida evoluiu durante o periodo grego e romano, apesar de ter tido
menor importancia quando comparada com o vinho. Ao contrario do vinho,
considerado a bebida dos deuses e consumido pelas classes sociais mais
abastadas, a cerveja era consumida pelas classes sociais menos favorecidas,
sendo muito apreciada em regides dominadas pelo império romano,
principalmente germano e gaulés. Por esse motivo 0s romanos as
consideravam despreziveis e tipicas de povos barbaros (MORADO, 2009).

Os romanos associavam a cerveja a deusa Ceres, deusa da agricultura
e da fertilidade. A partir dai surgiu a palavra “cerveja” originada da palavra
latina cervisia ou cerevisia. A palavra “cereal” também surgiu a partir do nome
da deusa Ceres (HAMPSON, 2014).

A cerveja era produzida utilizando-se uma pequena porgcdo de ervas
com objetivo de manté-la mais suave no sabor e aromatizada. Nesse momento,
varias espécies vegetais foram adicionadas a cerveja, entre elas a lavanda,
coentro, alecrim e cominho. Somente na idade média, o lupulo, considerado,
atualmente matéria-prima essencial para a producdo da cerveja foi
acrescentado a cerveja e a bebida passou a ser produzida em escalas maiores,
principalmente nos mosteiros (MORADO, 2009).

11



A Lei Alema “Reinheitsgebot”, aprovada em 1516 pelo Duque
Guilherme 1V, aprovou o0 que é conhecido hoje, como a lei mais antiga do
mundo sobre a manipulagdo de alimentos: a cerveja deve ser produzida
somente com cevada, lupulo e agua, sendo que, somente o lapulo poderia ser
utilizado para conferir o sabor amargo da cerveja produzida no pais.
Atualmente o lupulo é considerado, em nivel mundial, como uma matéria-prima
essencial para a producao de cerveja (DRAGONE et al., 2007).

Em Portugal, h& noticias da existéncia de uma fabrica de cerveja em
Lisboa de 1689, contudo, nessa época, a producdo de cerveja competia com a
producdo de vinhos, muito mais popular entre os portugueses. A partir dos
portugueses a cerveja chegou ao Brasil. Os primeiros documentos que fazem
referéncia da bebida no Pais datam do século XVII. No entanto, o habito de
consumir cerveja foi trazido por D. Jodo VI, no século XIX, durante a
permanéncia da familia real portuguesa no Brasil. Nessa época, a bebida
consumida era importada de paises europeus, sobretudo da Inglaterra
(HAMPSON, 2014).

O primeiro registro da producdo nacional de cerveja data do ano de
1836, no Rio de Janeiro, da Cervejaria Bohemia, com a marca Petropolis, na
cidade de mesmo nome (Figura 4). Mais tarde, em 1888, foi fundada na cidade
do Rio de Janeiro a “Manufatura de Cerveja Brahma Villigier e Cia.” e poucos
anos depois, em 1891 na cidade de S&o Paulo, a “Companhia Antartica
Paulista” (MORADO, 2009).
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Figura 4. Rétulos das primeiras cervejas brasileiras: Bohemia, Antarctica e Brahma.

Fonte: Ericksilveira.blogspot.com.br.
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Na Primeira Guerra Mundial, a importacéo de cervejas, principalmente
europeias, caiu muito, fazendo com que a produgéo nacional se mantivesse em
niveis bastante elevados. A partir dai o setor cervejeiro se consolidou no Pais,
tornando-se um negdcio em ligeira expansao. Atualmente, a cerveja é a bebida
alcoodlica mais consumida no Brasil. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento define o conceito e as diretrizes para producéo dessa bebida.

3.3.2. Legislacao

No Brasil a producdo e comercializagdo das cervejas sao
regulamentadas pelo Decreto N° 6871, de 04 de junho de 2009 que
regulamenta a Lei n°8.918 de 14 de Julho de 1994, que dispde sobre a
padronizacdo, a classificacdo, o registro, a inspecdo, a producdo e a
fiscalizacdo de bebidas e autoriza a criacdo da Comissédo Intersetorial de
bebidas e da outras providéncias (BRASIL, 2009).

De acordo com o artigo 36, do decreto citado, a cerveja pode ser

definida como:

“Cerveja é a bebida obtida pela fermentagdo alcodlica do mosto
cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel, por acao da

levedura, com adigdo de lapulo.”

O artigo 38 classifica as cervejas quanto ao extrato primitivo, cor, teor

alcodlico, teor de malte e ao tipo de fermentacéo.

| - Quanto ao extrato primitivo:

a) Cerveja leve, definida como sendo a cerveja cujo extrato primitivo €
maior ou igual a cinco por cento em peso e menor que dez e meio por cento
em peso;

b) Cerveja ou cerveja comum, definida como sendo a cerveja cujo extrato
primitivo € maior ou igual a dez e meio por cento em peso € menor que doze
por cento em peso;

c) Cerveja extra, definida como sendo a cerveja cujo extrato primitivo é
maior ou igual a doze por cento em peso e menor ou igual a quatorze por cento

em peso, ou
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d) Cerveja forte, definida como sendo a cerveja cujo extrato primitivo €

maior que quatorze por cento em peso.

Il - Quanto a cor:

a) Cerveja clara, a que tiver cor correspondente a menos de vinte
unidades EBC (European Brewery Convention);

b) Cerveja escura, a que tiver cor correspondente a vinte ou mais
unidades EBC (European Brewery Convention); ou

c) Cerveja colorida, a que, pela acdo de corantes naturais, apresentar

coloragéo diferente das definidas no padréo EBC.

Il - Quanto ao teor alcodlico:

a) Cerveja sem alcool, quando seu contetudo em alcool for menor ou igual
a meio por cento em volume, ndo sendo obrigatéria a declaracédo no rétulo do
conteudo alcodlico; ou

b) Cerveja com alcool, quando seu contetdo em alcool for superior a meio
por cento em volume, devendo obrigatoriamente constar no rétulo o percentual

de alcool em volume.

IV - Quanto a proporcdo de malte de cevada:

a) Cerveja de puro malte, aquela que possuir cem por cento de malte de
cevada, em peso, sobre o extrato primitivo, como fonte de acglcares;

b) Cerveja, aquela que possuir propor¢cdo de malte de cevada maior ou
igual a cinqlienta e cinco por cento em peso, sobre o extrato primitivo, como
fonte de agucares; ou

c) “Cerveja de ...”, seguida do nome do vegetal predominante, aquela que
possuir propor¢ao de malte de cevada maior que vinte por cento e menor que
cinglenta e cinco por cento, em peso, sobre o extrato primitivo, como fonte de

acucares;

V - Quanto a fermentacéao:
a) Baixa fermentacéao (lager); ou

b) Alta fermentacao (ale).
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3.4. Matérias-Primas Cervejeiras

As cervejas possuem como matérias-primas basicas a agua cervejeira,
malte de cevada e lUpulo e o processo de fermentacdo € conduzido pelas
leveduras cervejeiras. Outras matérias-primas podem substituir parte do malte

com o objetivo de diminuir custos ou adicionar novos sabor e aromas a cerveja.

3.4.1. Agua Cervejeira

A agua constitui cerca de 90% da cerveja, por isso é a matéria-prima
mais abundante desse produto. Para elaboracédo de cervejas, a agua deve ser
potavel, com as mesmas caracteristicas adotadas para o consumo humano,
atendendo as exigéncias fisicas, quimicas, organolépticas e microbioldgicas.
Entre os principais aspectos, a agua deve se apresentar incolor, isenta de
impurezas mecanicas e organicas, inodora, sabor neutro e deve apresentar pH
entre 6,5 e 8,0 (ALMEIDA e SILVA, 2005; ANDRADE et al., 2007).

A agua é a matéria-prima mais importante na fabricacdo de cerveja,
sendo as suas caracteristicas fisicas e quimicas de fundamental importancia
para a obtencédo de uma cerveja de boa qualidade (MADRID et al.,1996). A sua
importancia € tanta que ela € um dos fatores decisivos na escolha do local para
a instalacdo de uma cervejaria. Uma agua que necessite de muitas correcdes
da qualidade requer um tratamento especifico, que resulta no aumento do
custo do produto final (VENTURINI FILHO, 2000).

A contaminagdo da agua pode acontecer ao longo de sua distribuicao.
Entre os fatores que influenciam na contaminacdo podem ser citados: solidos
insollveis ou em suspensao, como: pedras, terras, argila; particulas de minério;
sélidos dissolvidos, como ferro, manganés e calcio; por gases, como oxigénio e
gas carbobnico; contaminantes bioldgicos ou quimicos como sanitizantes e
detergentes. A agua cervejeira deve estar livre de todas essas impurezas
(MORADO, 2009).

Os avancos na tecnologia de tratamento de &guas tornou possivel
adequar a composicdo da &gua para se enquadrar as necessidades do
processo de producédo da cerveja, como remoc¢cao de minerais, purificacdo e
desinfeccdo (OLIVEIRA, 2011).
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3.4.2. Cevada e Malte de Cevada

A cevada (Hordeum vulgare sp. Vulgare), pertencente a familia das
gramineas, é um cereal de inverno que ocupa a quinta posi¢cdo, em ordem de
importancia econdmica no mundo (NAKANO, 2000). A cevada apresenta
caracteristicas que permitiram o0 sucesso da sua utilizacdo no processo
cervejeiro, entre eles: relacdo amido/proteina, preservacdo da casca apos a
colheita, baixo teor de lipidios, variedade de enzimas e gelatinizacdo do amido.

Na elaboracdo de cerveja, a cevada utilizada € classificada de acordo
com as caracteristicas morfolégicas do grao e quanto ao numero de fileiras. A
cevada pode conter ramos de duas, quatro e seis fileiras de graos. A cevada
com duas fileiras apresenta graos maiores, com corpo farinhoso mais extenso
rico em amido, casca fina, cor mais clara e menor contetudo de enzimas. Todos
0S graos sao retos e simétricos e devido ao elevado teor de amido produz
malte com maior rendimento (OLIVEIRA, 2011).

A cevada com seis fileiras de grdos apresenta morfologia distorcida
(retorcida) devido aos graos laterais, que ndo tem espaco suficiente para um
crescimento simétrico, tem maior teor de proteinas do que a cevada de duas
fileiras e com isso maior quantidade de enzimas. Ideal para ser adicionado ao
adjunto como fonte de enzimas naturais (KUNZE, 2009). Anatomicamente, 0
grdo da cevada esta dividido em cinco partes principais: casca, embridao,

escutelo, aleurona e endosperma (Figura 5).

Endosperma

Escutelo
Aleurona

Embrido

Figura 5. Esquema morfolégico de um grao de malte em corte longitudinal.

Fonte: Google Images.
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O embrido é a parte viva do grdo. O embrido, quando em contato com a
adgua se nutre da reserva de amido (endosperma) formando radiculas e a
acrospira, dando origem a uma nova planta. Para que esses fenémenos
acontecam o grdo desenvolveu uma casca capaz de manter o grdo em
dorméncia sem expor o embrido (MOREDO, 2009).

No processo de metabolismo do grdo, o esculeto é responsavel pela
producdo de hormdnios que migram diretamente para a camada da aleurona.
Na aleurona as principais enzimas sdo produzidas para realizar a digestdo das
paredes celulares que possuem o amido no seu interior. As principais enzimas
sao proteases, amilases, glucanases e xilanases (AQUARONE et al., 2001).

A cevada antes de seguir para 0 processo cervejeiro € transformada
em malte de cevada pelas maltarias. O malte (Figura 6) é resultante do
processo artificial e controlado de germinacdo da cevada cervejeira (KUNZE,
2009). Na industria cervejeira sdo realizados testes que garantem a qualidade
dos grdos de malte, entre eles: teste do cha, parasitas vivos e aspecto
morfologico do grao (AMBEV, 2011).

Figura 6. Graos de malte de cevada maltados.

Foto: Patrick Souza.
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3.4.3. Lupulo

O lapulo é a inflorescéncia feminina da planta didica classificada como
Humulus lupulus. Juntamente com o malte, o lGpulo é responsavel por agregar
o sabor e aroma caracteristicos as cervejas. Os compostos ativos de aroma do
lUpulo estdo presentes nas glandulas das flores fémeas da planta e estas
geralmente apresentam de 4 a 5 cm de comprimento. O Ildpulo possui Oleos
essenciais (0,2-3%), B-acidos, também chamados lupulonas (1,5-9,5%) e
«-acidos (2,0-16,0%) (NOONAN, 1996), também chamados humulonas.

A planta macho possui sementes que diminuem a producdo de
lupulina, apresentando menor rendimento em compostos aromaticos e de
amargor. Por esse motivo apenas as plantas fémeas podem ser utilizadas para
producéo de cerveja (KUNZE, 2009).

A planta é uma trepadeira que atinge entre 6 e 8 metros de altura no
apice do seu crescimento e apresenta na base um rizoma. O rizoma é um
caule que cresce horizontalmente, geralmente subterraneo, que funciona como
orgao de reproducéo vegetativa ou assexuada. A planta mantém-se enraizada
no solo durante toda sua vida, necessitando de um suporte para manter-se
ereta e crescer em direcdo a luz abundante (MORADO, 2009).

Dependendo de caracteristicas botanicas da planta, o cone do ltpulo
pode variar gerando cones diferentes. Geneticamente as plantas podem
produzir mais compostos de amargor ou de aroma. O sabor caracteristico do
lpulo dentro da cerveja € essencial para o impacto organoléptico total da
cerveja, a estabilidade do sabor e a retencdo da espuma. Os lUpulos podem
ser classificados por diferentes critérios: procedéncia, aroma ou amargor e
variedade (KUNZE, 2009)

Os lupulos responsaveis pelo amargor da cerveja apresentam
substancias amargas que sédo a-acidos, que promovem o “frescor herbal“ da
cerveja e melhoram a estabilidade da espuma. Como o rendimento da reacao
de isomerizacdo é afetado pelo tempo e se deseja evaporar mais 0s 0Oleos
terpénicos indesejaveis, o lupulo de amargor deve ser colocado no inicio da
fervura (AMBEYV, 2011).

Os a-acidos séo isomerizados através de calor, produzindo os iso- a-
acidos, que sao constituidos principalmente por isohumulona, isocohumulona e

isoadhumulona. Em varios trabalhos, os iso-a-acidos tém sido relacionados
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com a intensidade do amargor em cervejas e 0s beta-acidos com o aroma,
entre eles o a-farneseno (HUGHES, 2000; KEUKELEIRE, 2000).

As estruturas basicas dos acidos estéo representadas na Figura 7. Estes
sdo considerados mais amargos que o0s acidos originais ndo isomerizados,
sendo responsaveis por mais de 70% do amargor detectado sensorialmente
em cerveja (TECHAKRIENGKRAIL et al., 2004).

\/
Alfa-acidos

Figura 7. Estrutura basica dos acidos do lapulo: alfa-acidos e beta-acidos.
Fonte: Kunze (2009).

Beta-acidos

Os lupulos responsaveis pelo aroma da cerveja apresentam compostos
gue podem conferir a bebida aroma citrico, herbal, floral, frutal, condimentado,
especiarias entre outros conhecidos como [-acidos; rico em Oleos
sesquiterpénicos, conferindo um aroma fino a cerveja. Os B-acidos contribuem
em menor intensidade para o amargor (TECHAKRIENGKRAIL et al., 2004).

Eles possuem acéo bactericida, agindo no transporte de metabdlitos na
membrana celular e alterando o pH intracelular (SIMPSON; SMITH, 1992), e
uma pronunciada acao bacteriostatica sobre Gram-positivas parece estar
relacionada a interferéncia do grupo prenil, presente nas cadeias laterais dos [3-
acidos, sobre a membrana plasmética das células, inibindo fortemente o seu
crescimento (KEUKELEIRE, 2000).

As antigas cervejarias dosavam o proprio cone do lUpulo no mosto
cervejeiro, ndo havendo processo de extracdo e concentragdo dos compostos
de interesse. Nesse caso, a dosagem exigia uma quantidade maior de cones

para obtencéo das caracteristicas dessa matéria-prima para o mosto.
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Natural das zonas temperadas do Hemisfério Norte, o Idpulo é
comercializado na forma de flores prensadas, po, extrato, e principalmente na
forma de “pellets” (Figura 8) feitos a partir das flores ndo polinizadas que tém
maior concentracao de substancias aromaticas. Os paises mais importantes no
cultivo de lupulo sédo: Alemanha, Estados Unidos, Republica Tcheca, China e
Ucrania (HAMPSON, 2014).

Figura 8. Pelletes de Ilupulo.

Fonte: Hominilupulo.com.br.

3.4.4. Levedura Cervejeira

Dentre os parametros que definem a qualidade das cervejas, as
leveduras utilizadas no processo fermentativo sdo de grande importancia. As
leveduras sédo fungos que se apresentam predominantemente na forma
unicelular e se reproduzem assexuadamente por gemulagdo ou brotamento
(ALMEIDA e SILVA, 2005).

As leveduras possuem a habilidade de metabolizar eficientemente os
constituintes do mosto que é um caldo resultante da mistura fervida de malte e
agua, rico em acucares fermentaveis. Esse caldo é filtrado para receber o
ltpulo e o fermento, sendo transformado em &lcool e gas carbbnico, a fim de
produzir uma cerveja com qualidade e estabilidade sensorial satisfatéria
(CARVALHO et al., 2006). As leveduras mais utilizadas em cervejaria sao de
duas espécies do género Saccharomyces: Saccharomyces cerevisiae (alta
fermentacédo) e Saccharomyces uvarum (baixa fermentacao).
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As células de leveduras podem ser esféricas, ovais ou elipticas
podendo ainda apresentar-se bastante alargadas, ndo possuem flagelo e, em
consequéncia disso, sdo imoéveis. Possuem capacidade de esporulagéo,
importante para manter a viabilidade das espécies durante as variagdes do
meio ambiente. Sdo constituidas por agua, 68% a 83%, substancias
nitrogenadas, carboidratos, lipidios, vitaminas (KUNZE, 2009).

O tempo maximo de armazenamento € determinado em funcdo da
viabilidade e da vitalidade das células. A viabilidade é uma anélise que avalia a
capacidade de fermentacdo das células vivas e a vitalidade verifica a
quantidade de células que estdo vivas. Quanto maior o teor de células vivas
(acima de 90 %) melhor sera conduzido o processo de fermentacéo, ou seja, a
cerveja apresentara caracteristicas sensoriais agradaveis e fermentara o mais
breve possivel. As leveduras podem ser reutilizadas em fermentactes
posteriores desde que apresentem caracteristicas de viabilidade e vitalidade
dentro do esperado (AMBEV, 2011).

3.4.5. Adjuntos do Processo Cervejeiro

A legislacéo brasileira permite a utilizacdo de matérias-primas ricas em
carboidrato para substituir uma parte do malte de cevada no processo
cervejeiro. Essa matéria-prima é chamada de adjunto (BRASIL, 2009). As
grandes cervejarias utilizam varios adjuntos com o objetivo de minimizar custos
e muitas vezes de atribuir caracteristicas sensoriais a cerveja.

A utlizagdo do adjunto pode influenciar no teor de proteinas e
aminoacidos disponiveis no mosto, na formacdo de substancias corantes,
aroma, teor em glucanos, teor em lipidios e até mesmo na fermentabilidade dos
acucares obtidos dos adjuntos (AMBEV, 2011). Por esses motivos, o adjunto
deve ser cuidadosamente incorporado nas receitas cervejeiras.

As principais fontes de carboidratos utilizadas na industria como adjunto
sao o arroz, milho, cevada ndo-maltada, sorgo e trigo entre outros. Antes de
serem incorporadas no processo cervejeiro essas matérias-primas passam por
tratamentos especificos para facilitar a armazenagem e o processo dentro da
cervejaria. As formas de emprego de adjunto mais utilizadas sado o gritz, a

farinha e os xaropes concentrados (MORADO, 2009).
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Ao selecionar os adjuntos a serem utilizados na cervejaria, 0s
cervejeiros devem considerar alguns aspectos, como o estilo de cerveja
desejado, a capacidade dos equipamentos envolvidos, 0s nutrientes essenciais
para a levedura e a capacidade de armazenagem. Os adjuntos devem ser ricos
em carboidratos e ter baixa concentracdo de proteinas e lipidios. Além disso,
0s custos, a disponibilidade de estocagem e de dosagem também sao fatores
essenciais.

Novos adjuntos tém sido empregados na producdo de cervejas, como:
arroz preto, na forma de cereal inteiro; farinha de pupunha (fruto amazénico),
na forma de farinha; beterraba; banana entre outros. Esses adjuntos tém sido
empregados em estudos cientificos em universidades brasileiras mostrando

resultados promissores para a industria cervejeira (SOUZA, 2010).

3.5. Cerveja Artesanal e o Mercado Cervejeiro

A cultura da valorizacdo da qualidade da cerveja estd aumentando com
0 surgimento de novas cervejas fabricadas de modo artesanal. Estas bebidas
possuem atributos de diferenciacdo muito especificos quando comparadas as
cervejas mainstream. S&o cervejas que oferecem um arsenal de aromas e
sabores ao consumidor. Esse diferencial vem aumentando o consumo das
cervejas artesanais no Brasil (RODRIGUES, 2010).

A influéncia da imigracdo alema, principalmente nos Estados do Sul do
Brasil, fez com que as cidades dessa regido mantivessem algumas tradi¢coes
dessas familias. A fabricacdo das cervejas artesanais contribui para o
fortalecimento do turismo e cultura da regido (CLUBBER, 2015). Outras
cervejarias artesanais surgem e ganham destaque, como consequéncia do
crescimento deste mercado (SOUZA; LANG, 2014).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

As cervejas séo constituidas em sua maior parte por 4gua, com cerca de
90 % da sua composicao, os demais ingredientes sdo malte de cevada, lUpulo
e levedura cervejeira. No presente trabalho foram utilizadas como matérias-
primas: agua cervejeira, malte de cevada, ldpulo amargor, lipulo aromético,
extrato e Oleo essencial do rizoma de Zingiber zerumbet e leveduras

cervejeiras.

a) Agua Cervejeira

A 4gua cervejeira deve conter caracteristicas da agua potavel, ou seja,
inodora, incolor, sem sabor. Para realizacdo desse trabalho foi utilizada agua
obtida de poco artesiano distribuida no Campus do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia (INPA).

b) Malte de Cevada
O malte utilizado foi malte claro Agromalte de origem comercial; foi
armazenado em local livre de umidade até o momento do uso, quando foi

triturado com moinho de gréos e adicionado na agua.

c) Lupulo
Foram utilizados os lupulos amargo e aromatico na forma de pelletes

comercial adquiridos pelo site cervejando.com.br.

d) Gengibre Amargo

O material botanico Z. zerumbet foi coletado no horto da Coordenacéo
de Pesquisas de Produtos Naturais (CPPN), sua identificacdo foi realizada no
Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amzénia (INPA) pelo Prof. Dr.
Paul Maas (Departamento of Plant Ecology and Evolucionary Biology),

depositada no herbario sob o nimero de exsicata n. 186913.

e) Leveduras
Foi utilizada levedura Saccharomyces cerevisiae, tipo Safale US-05, da

marca Fermentis, comercial, especifica para cerveja do tipo Ale, ou seja, para

24



fermentacdo conduzida em temperatura ambiente com floculacdo da levedura

ao término desse processo.

4.2. Delineamento Experimental

O experimento consistiu na elaboracédo de uma cerveja artesanal de alta
fermentacdo, adicionada de extrato e 6leo essencial de gengibre amargo,
Zingiber zerumbet, conforme Figura 9.

A cerveja foi preparada com extrato aparente similar as cervejas ja
comercializadas no mercado local para que o consumidor possa ter a mesma
aceitacao do produto.

O rizoma foi adicionado na cerveja na forma de extrato e éleo essencial.
O extrato do rizoma, que contém partes solidas, foi adicionado na brassagem
antes da etapa de filtracdo e 6leo essencial foi utilizado na etapa de maturacéo,
apos a retirada das leveduras.

O processo de adicdo de insumos e matérias-primas apos a
fermentacao € ideal para evitar que a eficiéncia fermentativa das leveduras seja

afetada.
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Figura 9. Delineamento experimental com as etapas resumidas do processo de

producdo da cerveja artesanal com gengibre amargo.



4.3. Processamento do Rizoma de Gengibre Amargo

Os rizomas do Zingiber zerumbet foram levados ao Laboratério Tematico
de Quimica e Produtos Naturais (LTQPN), do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazoénia (INPA). O gengibre foi selecionado quanto ao grau de injurias,
lavado em agua corrente e seco. O rizoma foi avaliado quanto a morfologia e
coloragdo por método visual direto.

O rizoma foi seco por um periodo de 72 horas, a temperatura ambiente,
pesado em balanca semi analitica, cortado em pequenas fatias e processados
in natura em um extrator de sucos, modelo HIE60SA. Em seguida, foi extraido
0 6leo essencial por meio de hidrodestilacdo do bagaco que foi isolado e
analisado. Essas duas matérias-primas foram utilizadas na elaboracdo da

cerveja artesanal, em diferentes etapas do processo.

4.3.1. Extracdo do Oleo Essencial por Hidrodestilagdo

A extracdo do dleo essencial do rizoma foi realizada pelo método de
hidrodestilacdo, em aparelho de Clevenger (Figura 10), acoplado em um baldo
de 2000 mL. O Zingiber em pé foi adicionado de agua, na propor¢cdo de
0,5 kg/L e levado a manta aquecedora. A extracdo foi feita durante 6h,
contadas a partir da ebulicdo. O 6leo foi coletado (Figura 9) no condensador, o
sistema protegido da luz com auxilio de um papel aluminio e foi armazenado

em frasco de cor ambar e congelado até momento do uso (AOAC, 2008).

A

Figura 10. Em (A) processo de hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger. Em (B) o
Oleo essencial extraido do rizoma.

Fotos: Patrick Souza.
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4.3.2. Calculo do Rendimento do Oleo Essencial

O rendimento foi determinado pela relacdo massa/massa e relacao
volume/massa. As massas dos Oleos essenciais foram determinadas em
balanca analitica, seus valores comparados as respectivas massas do
Z. zerumbet em po6 utilizado e os volumes foram determinados pela leitura no
aparelho de Clevenger (TALLON-NETTO, 2004).

4.3.3. Andlises Fitoquimicas do Oleo Essencial e da Cerveja Artesanal

Foram realizadas no Laboratério de Farmacologia e Produtos Naturais
do INPA as andlises dos compostos organicos presentes no 6leo do rizoma de
Z. zerumbet e na Cerveja Artesanal pela triagem fitoquimica. Os testes
realizados tiveram valor qualitativo para os metabdlitos secundarios (MATOS,
2009).

a) Esteroides, Terpenoides e Triterpenoides

Uma amostra de 2 mL foi misturado com 2 mL de cloroféormio. A solucéo
de cloroférmio foi filtrada em algoddo com decigrama de Na,SO,4 anidro, antes
de ser misturada ao extrato. Foi adicionado 1 mL de anidro acético, agitado
suavemente e acrescentado de trés gotas de H,SO, concentrado. Apds suave
agitacao, os tubos foram deixados em descanso para observacao da coloracao
indicativa de esteroides (azul) e triterpenoides (verde). Conforme a Reacédo de
Lieberman-Burchard (MATOS, 2009).

b) Taninos

Uma amostra de 2 mL foi adicionada de trés gotas de solucdo alcodlica
de FeCl;, em seguida foi homogeneizada e colocada em descanso. A presenga
de precipitado azul indica que a amostra apresenta taninos hidrolisaveis e a

coloracéo verde indica taninos condensados (MATOS, 2009).

c) Saponinas
Um amostra de 2 mL foi adicionado 2 mL de cloroférmio e 5 mL de agua
destilada, a mistura filtrada. Em seguida, a solugéo foi agitada por 3 minutos. A

presenca de espuma é um indicador de saponinas (MATOS, 2009).
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d) Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Neste teste foram utilizados tubos de ensaio e um deles foi acidulado a
pH 3, outro alcalinizado a pH 8,5 e o terceiro a pH 11. Foram observadas
mudancas da coloracdo do material quando na presenca dos compostos
(MATQOS, 2009).

e) Cromatografia Gasosa do Oleo Essencial

Para preparo da amostra foi injetada no cromatografo gasoso, acoplado
a espectrobmetro de massas, 1 pL de amostra diluido em 1 mL de
diclorometano. O equipamento utilizado foi um cromatdégrafo SHIMADZU,
modelo QP2010MS. Para leitura do espectro de massas foi utilizado modo
scan (40-600 m/z) e a coluna capilar (30 m de comprimento com 0,25 d.i. e
0,25 uL de filme) com uma fase estacionaria composta de 5% de fenil-metil

polisiloxano.

4.3.4. Andlises Fisico-Quimicas do Rizoma
a) Umidade

A andlise de umidade foi realizada por gravimetria de acordo com as
Normas Analiticas do Instituto Adolpho Lutz — IAL (2008). A andlise foi
realizada pesando-se um grama de amostra em capsulas de aluminio
previamente secas e pesadas. Em seguida, as capsulas contendo amostra
foram colocadas em estufa, com circulacdo de ar forcada, a 105°C até peso
constante. Os resultados obtidos foram expressos em g.100g™” de matéria

integral.
L Onde:
MS (g.100g™) = Pmi - Pms . 100 e MS (g.100g™) = Matéria seca
e P (9) = Peso do extrato
P e Py () = Peso do extrato

desidratato

Umidade (g.100g™) = 100 % - MS
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b) Cinzas

O teor de cinzas foi determinado por gravimetria, de acordo com IAL
(2008). Dois gramas de amostra foram pesadas, em cadinho previamente
calcinado e com peso conhecido. A amostra foi incinerada em mufla a 550 °C,
resfriada em dessecador e novamente submetida a pesagem. Os resultados

foram expressos em g.100g™ de cinza.

Onde:
Cinza (9.100g") = _P_.100 e P (g) = cinza, ou amostra final
A ¢ A (g) = amostra inicial

c) Lipidios

O teor de lipidios foi determinado por gravimetria, de acordo com 0s
métodos do IAL (2008). Trés gramas de amostra de extrato foram transferidas
para um cartucho de papel filtro previamente pesado. Em seguida, o cartucho
foi posicionado no aparelho Soxhlet para extracao dos lipidios.

O processo foi realizado em aproximadamente 24 horas, sob sucessivas
lavagens da amostra para arraste de lipidios. Por fim, a amostra foi drenada
para um baldo de fundo chato previamente seco e de peso conhecido e foi
levada ao banho Maria para evaporacdo do éter e, em seguida, colocada em
estufa a 105 °C até peso constante. O resultado foi expresso em g.100g™ de
lipidio.

Onde:

Lipidios (g.100g™") = P_ . 100 e P (g) = lipidio, ou amostra final

A e A (g) = amostra inicial

d) Fibra Total

O teor de fibra total foi determinado por gravimetria, conforme descricéo
do IAL (2008). Uma amostra de 0,5 g de extrato seco e desengordurado foi
tratada com acido e base e, em seguida, filtrada em cadinho de Gooch com

auxilio de bomba a vacuo.



A amostra foi submetida a sucessivas lavagens, com agua destilada a
temperatura de 80+1°C, até a neutralidade da amostra. ApGs esta etapa a
amostra foi para a estufa, com circulacdo de ar forcada, a temperatura de 105

°C, até peso constante. O resultado foi expresso em g.100g™ de fibra total.

Onde:
e P (g) =fibra, ou amostra final
¢ A (g) = amostra inicial

Fibras Totais (g.100gY)= P . 100

A

e) Proteinas

O teor de proteinas foi determinado a partir da matéria seca, pelo
método Micro-Kjeldahl, segundo metodologia do IAL (2008). Foram pesados
0,5 g da amostra em papel vegetal, que foi depositado em um tubo de ensaio
proprio para elevadas temperaturas. Foram adicionados 5 mL de acido
sulfarico concentrado, 300 mg de sulfato de potassio e 300 mg de sulfato de
cobre. Os tubos foram posicionados em um bloco digestor até total digestéo,
observada pela coloragcéo esverdeada translicida da amostra.

Neste processo, a temperatura inicial foi de 50 °C, sendo elevada até
350 °C. Em seguida, foi realizada a destilacdo em aparelho Kjeldahl com o uso
de 15 mL de NaOH 50%. O material destilado foi coletado (cerca de 75 mL) em
um erlenmeyer contendo 15 mL de &cido boérico e 3 gotas da solucao
indicadora e submetido a titulagdo com HCI 0,02 mol/L. Os resultados foram
expressos em g.100g™ de proteina total.

Protefna (9.100g) = VOhci - Mhoi - 14 . F . 100

P

Onde:
e Vguc (ML) = volume gasto de HCI
¢ Myc (molaridade) = molaridade do &cido cloridrico
e [ =fator de correcéo do acido

e P (g)=peso da amostra
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f) Carboidratos

A leitura dos carboidratos foi realizada de acordo com IAL (2008). O
resultado foi calculado por diferenca a partir da soma dos resultados de cinzas,
fibras, lipidios, proteinas e umidade, subtraidos de 100. O resultado foi

expresso em g.100g™.

g) Valor Energético

A metodologia seguida para determinacdo do valor energético foi a
descrita por DE ANGELIS (1977). O valor calérico foi calculado utilizando-se os
seguintes fatores de conversdo de Atwater: 9 Kcal por um g de lipidios, 4 Kcal
por g de proteinas e 4 Kcal por g de carboidratos. Os resultados foram

expressos em kcal.100g™ de matéria integral.

h) Potencial Hidrogenidnico (pH)

As andlises foram realizadas por leitura direta em pHmétro conforme a
metodologia descrita pelo IAL (2008). Foram pesados 10 g de amostra sélida do
extrato que foi diluido em 10 mL de agua destilada. O resultado foi expresso em

numero inteiro seguido da sigla pH.

4.3.5. Andalises Quimicas de Minerais do Rizoma

O rizoma foi analisado quando a presenca de metais, por meio do ensaio
de varredura dos minerais existentes na amostra, pela técnica de
Espectrometria de Raio-X. Para realizagdo da analise foi utilizado o método de
Screening no equipamento de Raio-X de Fluorescéncia, marca SHIMADZU,
modelo EDX720.

4.4. Analises do Malte de Cevada
a) Presenca de Parasitas

O malte de cevada foi avaliado quanto a presenca de parasitas vivos, que
podem infestar essa matéria-prima, prejudicando o rendimento do grdo e
obtencdo da mesma densidade do mosto em processo de repetitividade. Uma
amostra de 500 g foi avaliada para identificacdo de parasitas, através de analise

visual simples com auxilio de uma lupa (KUNZE, 2009).
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b) Teste do Cha

Uma amostra de 100 g do malte de cevada foi acondicionada em um
Erlemmeyer de 500 mL, ao qual foi adicionado 250 mL de agua quente, sendo a
vidraria fechada. Ap6s uma hora de contato da agua quente com o malte de
cevada, o aroma da solucao foi avaliado na saida do recipiente. Odores de graxa,
0leo, mofo e metalico, sdo alguns exemplos que podem reprovar a amostra,

impedindo sua utilizagdo no processo cervejeiro (KUNZE, 2009).

c) Analise Morfolégica do grao de Malte

Uma amostra de 100 g de cada malte foi avaliada com auxilio de uma lupa
por meio de andlise visual para identificacdo de grdos consumidos por parasita,
sendo que machas coloridas podem ser um indicador da presenca de
microrganismos deteriorantes ou excesso de radiculas que pode implicar no

rendimento do grdo em amido disponivel (KUNZE, 2009).

4.5. Elaboracédo do Mosto Cervejeiro
4.5.1. Moagem do Malte de Cevada

O processo de elaboragéo da cerveja iniciou com a moagem do malte,
mostura e filtracdo para remocdo do bagaco. Em seguida o mosto foi
adicionado de Iupulo e levado a coccéo e entdo resfriado. A moagem dos graos
de malte de cevada iniciou com a maceracao dos grdos com a finalidade de
obter um substrato com maior area de superficie exposta, preservando a
integridade do tegumento (popularmente conhecido como casca), aumentando
assim, a hidrolise do amido durante a mosturacao (ALMEIDA E SILVA, 2005).

4.5.2. Mosturacao e Filtracdo do Mosto

O malte moido e o extrato do rizoma foram acrescidos de agua na
proporcdo de 4:1 e, em seguida, foram submetidos & mosturagdo. Esse
processo envolveu uma rampa de temperaturas em funcdo do tempo, com o
objetivo de hidrolisar moléculas de proteinas e carboidratos. Esse processo
aconteceu de forma sequencial para evitar choque térmico das enzimas do
malte. Dessa forma a temperatura 6tima das principais enzimas foi atingida
durante a mostura (CARVALHO et al, 2007).
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Ao final do processo de mostura a temperatura foi elevada a 78 ° C
para desnaturacdo dos principais grupos de enzimas. Ao sair da mostura a
solucéo foi filtrada para remocao da parte sélida, o bagaco. Esse processo é
conhecido como extracdo de mosto primario. O bagaco retido na filtracao foi
lavado com agua quente (80 °C), para o total arraste e diluicdo apropriada de
acucares fermentesciveis, constituindo no mosto secundéario. O bagaco
residual € descartado e pode ser utilizado como adubo ou ragdo animal
(CARVALHO et al, 2007).

O mosto filtrado, constituido pelo mosto primario e secundario, foi
levado para o cozinhador onde foi submetido a coccao (100 °C) por 90 minutos.
Durante esta etapa foi adicionado o IUpulo amargor em pellets, que contém
substancias que, sob altas temperaturas, sofrem transformacdes quimicas e

conferem a cerveja o sabor e aroma caracteristicos (KUNZE, 2009).

4.5.3. Cozimento e Resfriamento do Mosto

O cozimento promove a esterilizacdo, a coagulacdo de proteinas e a
remocado de compostos volateis indesejaveis do mosto. ApOs esta etapa o
mosto foi induzido a decantagdo, processo que ocorre dentro do préprio
cozinhador sem aquecimento, para retirada de trub, uma mistura de proteinas
coaguladas. Apds a decantacdo, o mosto foi resfriado com auxilio de uma
serpentina de inox, chegando a temperatura de 15+1 °C e inoculado com

leveduras cervejeiras (SENAI, 1997).

4.6. Fermentacao da Cerveja
4.6.1. Inoculacao do Fermento e Fermentacao

O processo de fermentacdo foi iniciado apos a inoculacdo das
leveduras no mosto na proporcéo de 0,15 g.L ™. Durante a transferéncia para os
tanques o mosto foi aerado para ativar a via respiratoria das leveduras,
essencial para o processo de multiplicacdo celular. Nessa fase, as leveduras
consomem o0s acgUcares fermentesciveis para produzirem etanol (C,HsOH) e
diéxido de carbono (CO,) e também alguns ésteres, acidos e alcodis superiores

que atribuem propriedades organolépticas a cerveja (SOUZA, 2010).
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A fermentacédo foi conduzida a 15 °C, até atingir a reducdo do extrato a
niveis constantes e fim da producdo de gés carbdnico. Em seguida, uma
massa de leveduras ficou depositada na parte inferior do tanque de
fermentacdo. A cerveja foi trasfegada para outro tanque com a finalidade de
realizar a separacdao fisica das leveduras que foram analisadas quanto ao teor
de células vivas e descartadas (KUNZE, 2009).

4.6.2. Monitoramento dos Processos Fermentativos
Durante o processo fermentativo da cerveja foram coletadas aliquotas

a cada 24 horas para as seguintes avaliacoes:

a) Extrato Original, Extrato Aparente, Fermentabilidade e Teor Alcodlico.

As andlises foram realizadas conforme a metodologia de European
Brewery Convention - EBC (1987), utilizando aparelho Beer Analyser,
especifico para leitura de cerveja, um equipamento multiparamétrico com
leitura por meio de espectrofotometria.

Uma amostra de 200 mL de cerveja foi descarbonatada por agitacdo, em
Erlemmeyer até completa eliminacdo dos gases presentes na cerveja e com
auxilio de uma seringa, 10 mL de cerveja foram injetados no aparelho Beer
Analyser 1l. Os resultados foram expressos em grau plato (°P) de extrato
original e extrato aparente, percentual (%) para leitura da fermentabilidade e

percentual de volume por volume (% v.v) de teor alcodlico.

b) Temperatura
Um Erlemmeyer com glicerina que foi colocado nho mesmo ambiente da
bebida e a temperatura da glicerina foi avaliada com auxilio de um termémetro

para evitar contato direto com o produto.

4.6.3. Contagem de Células Vivas

A quantificacdo do numero de células vivas foi realizada a partir de
uma amostra de 10 mL de leveduras foi adicionada de azul de metileno, sendo
classificadas como viaveis as células que ndo absorveram o corante. Atravées
da contagem realizada em uma camara de Neubauer (MORAES; ALVES,
1986).
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4.7. Maturacéo, Filtracdo e Obtencédo da Cerveja
4.7.1. Maturagao e Filtragéo

ApOs a retirada das leveduras a cerveja fermentada foi adicionada de
Oleo essencial de rizoma de gengibre amargo. O processo de maturacdo foi
conduzido a 0 °C por 10 dias. Apés esta etapa, as bebidas foram filtradas com

terra infuséria diatoméacea.

4.7.2. Envase

As garrafas de vidro utilizadas para envasar a cerveja foram lavadas
com agua corrente, escovadas manualmente e colocadas em solugdo com
2,5% de hidroxido de sédio a 85 °C para limpeza interna, para remoc¢ado de
carga organica. Em seguida, passaram por sucessivas lavagens em agua
destilada e seca em estufa.

O envase foi realizado com auxilio de uma provadeira pela lateral da
garrafa, apds enchimento as garrafas foram lacradas com rolha metalica
comercial e submetidas a pasteurizacdo a 65°C, por 30 minutos, em banho
Maria. As cervejas foram caracterizadas quanto a sua composicdo fisico-

quimica, microbioldgica e sensorial.

4.8. Caracterizacédo Fisico-Quimica, Microbiolégica e Sensorial da Cerveja

4.8.1. Caracterizacédo Fisico-quimica

a) Potencial Hidrogenidnico (pH)
As analises do potencial hidrogenidnico das cervejas foram realizadas por
leitura direta em pHmétro conforme a metodologia descrita pelo IAL (2008), de

acordo com o item 4.3.1h.

b) Extrato aparente, extrato real, fermentabilidade e teor alcodlico

As analises foram realizadas conforme descrito no item 4.6.2a.

c) Dicetonas totais

A analise foi realizada conforme metodologia da EBC (1987). Foi
realizada a partir da destilagdo de uma solugcéo contendo 100 mL de cerveja e
de 25 mL de agua destilada. Foram coletados 24 mL da amostra destilada que,
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em seguida, foi transferida para um baldo de 25 mL e avolumada com agua
destilada.

A partir desta solugdo, foram pipetados 10 mL de amostra em um tubo
de ensaio que foi acrescido de 0,5 mL de solugcédo de orto-fenilidiamina. Apos
repouso de 35 minutos foram adicionados 2 mL de HCI 4 M, seguido de
homogeneizagdo. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro, a um

comprimento de onda de 335 nm. Os resultados foram expressos em ppm.

DT = A335 x 2,4 x f Onde: _ _
¢ DT = Dicetonas totais (ppb).

e A335 = Absorbancia da amostra a

DTizp= DT x12 335 nm.

e f = Fator determinado através da

EP calibragéo do espectrofotometro.
e DTy, = Dicetonas totais a 12°P
e EP = Extrato primitivo.

d) Amargor

A analise foi realizada conforme metodologia da EBC (1987). Uma gota
de alcool 1-octilico foi gotejada em uma proveta e, em seguida, misturada com
10 mL de cerveja. Essa mistura foi transferida para um erlenmeyer de 125 mL
com rolha, contendo uma tira plastica e 3 pérolas de vidro com a finalidade de
manter o processo bifasico.

Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de HClI 6 M e 20 mL de isoctano,
apos ser tampado, foi realizada a agitacéo por 20 minutos em agitador orbital, a
180 rpm, sendo este processo facilitado pelas pérolas de vidro adicionadas a
mistura anteriormente. Em seguida, a fracdo superior (limpida) da solucao
bifasica foi transferida para um tubo de ensaio com tampa rosqueada. A leitura

da amostra foi realizada em espectrofotdmetro a 275 nm.

Onde:
Am = A275 x f x 57 e Am = Amargor (BU)
e A275 = Absorbancia da amostra a
275 nm.

Amipp= Amx 12 e f = Fator determinado através da

calibragédo do espectrofotémetro.
e Amg,» = Amargor a 12°P
e MB = Mosto basico.

EP
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e) Cor

A determinagcédo da cor da cerveja foi realizada por espectrofotometria
seguindo o método da EBC (1987). A absor¢cdo de luz € medida num
comprimento de onda de 430nm. O método requer que as amostras analisadas
sejam filtradas e que apresentem turbidez inferior a 1 EBC. Uma amostra de
400 mL de cerveja foi descarbonatada e filtrada com terra diatomacea infuséria,
a partir do filtrado foi realizada a leitura.

Onde:

e Cor=Cor (EBC)

e A430 = Absorbancia da amostra a
C =A430x fl xf2 x 25 430 nm.

e f1 = Fator de diluicdo da amostra.
o f2 = Fator do espectrofotbmetro a
430 nm.

f) Turvagédo em 24h

A andlise foi realizada conforme a metodologia da EBC (1987). Uma
amostra de 100 mL de cerveja foi colocada em banho de alcool a 0 °C por um
periodo de 24 horas. Em seguida, foi retirada do banho e foi realizada a leitura

em aparelho turbidimetro. Os resultados foram expressos em EBC.

Onde:
T=Lxf e T =Turvacdo (EBC)
e f = Fator de -calibracdo do

turbidimetro

4.8.2. Variaveis de Resposta do Bioprocesso

As variaveis de respostas do bioprocesso foram: fator de rendimento de
producdo de etanol (Ypss), fator de rendimento substrato em células (Yys),
produtividade volumétrica (Qp), taxa especifica de crescimento celular (ux) e
eficiéncia fermentativa (EF).

a) Fator de Rendimento Substrato em Produto (Yp/s)
O fator de rendimento de producéo de etanol foi calculado pela relagéao
entre gramas de etanol produzido e aclcares totais consumidos (ge gs™).

Através da relacdo entre a concentragdo do produto final pela diferenca da



concentracdo do substrato inicial e concentracdo do substrato final. O resultado

foi expresso em g.L™. O célculo foi baseado na seguinte equagao:

Onde:
e P =Concentracéo de produto final (g.L™")

Yooz AP_P-Py_ P

AS -(S—So¢) So-S

e P, = Concentrac&o de produto inicial (g.L™)
e S = Concentracéo do substrato final (g.L™)

e S, = Concentracéo de substrato inicial (g.L™")

b) Fator de Rendimento de Substrato em Células (Yx/s)

O rendimento foi calculado em gramas de células por grama de extrato
consumido (g.g™*), por meio da relagéo entre a variagdo da massa de células
em funcdo do substrato consumido. O resultado foi expresso em g.L™. O

calculo foi baseado na seguinte equacao:

Onde:
Yys= AX = X=X e X =Massa Celular Final (g.L™)
e Xo=Massa Celular Inicial (g.L™)
AS (So—9) e S =Conc. do substrato final (g.L™)
e S, = Conc. de substrato inicial (g.L™)

c) Produtividade Volumétrica (Qp)

Foi quantificada em gramas de etanol produzida por Litro de meio
fermentado, por hora (ge L™*.h™). Através da divisao do valor em g.L™* de etanol,
na cerveja, pelo tempo em horas de fermentacao. O resultado foi expresso em

g.L™. O célculo foi baseado na seguinte equac&o:

Onde:
Qp=__P e P = Produto (etanol) (g.L™)
e t=Tempo de fermentacdo em horas (h)




d) Eficiéncia Fermentativa (EF).

A relacdo entre o rendimento em produto do processo (Yps) € O
rendimento tedrico determinaram a eficiéncia do processo fermentativo do
mosto para elaboracédo da cerveja. O resultado foi expresso em porcentagem

de Eficiéncia de Fermentacdo. O calculo foi baseado na seguinte equacéo:

v Onde:
EF = pis . 100 e EF = Eficiéncia fermentativa

0,511

4.8.3. Avaliagdo Microbiologica
As andlises microbiolégicas foram realizadas a partir de aliquotas das

cervejas acondicionadas em garrafas submetidas a pasteurizacao.

a) Contagem Total de Bactérias Lacticas

Para determinacdo da contaminacdo das cervejas por bactérias lacteas
uma amostra de 1 mL de cerveja foi inoculada em meio de cultura Raka Ray
(SILVA, 1997). O meio foi preparado conforme descri¢cdo do fornecedor SIGMA
ALDRICH. Para o preparo do meio de cultura utilizado para identificacdo de
bactérias lacteas foram pipetados 10 mL de Mono-Oleato de Sorbitan e 7 mL
de solugéo de actidiona 0,1% e o pH foi corrigido para 5,4 com H,SO4 1 N.

A mistura foi dissolvida sob aquecimento, em seguida, distribuida em
placas de Petri e esterilizada em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Apos
resfriamento foi adicionado 1 mL de 2-feniletanol, com cuidados assépticos e
foi realizado o in6culo. O meio foi colocado em uma incubadora a 30 °C por 7
dias. A leitura foi realizada através da contagem de colénias desenvolvidas e o

resultado expresso em UFC.mL™.

b) Contagem de Bactérias Gram-negativas

Para determinacdo da contaminacdo da cerveja por bactérias gram-
negativas (BGN) uma amostra de 1 mL de cerveja foi inoculada em meio de
cultura WLN (SILVA, 1997).

* Ypis = Rendimento em produto.
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O meio foi preparado conforme descricdo do fornecedor do meio de
cultura. Para o preparo do meio de cultura para identificacdo de BGN foram
pesados 7,5 g, de meio de cultura que foi dissolvido 100 mL de agua destilada.
O pH foi corrigido com NaOH 1 M até atingir pH 5,5. A mistura foi dissolvida até
ebulicdo, em seguida, distribuida em placas de Petri e esterilizada em
autoclave a 121 °C por 15 minutos. O meio foi colocado em uma incubadora a
30 °C, por 7 dias. Foi realizada a contagem de colbnias e o resultado expresso
em UFC.mL™.

c) Contagem de Leveduras Selvagens

Uma amostra de 1 mL de cerveja foi inoculada em meio de cultura YM
(fornecedor SIGMA ALDRICH) com CuSOy4 (SILVA, 1997).

Para o preparo do meio de cultura para identificacdo de leveduras
selvagens foram pesados 4,1 g de meio de cultura, que foi dissolvido em 100
mL de agua destilada. A mistura foi dissolvida até ebulicdo, em seguida,
distribuida em placas de Petri e esterilizada em autoclave a 121 °C, por 15
minutos. Foi adicionado sulfato de cobre ao meio (50 mL.L"). O meio foi
colocado em uma incubadora a 10 °C por 7 dias. A leitura foi realizada através
da contagem de col6nias e o resultado expresso em UFC.mL™.

4.8.4. Analise Sensorial

A cerveja foi caracterizada quanto aos seus atributos sensoriais de
aroma e sabor, por seis provadores treinados em andlise sensorial de cervejas,
todos profissionais do quadro de degustadores da uma cervejaria localizada na
cidade de Manaus. Foi disponibilizada uma amostra de 100 mL da amostra
para cada degustador realizar a analise descritiva. Ao término da analise foi
redigido um laudo e as caracteristicas notadas por todos foram tomadas como

atributos caracteristicos da cerveja avaliada (MONTEIRO, 1984).
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5. Resultados e Discusséao
5.1. Caracterizagdo do Zingiber zerumbet e derivados

5.1.1. Aspectos Morfolégicos do Rizoma do Gengibre Amargo

Os rizomas de Zingiber zerumbet coletados no horto da CPPN
apresentaram coloracdo marrom clara, formato irregular caracteristico de
tubérculos de gengibre e coloracdo amarelo palida na parte inferior, visto
através do corte transversal. Essas mesmas caracteristicas foram reportadas

por Srivastava et al. (2003), conforme Figura 12.

Figura 11. Tubérculo do gengibre amargo Zingiber zerumbet (Zingiberaceae) (A) e
turbérculos em corte transversal (B).

Foto: Patrick Souza.

5.1.2. Composic¢ao Fisico-quimica do Zingiber zerumbet

A composicdo fisico-quimica do Zingiber zerumbet esta descrita na
Tabela 1. Quanto a umidade foi observado um valor de 11,25 g/100g de
amostra, valor relativamente baixo. O elevado teor de carboidratos com 75,79
g/100g é uma caracteristica que indica a presenca de aclcares. Os aclUcares
de baixo peso molecular podem, em condi¢cdes apropriadas, servir como
substrato para fermentacédo alcodlica (BOULTON; QUAIN, 2001).

O Zingiber zerumbet possui caracteristicas interessantes para ser
utilizado como adjunto do processo de elaboracdo do mosto cervejeiro. O teor
de umidade pode, através de um processo simples de secagem, ser reduzido a
valores minimos, que facilitaria seu armazenamento por tempo maior em silos
de matérias-primas. A reducdo da umidade dificulta o crescimento de

microrganismos e deterioracéo desse produto (PINHEIRO, 2005).
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Tabela 1. Composigéo fisico-quimica do Zingiber zerumbet.

Composicao Média DP*
Umidade (g/100g) 11,25 0,35
Cinza (g/100gq) 4,05 0,07
Lipideos (g/100g) 4,65 0,35
Proteinas (g/1009) 8,41 0,01
Fibra Total (g/1009) 7,11 0,01
Carboidratos (g/100g) 75,79 0,27
Valor Energético (kcal/100g) 378,63 2,08

*DP = Desvio Padrao

O elevado teor de carboidratos é uma caracteristica semelhante ao gréao
de malte de cevada, que deve ser submetido a processos de tratamento
térmico, com acdo de enzimas para que seja decomposto em cadeias de baixo
peso molecular. Os vegetais séo ricos em amido, que servem como fonte de
armazenamento de energia reserva para esses seres vivos. Se incorporado a
mostura pode apresentar o0 mesmo comportamento de degradacdo do amido
do malte, diminuindo a complexidade do processo (VERSTREPEN et al, 2003).

O teor de proteinas de 8,41 g/100g se aproxima da concentracao
encontrada no malte de cevada, sendo encontrado entre 8 e 12 g/100g, que
pode apresentar comportamento enzimatico ou fonte de aminoacidos para os
processos bioquimicos da fermentacédo (KOCK; RATLEDGE, 1993). O excesso
de proteinas pode contribuir para formacédo de complexos quimicos que podem
gerar turvacdo da bebida, geralmente quando um aminoacido se liga a
compostos fendlicos ou quando as proteinas possuem elevada quantidade de
prolina que confere instabilidade estrutural as proteinas. As leveduras
necessitam de aminoacido para completarem suas rotas metabdlicas
(JIBIKI et al, 2001; KREDER, 1999).

O teor de lipidios de 4,65 g/100g encontrado ndo chegou a interferir no
comportamento das leveduras cervejeiras. Os lipidios sdo eliminados do
processo cervejeiro ao término do cozimento do mosto, no descarte do trub
guente, que € um aglomerado de proteinas de alto peso molecular, fibras e

gorduras (KOCK et al, 2000). Quando em excesso pode se combinar com a
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parede celular das leveduras cervejeiras, diminuindo a superficie de contato
com o substrato e com isso dificultando o processo bioquimico de fermentacdo
(STRAUSS et al, 2004).

Como explicado anteriormente as fibras sé@o eliminadas juntamente com
o trub quente, o Zingiber zerumbet apresentou 7,11 g/100g de fibras. O elevado
teor de fibras também influencia na turvacdo da bebida, além de dificultar o
processo de filtragdo. As fibras podem vedar os caminhos de filtracdo da
cerveja no leito filtrante dentro de um filtro de terra infusdria. O valor energético
de 378 kcal/100 g foi impactado pela elevada concentracdo de carboidratos desse
vegetal (YAMAGISHI; OGATA, 1999).

5.1.3. Composicao de Minerais do Zingiber zerumbet

A composicdo de minerais do Zingiber zerumbet esta expressa na
Tabela 2. Os minerais sdo importantes para o processo bioquimico da
fermentacdo, pois atuam como cofatores enziméticos. Foi observado o
elevado teor de célcio, um metal que participa dos processos metabdlicos da
enzima alfa-amilase que tem importancia significativa na degradacdo de amido

na etapa de mostura. As amilases sdo enzimas calcio dependentes.

Tabela 2. Composi¢éo de minerais do gengibre amargo.

Minerais Média
Célcio (Ca) (mg/100q) 44,82
Potassio (K) (mg/100g) 35,00
Ferro (Fe) (mg/1009) 5,09
Silicio (Si) (mg/100g) 4,67
Manganés (Mn) (mg/100g) 3,90
Enxofre (S) (mg/1009) 2,99
Titanio (Ti) (mg/100g) 1,79
Fosforo (P) (mg/100g) 0,57
Zinco (Zn) (mg/100g9) 0,47
Cobre (Cu) (mg/100g9) 0,41
Rubidio (Rb) (mg/100g) 0,16

Estroncio (Sr) (mg/100g) 0,11
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Os minerais tém grande influéncia no ciclo de vida das leveduras
cervejeiras. Com isso, a gestdo de levedura na cervejaria é fundamental para a
qualidade da cerveja e eficiéncia do processo. A integridade celular da levedura
deve ser mantida durante a fermentacdo, no processamento da levedura e no
produto acabado.

A Zingiber zerumbet apresentou elevado teor de potassio (K) de 35
mg/100g. Esse mineral € necesséario na etapa aerébica da fermentacdo, fase
em que ha elevada sintese de membranas plasmaticas que vao dar origem a
novas células. O ferro (5,09 mg/100 g) estimula o ciclo de Krebs na via
oxidativa e o cobre (0,41 mg/100 g) atua no crescimento celular .

A concentragdo de manganés de 3,90 mg/100g €é considerada
relativamente baixa, o que estimula o crescimento celular. Quando em excesso
pode se tornar toxico para as leveduras gerando autélise celular. A liberacao de
moléculas de grandes dimensdes (por exemplo, enzimas proteoliticas) a partir
de levedura tem um efeito prejudicial em varias caracteristicas da cerveja,
incluindo gosto, paladar, cor e espuma densa (PERPETE et al, 1996).

Estes efeitos normalmente sdo mediados, indiretamente, por meio da
destruicdo de proteinas e polipeptideos, com a concomitante liberacdo de
peptideos e aminoacidos. Os acidos graxos livres liberados durante a autolise
desestabilizam a espuma da cerveja, além de conferir sabores distintos para a
mesma (MOCHABA et al, 1999).

5.1.4. Rendimento do Oleo Essencial

O rendimento médio encontrado a partir do processamento do rizoma
em Oleo essencial foi de 6,60 %. Valor semelhante foi encontrado por Pinheiro
(2005) realizando estudo da qualidade de diferentes tipos de solo, para cultivo
da Z. zerumbet, nesse estudo foi encontrado 6,90 % em um tratamento

utilizando terra vegetal compostada e esterco de gado.

5.1.5. Triagem Fitoquimica

O screening fitoquimico revelou a presenca dos compostos: xantonas,
flavonoides, fenois e taninos (Tabela 3). No trabalho de Magalhaes et al, (1997)
e Leonel et al. (2005) o screening fitoquimico também revelou a presenca de
compostos alcaloides, flavonoides, taninos e fenois. No estudo de lha et al.
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(2008) foram encontrados flavondides aromaticos no extrato metandlico tais

como p-hidroxibenzaldeido, vanilina e caenferol.

Tabela 3. Prospeccéo fitoquimica dos extratos de Zingiber zerumbet.

Substéancia Extrato aquoso  Método

Antocianinas -

Antocianidinas -

Xantonas ¥ Teste Antocianinas,
Chalconas - Antocianidinas e flavonoides.
Auronas -

Flavondides +

Fenois + Teste FeCI3

Taninos + Teste FeCI3

Alcaloides - Teste de Dragendoff e Meyer

A producdo desses compostos, em condicbes controladas de
fermentacdo, garante um material de qualidade. A grande diversidade de
estruturas quimicas capaz de ser elaborada pelos microrganismos possibilita a
obtencéo de polimeros hidrossolUveis com diferentes propriedades. Esse grupo
de polissacarideos sollveis em agua, de origem vegetal, animal ou
microbiolégica, € conhecido como goma industrial (FONTANIELLA et al, 2002;
LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009).

Os flavonoides protegem o organismo do dano produzido por agentes
oxidantes como os raios ultravioleta, poluicdo ambiental, substancias quimicas
presentes nos alimentos, estresses, dentre outros. O organismo humano ndo
produz essas substancias quimicas protetoras, cabendo ao homem obté-las
por meio da alimentacdo (SGARBIERI VC; PACHECO, 1999).

Suas propriedades biologicas estdo relacionadas com a atividade
antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. A atividade dos
antioxidantes, por sua vez, depende de sua estrutura quimica, podendo ser

determinada pela acdo da molécula como agente redutor (MAMEDE;
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PASTORE, 2004). Pearson et al. (1999) demonstraram que os fendlicos
presentes em suco comercial e extrato fresco de macas inibiram, in vitro, a
oxidacéo de LDL humana.

O grupo de compostos flavondides, do qual fazem parte os taninos,
possuem uma estrutura basica, C6 -C3 -C6, que inclui os mais diversos e
numerosos compostos fendlicos de plantas: pigmentos antocianinas, flavonas,
flavonais, flavanonas e alguns menos conhecidos como auronas, chalconas e
isoflavonas (DESHPANDE et al., 1986; IHA et al, 2008).

Fendis comuns em plantas ndo sdo considerados toxicos em
quantidades e condigcbes normais, com excecdo dos fendis poliméricos
denominados taninos, que possuem a habilidade de complexar e precipitar
proteinas de soluc¢des aquosas (SALUNKHE et al., 1990).

Taninos sdo compostos fendlicos sollveis em agua, com peso molecular
entre 500 e 3000 e habilidade para precipitar proteina. Os taninos sao
compostos de alto peso molecular, que contém suficientes grupos hidroxila
fendlica, para permitir a formacao de ligacbes cruzadas estaveis com proteinas
(SARKAR; HOWARTH, 1976).

Quando combinados com as proteinas solluveis da cerveja, os taninos
formam complexos que aumentam a turbidez dificultam o processo de filtragdo.
Os complexos obstruem os canais preferenciais de filtracdo formados pela terra
infuséria no interior do filtro, aumentando o diferencial de presséo e impedindo a
filtracdo (KUNZE, 2009).

5.1.6. Cromatografia Gasosa do Rizoma

A Figura 13 apresenta o cromatograma que comprova a presenca do
composto zerumbona no rizoma de Zingiber zerumbet, respresentado pelo
maior pico com cerca de 44 %. Esse composto apresenta propriedades
biolégicas, tais como hepato protecéo, antiulcera, antitumoriferos, citotoxico e
antibacteriano (MATTHES et al, 1980; DAI et al, 1997; FUJIMOTO et al, 1998).
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Figura 12. Cromatografia gasosa do rizoma de Zingiber zerumbet com marcac¢do do

composto zerumbona em evidéncia.

5.2. Avaliagao Qualitativa dos Gréaos de Malte

Os maltes utilizados no presente estudo apresentaram aroma tipico,
checado através do teste do cha, por meio o qual ndo foram observadas
caracteristicas prejudiciais como aroma e odor de fumaca, mofo, metélico, 6leo,
entre outros.

N&o apresentaram parasitas vivos, que poderiam consumir o interior do
grao prejudicando no rendimento do extrato (LINKO et al., 1998); e o aspecto
morfoldgico foi tipico, ou seja, ndo haviam graos quebrados (Figura 14). Os

resultados estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Avaliacdo dos maltes de cevada.

Avaliacéo Malte de Cevada
Teste do Cha Tipico
Parasita Vivo Ausente

Aspecto Morfologico Tipico
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Figura 13. Aspecto morfoldégico do malte Agromalte.
Foto: Patrick Souza.

5.3. Elaboracédo do Mosto Cervejeiro

O resultado da curva de mostura obtida esta representado no Gréfico 1.
Os resultados evidenciam que ndo houve alteracdo fora da faixa desejada de
temperatura durante esse processo. Este resultado foi satisfatorio pois
qualquer alteracéo significativa pode interferir na conformacdo das enzimas
causando sua desnaturacdo e inativacdo, afetando a sua funcdo catalitica
(CARVALHO et al., 2006).
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Grafico 1. Curva de mostura com rampas de temperatura em funcéo do tempos.
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ApoOs a Ultima etapa da mostura foi realizado o teste com iodo, o
resultado foi negativo para presenca de acUcares de alto peso molecular,
comprovando a eficiéncia do processo de mosturacdo. O aspecto visual da
mostura pode ser visto na Figura 15.

Figura 14. Aspecto visual do inicio da mostura.

Foto: Patrick Souza.

Apbs a etapa de filtracdo, o mosto foi separado do bagaco (Figura 16). O
bagaco da cerveja é rico em palha de malte e substancias indesejaveis para o
produto final. Quando ndo separadas de forma adequada, podem causar
alteracdo de sabor como adstringéncia e palha. Além de conter taninos e

proteinas ricas em prolina que causam turvacdo da cerveja apds envase.

Figura 15. Bagaco retido apds a etapa de filtracdo do mosto.

Foto: Patrick Souza.
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Apos a fervura, o mosto foi deixado em descanso para que o trub
(Figura 17), mistura de proteinas, lipideos e outros compostos insoluveis se
aglomerassem e decantassem. A cerveja foi trasfegada para um biorreato,
apos o processo de decantacao, onde foi resfriada para posterior inoculacdo. O
trub exerce um efeito fisico, proporcionando locais de aglomeracédo de bolhas
de gas carbbnico, que podem contribuir mantendo as células de levedura em
suspensao por tempos mais longos (KREDER, 1999).

Figura 16. Trub em processo de formacao apds a fervura.

Foto: Patrick Souza.

5.4. Fermentacao e Maturacéo da Cerveja

A fermentacgdo iniciou com temperatura de 20,8 °C no biorreator com
processo usando leveduras na forma livre, ou seja, em contato direto com o
mosto cervejeiro. Todo o processo de fermentacdo aconteceu com
temperaturas entre 18 — 25 °C, por um periodo de 7 dias, onde houve
estabilizacdo na producdo de gas carbdnico, reducdo do extrato aparente final
e teor alcodlico. O acompanhamento da temperatura de fermentacdo e

maturacéo foi reportado no Grafico 2.
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Grafico 2. Rampa de temperatura de fermentacdo e maturacdo da cerveja.

Durante a fermentacdo a temperatura teve leve oscilacdo, porém nao
houve choque térmico. O choque térmico pode influenciar negativamente na
dindmica da fermentacdo da cerveja. Ap6s o término da fermentacdo as
leveduras flocularam e foram separadas da cerveja, que foi trasfegada para
outro biorreator. Em seguida, a bebida foi maturada e adicionada de 6leo
essencial de gengibre amargo para evitar 0 contato com as leveduras e
possivel interferéncia no processo de fermentacdo. A maturagéo foi conduzida
a temperatura média de 3,5 °C por 168h.

Apbs 96 horas, atingiu valor préximo de 60 % de fermentabilidade.
Souza (2010) encontrou resultado semelhante por volta do segundo dia de
processo em um sistema semelhante, caracterizando uma fermentacdo mais
rapida do que a cerveja em teste.

O valor relacionado a reducdo do extrato e producdo de etanol em
func@o do tempo com controle de temperatura estd apresentado no Gréfico 3.
Ao longo do processo fermentativo do mosto observou-se 0 comportamento
inversamente proporcional entre o extrato aparente e o teor alcoodlico da
cerveja em fermentacdo. Apds 120 horas de fermentacdo, observou-se uma
maior estabilidade entre os compostos avaliados, com valores finais de etanol
de 5,11 % (v/v) e extrato aparente de 3,56 °P.

Temperatura (°C)
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Grafico 3. Variaveis do processo relacionadas a temperatura, extrato aparente e teor

alcodlico em funcédo do tempo.

O valor obtido para o teor alcodlico esta dentro dos padrdes
estabelecidos na legislacéo brasileira reportada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2009) que determina para cervejas um

teor alcodlico maximo de 8 % v/v.

5.5. Contagem de Células Vivas

Apbés a retirada das leveduras foram observadas que 86% das células
estavam vivas. Segundo Carvalho et al. (2006), valores abaixo de 90% podem
impactar no tempo de fermentacdo. Esse dado nao significa que as leveduras
nao podem ser reutilizadas em novos processos fermentativos, pois tendem a

retardar esse processo.

5.6. Caracterizagcdo da Cerveja
Os resultados fisico-quimicos da cerveja artesanal produzida com

gengibre amargo estdo expressos na Tabela 5.
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Tabela 5. Composigéo fisico-quimica da cerveja artesanal com gengibre amargo.

Fisico-quimica Cerveja Artesanal
Extrato Original (°P) 12,18 £ 0,07
Extrato Aparente (°P) 2,94 £ 0,04
Teor Alcoolico (% viv) 4,94 + 0,02
pH 4,63+ 0,01
Gas Carbdnico (% p/p) 0,38 £ 0,05
Cor (EBC) 10,03 £ 0,15
Amargor (BU) 39,20 + 0,26
Turvagao 24 horas (EBC) 2,67 +£0,19
Dicetonas (mg.L™) 0,31 +0,03
Zerumbona (mAU) 0,53+0,01

A cor da cerveja apresentou 10,03 EBC, que de acordo com a legislacao
estabelecida pelo MAPA pode ser classificada como cerveja clara, por
apresentar valor assegurado abaixo de 20 EBC. Os autores Curi et al. (2008) e
Souza (2010) produziram cervejas claras com valores abaixo de 8 EBC,
utilizando adjuntos semelhantes.

A coloracéo da cerveja pode ser influenciada por fatores como o elevado
tempo de fervura que pode formar melanoidinas e com isso escurecer 0 mosto;
pode ser influenciada pela matéria-prima, quando utiliza maltes escuros ou com
menor quantidade de sémulas (SOUZA, 2010). No entanto, a cerveja produzida
nao teve essa influéncia.

O resultado de amargor encontrado na cerveja foi 39,20 BU, nUmero que
foi maior em 2,4 BU do que o planejado com lUpulo comum. Essa influéncia
pode ter sido causada pelo amargor contido no 6leo essencial do gengibre
amargo, o que pode ser uma descoberta importante uma vez que o0 gengibre
pode servir como substituto de parte do lapulo.

Venturini filho et al. (1998) encontraram valores de amargor proximos,
10,8 e 11 EBC analisando cervejas com hidrolisado de milho e hidrolisado de
mandioca, respectivamente; Curi et al. (2008) estudando cerveja puro malte
encontrou resultados de amargor de 11,5 EBC. O amargor da bebida é

determinado pelo cervejeiro no momento da elaboracéo da receita.
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A principal fonte de amargor para a cerveja € o lupulo. Para uma mesma
concentracdo de iso-a-acidos, o amargor pode ser diferente para cada bebida,
dependendo da concentracdo dos isdmeros cis e trans. Estes contribuem com
proporcdes diferentes para o amargor da cerveja e sua formacao depende das
condicbes de isomerizacdo dos iso-a-acidos, ocorrida durante a fermentacao
do mosto (TECHAKRIENGKRAIL et al, 2004)

O gas carbbnico (CO,) produzido durante a fermentacdo do extrato €
suficiente para provocar a carbonatacdo da cerveja durante a maturacdo
(CARVALHO et al, 2006). A cerveja elaborada apresentou média de 0,38 % p/p
de CO;, um resultado baixo quando comparado com cervejas do mercado que
apresentam cerca de 0,5 %. O elevado teor de CO; confere frescor a cerveja.

A cerveja apresentou pH de 4,63, valores préximos foram encontrados
por Curi et al. (2008) estudando cerveja de malte e maltose de milho, com ph
de 4,5 e 4,71. A analise de turvacdo apresentou valor elevado de 2,67, tipico
de cervejas filtradas de modo artesanal. A turvacdo em cerveja esta
relacionada principalmente a quantidade de células remanescente do processo
apos a retirada do fermento.

Valores acima de 1 EBC podem ocasionar sedimentacdo de proteinas
na cerveja. Este fato geralmente ocorre apds 6 meses de armazenamento em
prateleira, ou ap0s sucessivas praticas de congelamento e descongelamento
do produto.

O valor de dicetonas obtido na cerveja foi da ordem de 31 ppb, o limite
de deteccdo sensorial do diacetil pelos consumidores é de 20 ppb (LINKO et
al., 1998). O teor alcodlico foi de 4,96 % v/v, Souza (2010) encontrou cervejas
com resultados inferiores 4,34 e 4,21 % v/v. Este valor pode ser considerado
como moderado quando comparado com o de outras bebidas alcodlicas
fermentadas, como o vinho, por exemplo.

A cerveja apresentou 0,53 mUA de zerumbona que comprova que o
composto foi preservado até o apronte do produto acabado, ndo sendo
eliminado do meio ap6s o processo cervejeiro. A zerumbona nao prejudicou o
processo de fermentacdo da bebida que comprova que sua incorporacdo na

cerveja é viavel.
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De acordo com o Decreto N°6871 de 04 de junho de 2009 que
regulamenta a Lei N° 8.918 de 14 de julho de 1994 do MAPA (BRASIL, 2009)
que define parametrizagcdo de cervejas, quando o extrato original da cerveja
encontra-se entre 12 e 14 °P, a cerveja é classificada como “cerveja extra”,
guanto a cor é considerada uma cerveja clara, alcodlica, quanto a proporcao de

malte, “cerveja”, de baixa fermentagéo.

5.7. Variaveis de Resposta do Bioprocesso

As variaveis de resposta do bioprocesso estdo descritas na Tabela 6. O
processo apresentou rendimento de células (Yyxs) de 0,322 g.g’ e taxa
especifica de crescimento celular (uX) de 0,012. Esses valores sao superiores
a cerveja produzida por Souza (2010) que utilizou farinha de pupunha na
elaboracao da bebida.

Segundo Facganha (1998) a produtividade volumétrica (Qp), o fator de
rendimento de producgéo de etanol (Ypss) € a eficiéncia fermentativa (Ef) sdo os
fatores de maior importancia para o planejamento técnico da fermentacao, pois
evidenciam a velocidade de sintese do produto. Carvalho (2007) estudando

elaboracdo de cerveja com adjunto a 12°P, encontrou Yps de 0,45 g.g™.

Tabela 6. Variaveis de resposta dos bioprocessos de elaboragéo da cerveja.

Variaveis Livre
(Yxs) Rendimento de Células em Relacéo ao Substrato (g.g™) 0,322
(Qp) Produtividade Volumétrica (g.L™*.h™) 0,061
(Ypss) Rendimento de Producéio de Etanol (g.g™) 0,477
(EF) Eficiéncia Fermentativa (%) 88,45

A cerveja apresentou 88,45% de eficiéncia fermentativa o que
representa o bom desempenho do processo de fermentacédo pelas leveduras
cervejeiras, realizando a conversdo dos acgucares em &alcool, gas carbbnico e

outros metabdlitos secundarios.
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5.8. Avaliacdo Microbiolégica

Os resultados microbiologicos da cerveja produzida, mostraram que o
processo artesanal é suscetivel a contaminagdo por microrganismos
oportunistas. Antes do processo de pasteurizacdo, a cerveja artesanal
apresentou 84 UFC.mL™ de batérias Gram-negativas, 9 UFC.mL™ de leveduras
selvagens, oriundas do ambiente e/ou da parede do vegetal utilizado, e
nenhuma coldnia de baterias lacteas, conforme Tabela 7.

Todos esses microrganismos foram eliminados ap0s o processo de
pasteurizacdo da cerveja artesanal, mostrando que esse processo foi eficiente,
conforme Tabela 8. Quando presentes na cerveja podem alterar seu sabor e

aroma.

Tabela 7. Avaliacdo microbiolégica antes do processo de pasteurizagdo da cerveja

artesanal com gengibre amargo.

Caracteristica Contagem
Contagem Total de Bactérias Laticas (UFC.mL™) Ausente
Contagem de Bactérias Gram-negativas (UFC.mL™) 14
Contagem de Leveduras Selvagens (UFC.mL™) 9

Tabela 8. Avaliacdo microbiologica ap0s o processo de pasteurizagdo da cerveja

artesanal com gengibre amargo.

Caracteristica Contagem
Contagem Total de Bactérias Laticas (UFC.mL™) Ausente
Contagem de Bactérias Gram-negativas (UFC.mL™) Ausente
Contagem de Leveduras Selvagens (UFC.mL™) Ausente

A pasteurizagcdo consiste no aquecimento do produto com tempo e
temperatura controlados, visando eliminar bactérias patogénicas e reduzir as
deterioradoras, seguido de resfriamento, aumentando a vida da bebida
(VENTURINI et al., 2007).
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5.9. Descritivo Sensorial

A cerveja artesanal utilizando Zingiber zerumbet apresentou, no aspecto
visual, cor clara, espuma baixa de coloragdo branca e leve turbidez
caracteristica de cervejas artesanais.

Quanto ao aroma apresentou aroma caracteristico de malte, com notas
de etanoato de etila e tracos de gengibre. Apresentou sabor leve adstringéncia

e amargor moderado com remanescéncia no final da lingua.
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6. Conclusao
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6. CONCLUSAO

6.1. Composicédo quimica do rizoma de gengibre amargo.
¢ O rizoma apresentou qualidade fisico-quimica que permitiu sua utilizacao
como adjunto no processo cervejeiro, nao interrompendo ou atrasando o
tempo de fermentagéo.
¢ O rizoma apresentou o principal constituinte de interesse a zerumbona,
conforme analises do CG.
e Apesar de conter polifenois e taninos, esses compostos nao interferiram
na filtracdo da cerveja artesanal. Porém serdo necessarios estudos em
plantas piloto para avaliagdo da interferéncia na turbidez e vazao de
filtragcdo em filtro de terra infusoria,

6.2. Elaboracdo da cerveja artesanal por meio de processo fermentativo

em batelada com leveduras livres.
¢ As melhores etapas de processo para utilizacdo do rizoma foram: extrato
na mostura e 6leo essencial na maturacdo. Para utilizacdo em escala

industrial serd necessario avaliar o processo em planta piloto.

6.3. Andlise fitoguimica do 6leo essencial do gengibre e da cerveja
artesanal obtida.

e Foram encontrados 0s compostos de interesse com propriedades
terapéuticas no gengibre e 6leo essencial. Em destaque, foi observada a
presenca da zerumbona, composto de maior interesse do estudo.

¢ A cerveja apresentou 0 composto zerumbona sem que 0 processo fosse
prejudicado o que demonstra que esse produto pode apresentar

possiveis atividades terapéuticas,

6.4. Monitoramento do processo fermentativo por meio de andlises fisico-
guimicas.

e Os processos apresentaram comportamento de fermentagdo dentro do

esperado, ndo houve alteracdo fisico-quimica significativa com a

utilizacao do Zingiber zerumbet.
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6.5. Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e
sensoriais da cerveja.

e A cerveja apresentou caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a
cerveja comum, destacando-se a qualidade microbiolégica garantida
pela pasteurizacdo, compostos do lupulo e provavelmente do rizoma de
gengibre amargo.

e A cerveja apresentou caracteristicas sensoriais com sabor e aromas

perceptiveis, destacando o amargor originado do gengibre.

6.6. Avaliacdo do potencial biotecnoldgico da utilizacdo do rizoma de
Zingiber zerumbet como adjunto na producao de cerveja artesanal.

e O gengibre amargo apresentou caracteristicas que permitem sua

utilizacdo como adjunto no processo cervejeiro, pois ndo interferiu no

processo de elaboracdo da cerveja, além de conferir qualidade a bebida.
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