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RESUMO

OLIVEIRA, Mariana D. Aplicacdo de amido modificado no processo de clarificagcdo da
cerveja artesanal. 2015. 75p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) —
Universidade Tecnologica Federal do Parana, Medianeira —PR.

O sabor da cerveja é determinado pela matéria-prima, pelo tipo de processo e pela levedura
utilizada, além dos compostos produzidos durante a fermentacdo e maturacdo, que exercem
maior impacto. A producdo de amidos modificados é uma alternativa praticada com o
objetivo de superar limitacbes dos amidos nativos e aumentar a utilidade deste polimero em
aplicacdes industriais. O objetivo da pesquisa foi avaliar a aplicagdo de amidos de milho e
mandioca modificados (fosfatacdo e oxidacdo) no processo de clarificacdo de cerveja
artesanal, visando a obtencdo de uma cerveja “limpa” ¢ translicida. Foram elaboradas oito
cervejas testando os amidos aniénicos: amido de milho oxidado 1% (MiO 1%); amido de
milho oxidado 2% (MiO 2%); amido de mandioca oxidado 1% (MaO 1%); amido de
mandioca oxidado 2% (MaO 2%); amido de milho fosfatado baixo (MiFB); amido de milho
fosfatado alto (MiFA); amido de mandioca fosfatado baixo (MaFB); amido de mandioca
fosfatado alto (MaFA). Essas amostras foram comparadas com uma cerveja submetida ao
mesmo processo utilizando o clarificante goma carragena (GCar) e com uma cerveja sem
adicdo de clarificante (SC). As amostras foram submetidas as analises de compostos
fendlicos, flavonoides, biureto, espectrofotometria, turbidez e viscosidade relativa para
verificar a possivel acdo clarificante. Foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica das
amostras de cerveja artesanal (pH, extrato real, acidez, teor alcoolico, extrato primitivo e grau
real de fermentacdo). A aplicacdo de amidos modificados reduziu o teor de compostos
fendlicos, flavonoides, proteinas, e a viscosidade relativa no decorrer do processo. Além
disso, a clarificacdo foi notada nas analises de turbidez e espectrofotometria. Pode-se concluir
que alguns amidos destacaram-se, superando os resultados apresentados pela goma carragena
na etapa final do processo. No entanto, notou-se que a eficiéncia destes amidos ocorre a partir
da maturacdo, diferente da goma carragena que clarifica principalmente na etapa da fervura.
Em um aspecto global, sugere-se que na fosfatacdo, a fonte botanica ndo influenciou, e as
amostras destaques na clarificacdo foram o amido de milho fosfatado baixo (2,8%) (amostra
7), o amido e milho fosfatado alto (8,6%) (amostra 8) e 0 amido de mandioca fosfatado alto
(amostra 10). Para a oxidacdo a amostra que apresentou melhor desempenho foi o amido de
mandioca oxidado 1% (amostra 4).

Palavras-chave: Amido, oxidacdao, fosfatacdo, cerveja artesanal, clarificacao.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Mariana D. Application of modified starch in the clarifying process of the
craft beer.2015. 75p. Dissertation (Master degree in Food Technology) — Technological
Federal university from Parana, Medianeira — PR.

The flavor of beer is determined by the feedstock, the type of process and the yeast used, in
addition to the compounds produced during fermentation and maturation, that ecxercises
greater impact. The production of modified starch is an alternative practiced with the aim of
overcoming the limitations of the native starches and increase the usefulness of this polymer
in industrial applications. The objective of the research was evaluate the application of corn
and cassava modified starches (phosphatation and oxidation) in the craft beer clarification
process to getting a beer "clean™ and translucent. Were elaborated eight beers testing the
anionic starches: oxidized corn starch 1% (MiO 1%); oxidized corn starch 2% (myo 2%);
oxidized cassava starch 1% (MaO 1%); oxidized cassava starch 2% (MaO 2%); phosphated
corn starch low (MiFB); phosphated corn starch high (MIFA); phosphated cassava starch low
(MAFB); phosphate cassava starch high (MAFA). These samples were compared with a beer
submitted to the same process using the clarifier carrageenan gum (CARG) and with a beer
without added clarifier (SC). The samples were submitted to analysis of phenolic compounds,
flavonoids, biuret, spectrophotometry, relative viscosity and turbidity to verify possible
clarifier action. Was realized physicochemical characterization of craft beer samples (pH, real
extract, acidity, alcohol content, original extract and real degree of fermentation). The
application of modified starches reduced the content of phenolic compounds, flavonoids,
proteins, and the relative viscosity during the process. In addition, the clarification was noted
in turbidity analysis and spectrophotometry. It can be concluded that some starches stood out,
overcoming the results presented by carrageenan gum in the final stage of the process.
However, it was noted that the efficiency of these starches occurs from the maturation,
different of carrageenan gumthat clarifies mainly in the boiling step. In a global aspect, it is
suggested that in the phosphatation, the botanical source did not influence, and the highlight
samples in clarification were phosphated corn starch low (2.8%) (sample 7), phosphated corn
starch high (8 , 6%) (sample 8) phosphated cassava starch high (sample 10). To the Oxidation.
the sample that showed better performance was oxidized cassava starch 1% (sample 4).

Keywords: Starch, oxidation, phosphatation, craft beer, clarification.
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1. INTRODUCAO

A legislacdo brasileira define cerveja como a bebida carbonatada obtida pela
fermentagdo alcodlica de mosto oriundo de malte de cevada e &gua potével, por acdo de
levedura, com adicéo de lapulo (BRASIL, 2009).

O sabor da cerveja é determinado pela matéria-prima, tipo de processo e pela levedura
utilizada (LEONEL, JACKEY, CEREDA, 1998). Para a elaboracdo, deve-se ter atencdo a
todo o processo, pois os detalhes influenciardo no resultado. Um aspecto vitreo, conta pontos
para a avaliagdo da mesma, pois exceto as cervejas de trigo, que naturalmente tendem a
turbidez, esta caracteristica €, em geral, tida como defeito no produto final (PIACENTINI,
2011). Sabendo disso, a clarificacdo da cerveja pode ser obtida com a ajuda do tempo e da
gravidade, combinado com adicdo de um produto clarificante, que vai impedir particulas que
causam turbidez permanecam suspensas na cerveja apos finalizada (NACHEL, 2008)

No processo de fabricacdo de cerveja, especificamente na etapa de fervura do mosto
procura-se eliminar o excesso de proteinas procedentes do malte através da desnaturacéo
térmica e da formacao de complexos entre as proteinas e os compostos polifendlicos presentes
no lapulo (WARD, 2015). Ao final desta etapa pode-se acrescentar um agente clarificante
para otimizar esse processo (NACHEL, 2008). Um dos mais utilizados € a goma carragena
(PEREIRA, 2004), que é um polissacarideo carregado negativamente com grupos éster
sulfatos (-OSOz") que ligam-se as cargas positivas das proteinas causando a precipitacdo a
quente (hot break) do complexo proteina-carragena, que é separado do mosto por
turbilnonamento (PEDROSO, 2006).

O amido é um polissacarideo versatil obtido de diferentes origens botanicas
(NWOKOCHA et al., 2009). No entanto, na sua forma nativa possui algumas limitac6es
(FOULADI, MOHAMMADI, 2014) como baixa resisténcia térmica e mecanica (CHIN,
PANG, LIM, 2012) e elevada tendéncia a retrogradacdo (SINGH, KAUR, MCCARTHY,
2007) dificultando sua utilizacdo em produtos alimenticios. Por isso, utilizam-se modificacGes
fisicas e/ou quimicas para que este apresente propriedades e/ou carateristicas desejadas em
aplicacdes especificas (KAUR et al., 2012). Algumas modificacbes podem resultar em um
amido negativamente carregado (LI et al., 2009) e, essa carga negativa é capaz de reagir com
proteinas através das ligacOes eletrostaticas (LI et al., 2012).

Pellegrino (1987), avaliando o processo de precipitagdo de proteinas do soro de queijo,
verificou que o amido de milho monofosfatado mostrou-se como agente de precipitagdo

através de um mecanismo de interacdo iénica. De acordo com Xie, Liu e Cui (2005) amidos
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oxidados contendo grupos carboxilatos e aldeidos séo utilizados em sistemas de cobertura de
produtos carneos (empanados) pela capacidade que os grupos carboxilas tém de formar pontes
salinas com as proteinas e os grupos aldeidos de reagir com os grupos aminos. Em 2015
Wang et al., apresentaram um estudo sobre a absorcdo de proteinas de soro de leite
emulsificadas em microgéis de amido oxidados, onde obtiveram uma interacdo positiva entre
amido oxidado e proteina.

Diante disso, acredita-se que os amidos contendo grupos fosfatos e carboxilatos,
carregados negativamente, ou grupos aldeidos possam agir como precipitadores de proteinas
apresentando acao clarificante no processo de fabricacdo de cerveja. Deste modo, 0 objetivo
do trabalho foi avaliar a aplicacdo do amido de milho e mandioca fosfatado e oxidado no

processo de clarificacdo de cerveja artesanal.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL
Obter amidos anidnicos de milho e mandioca e avaliar a aplicacdo dos mesmos no

processo de clarificacdo de cerveja visando a obtencdo de uma cerveja transldcida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modificar quimicamente o amido de milho e de mandioca com tripolifosfato de sodio
e hipoclorito de sodio em diferentes concentracGes promovendo a formacao de cargas
negativas.

e Realizar a caracterizacdo dos amidos modificados (teor de grupos carboxilas, teor de
grupos carbonilas, teor de grupos fosfatos, solubilidade e poder de inchamento,
viscosidade intrinseca).

e Avaliar o efeito dos diferentes amidos modificados no processo de clarificacdo de
cerveja comparando com o clarificante goma carragena e com uma cerveja sem
clarificante.

e Realizar a caracterizacdo das cervejas por meio de analises fisico quimicas (pH,

extrato real, extrato primitivo, grau de fermentacao, teor alcoolico, acidez).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AMIDO

O amido € um polimero que pode ser obtido a partir de varias fontes botanicas em
forma de granulos (ZHANG et al., 2010), composto por dois polissacarideos, a amilose e a
amilopectina. A amilose ¢ uma molécula essencialmente linear formada por unidades de a-D-
glicopiranosil unidas por liga¢des a-1,4 com alguns pontos de liga¢ao a-1,6. A amilopectina é
altamente ramificada, composta por unidades de a-D-glicopiranosil unidas por ligagdes a-1,4
e com 4 a 5% de ligacdes a-1,6 nos pontos de ramificagio (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). Os granulos apresentam tamanho (0,1 a 200 um) e forma (redondo, oval,
poliédrico) que variam com a origem botanica (BEMILLER, WHISTLER, 2009).

A amilose e a amilopectina se associam por ligacdes de hidrogénio, formando areas
cristalinas ordenadas (KUAKPETTON, WANG, 2006). Entre essas areas cristalinas existem
regides amorfas (Figura 1), nas quais as moléculas ndo tém uma orientacgéo particular. Quando
visto microscopicamente em luz polarizada, o granulo de amido € birrefringente (organizacgéo
molecular) (YONEMOTO, 2006; BEMILLER, WHISTLER, 2009). A refracdo pelas suas
regides cristalinas resulta no modelo tipico de “cruz de malta”, caracterizando a orientagdo
radial das macromoléculas. O “hilum” encontrado no centro da cruz ¢ considerado o ponto

original de crescimento do granulo (SITOHY, 2000; MENDES, 2011).

Amorfa __ - oy

7 / "> Amilose

/
Lamela cristalina - # - - e

Hilo Lamela =

-y

Amorfa

- , | ]
o
|

Amilopectina

Figura 1. Organizacéo das regides amorfas e cristalinas do amido

Fonte: Modificado de LSBU (2009).

No Brasil, os amidos de maior importancia industrial sdo os amidos de milho e de

mandioca (LACERDA, 2006). O milho é um cereal de grande utilizacdo industrial e é
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largamente utilizado para muitos tipos de modifica¢Oes, gerando assim produtos com muitas
aplicacdes. Esta fonte vegetal contém de 60 a 68% de amido (LACERDA, 2006). O amido de
mandioca apresenta uma enorme gama de possibilidades para aplicacdo. As industrias
alimenticias sd@o as maiores consumidoras de amido, entretanto, este polimero € usado
também em um grande nimero de processos industriais destacando seu uso pelas indudstrias
quimica e téxtil (LEONEL; CEREDA, 2002).

O teor de amilose nos granulos de amido varia de acordo com a fonte vegetal de
origem, geralmente encontra-se nos intervalos de 20-30% em amidos normais de cereais. O
amido de milho contém entre 25-28% de amilose, enquanto o de mandioca possui apenas 17%
(WEBER, COLLARES-QUEIROZ, CHANG, 2009). Devido a essa diferenca, 0s géis de
amido de milho sdo mais rigidos, enquanto que os de mandioca Sd0 mais Viscosos e
transparentes (FRANCO et al., 2002).

A amilose é formada por uma cadeia linear de unidades de a-D-glicoses unidas por
aproximadamente 99% de ligacOes (o 1-4) e pode conter de 350 a 6000 unidades de glicose
em sua estrutura, apresentando estrutura helicoidal, o-hélice, formada por ligacGes de

hidrogénio entre os radicais hidroxilas das moléculas de glicose (KAUR et al., 2012).

3.2 MODIFICACAO DO AMIDO

Os amidos sdo modificados para superar as caréncias encontradas nos amidos nativos
como baixa estabilidade, baixa resisténcia a tensdo de cisalhamento, pH, pressdo e mudancas
de temperatura durante processos tecnolégicos bem como durante a estocagem do produto
final, aumentando sua utilizacdo em aplicagcdes industriais (KAUR et al., 2012).
Consequentemente, o estudo de suas caracteristicas visa entender propriedades tecnolégicas e
aumentar sua aplicacdo na area alimenticia (KOO, LEE, LEE, 2010).

Vaérios fatores contribuem para obtencdo de caracteristicas especificas dos amidos,
como a fonte botanica da qual é extraida e o0 modo de extragdo (CEREDA, VILPOUX,
DEMIATE, 2003). Para atender a demanda de caracteristicas reoldgicas especificas de novos
produtos alimenticios, amidos de diferentes fontes sdo submetidos a modificacbes por
processos quimicos (oxidacdo, fosfatacdo, acetilacdo, succinilagdo, intercruzamento de
ligacOes), fisicos (extrusdo e pre-gelatinizacdo) (SINGH, KAUR, MCCARTHY, 2007) ou
ainda por processos enzimaticos e meios genéticos (ZAVAREZE et al., 2010; KAUR et al.,

2012), tendo suas propriedades alteradas.



17

3.2.1 Fosfatagéo

A modificagdo por fosfatacdo restringe o inchamento interno e mantém a resisténcia a
acao mecanica do amido estabilizando a viscosidade da pasta quente. Neste caso 0 amido nao
incha facilmente e pode ser manuseado em altas temperaturas e pressdes (NABESHIMA,; EL-
DASH, 2004). Amidos nativos contém pequenas quantidades de fésforo, geralmente inferior a
0,1% (WURZBURG, 1986). O amido modificado é considerado um aditivo quimico em
alimentos, portanto, a legislacdo preconiza niveis de fosforo ndo superiores ha 0,4% (Codex
Alimentarius — FAO) (FDA, 2007).

A modificacdo quimica do amido com tripolifosfato de sédio (TPS, NAsP301o)
acontece por meio de esterificacdo e pode ocorrer em qualquer oxidrila (WATTANCHANT et
al., 2003), causando a repulsdo entre cadeias adjacentes das macromoléculas do amido, que
introduz grupos fosfatos carregados negativamente (Figura 2), reduz as associacfes entre
cadeias e facilita a hidratagdo do amido. A presenca de fosforo nas moléculas € um importante
fator na variacdo das suas propriedades funcionais (KARIM et al., 2007). Além disso, as
propriedades quimicas e funcionais conseguidas com a modificacdo do amido dependem da
fonte (WATTANCHANT et al, 2003), condi¢des da reacdo (concentracdo de reagente, tempo
de reacdo, pH e presenca de catalisador), tipo de substituicdo e a distribuicdo do substituinte
na molécula de amido (HIRSCH & KOKINI, 2002) para determinar 0 nimero de grupos
fosfato incorporados a molécula de amido.

g ¢ 0 i
= [l = =
Starch-OH + Na+ (0] ||3—O—F|’—O—IT—O Na+ — Starch—O—}?—O Na++ Na,HP,0;
O, o. O O.
- + g +
Na Na Na Na

Figura 2. Reacdo de fosfatagdo do amido com tripolifosfato de sddio.

Fonte: Modificado de Sherry, Xie, Qiang e Steve (2005).

3.2.2 Oxidacao

A oxidagdo do amido é um processo quimico onde os grupos funcionais carboxila e
carbonila podem ser introduzidos nas cadeias de amido a partir da oxidagdo dos grupos
hidroxilas (SANGSEETHONG, TERMVEJSAYANON, SRIROTH, 2010). O amido oxidado
é produzido pela reacdo do amido com um agente oxidante sobre condi¢6es controladas de pH
e temperatura (WANG, WANG, 2003; SANCHEZ-RIVERA et al.,, 2005). Durante a

oxidacdo, os grupos hidroxilas das moléculas de amido sdo oxidados a grupos carbonilicos
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(C=0) e carboxilicos (COOH), principalmente em C-2, C-3 e C-6 (KUAKPETOON; WANG,
2001; FRANCO et al., 2002) (Figura 3). A oxidacdo também ocasiona o rompimento das
ligacbes D-glucana a-1,4 causando a despolimerizacdo da molécula (WURZBURG, 1986).

As principais propriedades do amido oxidado sdo baixa viscosidade, alta estabilidade e
claridade de pasta (WURZBURG, 1986). Esta modificacdo também promove atividade
antibacteriana atribuida principalmente aos agrupamentos aldeidos formados durante a
oxidacdo (SONG et al., 2010). Os amidos podem ser oxidados por diversos agentes oxidantes
como hipoclorito de sodio (KUAKPETOON; WANG, 2001; KUAKPETOON; WANG,
2008) peroxido de hidrogénio (TAVARES et al., 2010), ozonio (CHAN et al., 2011),
periodato (YU; CHANG; MA, 2010) e permanganato de potassio (SINGH; KAUR;
MCCARTHY, 2007), entretanto, a producdo comercial de amido oxidado para aplicacdes em
alimentos emprega principalmente hipoclorito de sédio (WURZBURG, 1986).

Dependendo do agente oxidante e das condicGes da reacdo, podem ser gerados
preferencialmente grupos carboxila ou carbonila. Em condi¢es Otimas de reacdo, o
hipoclorito introduz mais grupos carboxilicos enquanto o perdxido introduz grupos
carbonilicos (SANGSEETHONG; TERMVEJSAYANON; SRIROTH, 2010). Uma
caracteristica marcante dos amidos oxidados é seu carater aniénico (CEREDA; FRANCO,
2001). Baseado nisso, por possuirem cargas negativas acredita-se que 0s grupamentos
carboxilicos formados durante a oxidacdo podem reagir com alguns aminoacidos das

proteinas, formando pontes salinas promovendo sua precipitacao.

CH,0H CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OM

Q Q ‘ Q —Q NaOC! 0 0 0 0
OH OH o OH i
, ( 0 OH OH H
Q JN\ OH ( 0 OH OF 0 : { 0}()
?” e OH T H "0 OH OH ~0 o

Figura 3. Oxidacdo do amido, mostrando a formac&o dos grupos carbonilas e carboxilas.

Fonte: Modificado de Sherry, Xie, Qiang e Steve (2005).

3.3 PRINCIPAIS INGREDIENTES UTILIZADOS NA PRODUQAO DE CERVEJA

A cerveja € uma bebida de malte resultante da fermentac&o alcoodlica do extrato aquoso
do malte de cevada com lupulo (WALKER, 2000). O processo cervejeiro é consequéncia de
multiplos estagios, envolvendo a conversdo biologica de materiais in natura em produto final

(CARVALHO et al., 2006), considerado chope a cerveja que ndo foi pasteurizada no envase
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(BRASIL, 1997). Sabendo disso, € importante conhecer sobre cada ingrediente utilizado no

processo.

3.3.1 Agua

A &gua como matéria-prima cervejeira é especialmente importante, pois constitui
mais de 90% da mesma. Assim sendo, as suas caracteristicas fisicas e quimicas sdo de
fundamental importancia para a obtencdo uma cerveja de qualidade (GOLDAMMER, 1999).
Esta deve assegurar um pH desejavel (6,5 - 7,0) na mistura de malte e adjunto durante a
mosturacdo, promover a extracdo dos componentes amargos e aromaticos do lupulo, bem
como uma boa coagulacdo do trub (proteinas) durante a fervura, a fim de permitir uma boa
fermentacdo e desenvolver cor, aroma e sabor caracteristico do tipo de cerveja fabricada
(BERNSTEIN, WILLOX, 1977). Um fator fundamental no controle do pH da &gua € que a
alcalinidade poderé ocasionar a dissolucdo de materiais existentes no malte e nas cascas, que
sdo indesejaveis no processamento (TALUFO et al., 2010).

3.3.2 Malte

O malte utilizado na industria cervejeira € obtido a partir de cevadas de variedades
selecionadas especificamente para essa finalidade (CEREDA, 1985). A cevada maltada forma
alguns compostos através da reacdao de Maillard, que sdo responsaveis por conferir cor, sabor,
odor e corpo caracteristico e normalmente agradavel a cerveja (CEREDA; VENTURINI
FILHO, 2005).

Em termos simples, a maltagem é a germinacdo controlada de gréos de cereais. Essa
visa 0 desenvolvimento enzimatico, com a ativacdo de enzimas presentes no cereal ndo
maltado (HARDWICK, 1995). Formam-se enzimas, principalmente a-amilase, B-amilase e
proteases, que serdo utilizadas na conversdo das matérias primas em mosto cervejeiro
(CEREDA; VENTURINI FILHO, 2005). Depois de transformado, o malte é o fornecedor dos
agucares, entre outras substancias, necessarios para o processo de fermentagéo (FIX, 1999). O
malte deve, ainda, fornecer casca que serd utilizada como auxiliar de filtracdo na clarificacdo
do mosto (VENTURINI FILHO, 2000).

3.3.3 Ldupulo
O lapulo (Huomulus lupulus L.) € uma trepadeira perene, didica (apresenta plantas
masculinas e femininas) pertencente a familia Cannabinaceae (VENTURINI FILHO, 2000).

As flores femininas e os frutos recorrentes sdo ricos em glandulas amarelas, contendo resinas
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(15%), que conferem o gosto amargo e Oleos essenciais, que sdo responsaveis pelo aroma, 0s
quais caracterizam a bebida (HOUGH, 1985). O lupulo também possui agdo antisséptica, pois
o0s acidos iso-alfa sdo bacteriostaticos e contribuem para a estabilidade do sabor e da espuma

da cerveja, além de ajudar na coagulacéo de proteinas (GRAT, 1977).

3.3.4 Levedura

A levedura € o microrganismo responsavel pela conversdo de acucares fermentaveis
em etanol e outros subprodutos (OSMAN et al., 2003). Pertencem a espécie S. cerevisiae
(KUHBECK, 2006). Na presenga de oxigénio, estes microrganismos multiplicam-se, mas, na
sua auséncia realiza a fermentacdo alcodlica do mosto cervejeiro, metabolizando os agucares
fermentesciveis (maltose, glicose e maltotriose) para produzir alcool, CO>, energia na forma
de ATP (adenosina tri-fosfato) e calor, que sdo essenciais para a producdo de cerveja
(VENTURINI FILHO; CEREDA, 1996). Além disso, podem contribuir com aspectos florais,
frutados ou minerais, indicados para diferentes estilos de cerveja.

3.4 CLARIFICACAO DA CERVEJA

A qualidade da cerveja pressupfe a auséncia de compostos que conferem aspectos
indesejaveis (WOLFE et al., 2012). A translucidez € um componente da qualidade da cerveja
e depende de varios fatores que estdo relacionados com as matérias-primas, 0 processo de
desenvolvimento e tipo de clarificante utilizado (POSADA, 1995). Todos os clarificantes
podem ser considerados conservantes, pois removem particulas organicas da cerveja que
eventualmente poderiam prejudicar suas caracteristicas e desenvolver sabores e aromas
desagradaveis (NACHEL, 2008). Entre os parametros mais importantes na avaliacdo de
qualidade estdo o sabor, a presenca e permanéncia de espuma, cor, teor de alcool e presenca
de residuos ou precipitados (estabilidade) (CARDENAS, 2003).

A instabilidade fisica da cerveja ocorre principalmente pela formacdo de turbidez. A
matéria-prima utilizada para a producdo da cerveja € fonte de precursores da turbidez, como
polifendis e proteinas (KEUKELEIRE, 2000). A translucidez do mosto é determinada pelo
contetdo de particulas microscopicas suspensas que resultam a precipitacdo e floculagéo de
polipeptidios e polifenois durante a fervura do mesmo (LEATHER, WARD, 1994).

A cerveja pode ser considerada uma boa fonte de polifenois (LUGASI, 2003). Estes
sdo provenientes do malte (cerca de 70 a 80%) e do lapulo (entre 20 e 30%) (GERHAUSER,
2005). Os compostos fenolicos podem ser encontrados em sua forma livre ou, mais

frequentemente, ligados a outros compostos, como esteres e glicosideos. Séo derivados de
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acidos hidrobenzdéicos (&cido galico, acido protocatechuico, acido siringico) e acidos
hidroxicinamicos (&cido ferdlico, &cido pcumarico, &cido caféico) sdo principalmente
extraidos do malte, enquanto que os flavonois (quercetina, canferol), chalconas
(xanthohumol) e flavanonas (isoxanthohumol e prenilnaringenina) sé@o encontrados no lapulo.
Catequinas, procianidinas e taninos derivados de flavondis sdo igualmente encontrados no
malte e no lGpulo (SIQUEIRA, BOLINI, MACEDO, 2008).

Em temperaturas elevadas (cerca de 70°C), ocorre a formacdo de codgulos grandes,
pois as proteinas que provocam a turvacao sdo ricas em prolina, que por ter a cadeia aberta
combina-se com os polifenois, formando o complexo proteina-polifenol (WARD, 2015). Se
houver a mesma quantidade dos dois compostos (Figura 4), a interacdo serd maior,
aumentando o sedimento. Com a queda de temperatura apds a fervura, as proteinas voltam a
estrutura menor (rompem-se dos polifends), retornando para o meio, causando a turvacdo.
Com uma baixa concentracdo de proteina ndo se pode estabelecer pontes entre proteinas e
polifendis, deixando os complexos menores, evitando a turbidez (CARDENAS, 2003).

Concept of Protein-Polyphenol Interactions

Protein molecule wkh fixed
=+ Phenol molecule { number of phenol binding stes

Phenol = Protein
g Phenol > Protein Phenol < Protein

Figura 4. Interacdes entre proteina/polifenol.

Fonte: SIEBERT (1999).

Consequentemente, a manipulacdo do processo de producdo aponta a remogéo dessas
particulas, que vdo melhorar a clarificacdo a frio, por conseguinte, a qualidade da cerveja
acabada. As particulas microscopicas do mosto podem passar por mais processos floculantes
para formar precipitados macroscopicos, durante a ebuli¢do (hot break) ou resfriamento (cold
break) (LEATHER, WARD, 1994). Para reforcar a precipitacdo dessas particulas, podem ser

adicionados ao mosto agentes clarificadores. Este processo resulta em melhorias na claridade
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do mosto frio, em comparagdo com mostos ndo adicionados, fornecendo beneficio
significativo. A reacdo que acontece nesse procedimento € uma interagdo eletrostatica entre as
moléculas carregadas negativamente e os polipeptidios (cargas positivas), gerando uma co-
preciptacdo desses compostos (NACHEL, 2008). O clarificante pode contribuir também
ligando-se aos complexos taninos-protéicos, pois essa interacdo esta em suspensdo e ndo

consegue decantar, provocando turvagdo em baixas temperaturas (REINOLD, 1997).

3.5 CLARIFICADORES

A claridade sempre foi considerada como uma qualidade essencial para a maioria dos
tipos de cerveja. Por isso, os agentes clarificadores sdo aplicados no mosto, na cerveja
fermentada, na maturacédo, e no produto final. Uma caracteristica desejavel durante a fervura
do mosto € ter floculacdo rapida com coesdo forte e compactacdo do trub, permitindo a
obten¢do de um mosto claro (RYDER, POWER, 2006).

3.5.1 Goma carragena

As carragenas sdo um grupo de polissacarideos naturais que estdo presentes na
estrutura celular de algas marinhas vermelhas do tipo Rodophyceae. Quimicamente, s&o
poligalactanos, polimeros sulfatados de moléculas alternadas de D-galactose e 3-6 anidro-D-
galactose (3,6-AG) unidas por ligacdes glicosidicas a(1-3) e B(1-4) (CARRAGENA, 2000).

Na producdo de cerveja, a utilizacdo da carragena ajuda na clarificacdo do caldo de
lUpulo e permite a floculacdo seletiva das proteinas insollveis, resultando assim em uma
cerveja mais cristalina (PEREIRA, 2004).

Como formulagdo quimica de base as cadeias moleculares destes polissacarideos
apresentam duas caracteristicas fundamentais: sdo constituidas a partir de um monémero
(galactose) e contém uma forte proporcao de radicais OSO3™ (24 a 26%), aos quais se deve a
carga negativa apresentada pelo composto (PEDROSO, 2006). Sabendo disso, a reagdo que
ocorre nas proteinas do mosto é semelhante ao mecanismo das proteinas do leite, onde as
carragenas sdo altamente reativas com as proteinas do leite, devido a forte interacdo
eletrostatica entre os grupos sulfatos, negativamente carregados, da molécula de carragena
com a micela da caseina que possui regides de forte carga positiva (CARRAGENA, 2000). O
resultado da interacdo carragena/proteina depende do pH do sistema e do ponto isoelétrico da
proteina (PEREIRA, 2004).

Apos a fervura, ocorre a decantagdo das proteinas que consistem de complexos

proteina-proteina ou proteina-polifenol, normalmente promovido pela adicdo de goma
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carragena (Irish moss ou Whirlfloc) perto do final da fervura (WOLFE et al.; 2012). Além de
colaborar com a decantagdo das proteinas da cerveja, as carragenas sdo indicadas para
estabilizar as emulsGes e espumas devido a sua alta capacidade de formar matrizes 3-D e sua
forte interacdo eletrostatica (CARRAGENA, 2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Foram utilizados amidos de milho e de mandioca adquiridos no mercado local e 0s
reagentes utilizados foram de grau de pureza analitica. As cervejas foram produzidas com
agua potavel sem cloro. O malte tipo Pilsen e os lupulos (Galena e Saaz) foram obtidos de um
distribuidor de insumos para microcervejeiros. Para fermentacdo da cerveja foi utilizada uma
cepa de Saccharomyce cerevisiae de alta fermentacdo de denominacdo comercial Fermentis
Safale S-04.

4.2 AMOSTRAS

Para avaliar o efeito da clarificacdo de cerveja artesanal utilizando amido modificado
como substituto da goma carragena, foram aplicados dois tipos de modificagdes (fosfatacdo e
oxidagéo), em duas concentracOes para cada fonte boténica, resultando em 8 tratamentos. O
codigo, fonte boténica, tipo de modificacdo e concentracdes de reagentes estdo apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1. Apresentacdo das amostras e modificagtes realizadas.

Ensaio Cédigo BgféTs:a Modificacdo Conc(e(;: )r agao Reagente
1 MiO (1%) Milho Oxidacéo 1 Hipoclorito de s6dio (NaClO)
2 MiO (2%) Milho Oxidacéo 2 Hipoclorito de s6dio (NaClO)
3 MaO (1%) Mandioca Oxidacéo 1 Hipoclorito de s6dio (NaClO)
4 MaO (2%) Mandioca Oxidacéo 2 Hipoclorito de s6dio (NaClO)
5 MiFB Milho Fosfatacao 2,8 Tripolifosfato de sédio (NasP3010)
6 MiFA Milho Fosfatacao 8,6 Tripolifosfato de sédio (NasP3010)
7 MaFB Mandioca Fosfatacao 2,8 Tripolifosfato de sédio (NasP3010)
8 MaFB Mandioca Fosfatagao 8,6 Tripolifosfato de sédio (NasP3010)

4.3 MODIFICACAO DO AMIDO

4.3.1 Oxidacao

A oxidacdo do amido nativo foi realizada seguindo o método descrito por
Sangseethong, Lertphanich, Sriroth (2009). O hipoclorito de sddio (NaClO) foi adicionado
nos devidos tratamentos na concentracdo de 1 % e 2% (m/m) de cloro ativo em relagédo a
massa de amido (300 g, b.s.). A dispersdo foi mantida sob agitacdo e o pH conservado em
torno de 8,5 mediante adigdo de HCI 3% (m/v) e NaOH 3% (m/v) ao longo do periodo de 2

horas de reagdo em temperatura ambiente. O pH da disperséo foi ajustado para 6,5 pela adicéo
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de HCI 3% (m/v). O amido foi recuperado por filtracdo a vacuo, lavado com 2000 mL de agua
destilada para eliminar o excesso de reagentes, e seco em estufa a 45°C por 8 horas.

4.3.2 Fosfatacédo

O amido nativo foi submetido a fosfatacdo baseado no método descrito na patente de
Kerr e Clevelanand (1964). Cada amostra (300 g. b.s.) foi suspensa em 408 mL de agua
destilada e, em seguida foram adicionadas quantidades pré-determinadas de tripolifosfato de
sodio para cada tratamento, sendo a dispersdo agitada por 30 minutos, o amido recuperado por
filtracdo a vacuo e seco em estufa a temperatura de 45°C até 10% de umidade. Em seguida, a
amostra seca foi moida e colocada em estufa com circulagdo de ar forcada por 4 horas a
temperatura de 130°C. O amido foi suspenso em agua, filtrado e lavado com 2000 mL de

agua destilada. Apds, seco a 45°C até atingir 10% de umidade.

4.4 CARACTERIZACAO DOS AMIDOS MODIFICADOS

4.4.1 Determinacdo do teor de grupos carboxilas

O teor de grupos carboxilas foi determinado pelo método de SMITH (1967). O amido
oxidado foi disperso em 100 mL de uma solucdo padronizada de HCI 0,1 mol/L e agitados
por 30 minutos. A dispersdo foi filtrada e o residuo foi lavado com agua destilada até
completa remoc¢do do ion cloreto e, em seguida foi seco em estufa a 45°C por 8 horas.
Amostras de 2,0 gramas dos amidos lavados foram dispersos em 300 mL de agua destilada e
aqueceu-se a dispersdo em banho de agua fervente com agitacdo continua por 15 minutos até
a completa gelatinizacdo do amido. A dispersdo foi resfriada até a temperatura ambiente e
titulada com solucéo padronizada de NaOH 0,1 M até pH 8,3. Como branco foi utilizada uma
amostra de 2,0 gramas de amido nativo, a qual foi gelatinizada e titulada de maneira analoga a
do amido oxidado. O teor de grupos carboxilas foi calculado utilizando a Equacéo 1, onde a
% COOH corresponde ao percentual de carboxilas, V1 ao volume (mL) de NaOH na amostra
gasta em titulacdo, V2 ao volume (mL) de NaOH na amostra branco gasta em titulagéo,
[NaOH] a concentragédo mol/L de NaOH, m a massa (g) da amostra (b.s) e 0,045 a massa (g)

miliequivalente do grupo carboxila (-COOH).

(V1 —V2) x [NaOH ] x 0,045 x 100
% COOH = — (2)
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4.4.2 Determinacdo do teor de grupos carbonilas

O teor de grupos carbonilas foi determinado seguindo a metodologia de SMITH
(1967). Uma amostra de 2,0 gramas de amido oxidado, previamente lavada com &gua
destilada, foi pesada e gelatinizada pela adicdo de 100 mL de agua destilada em estado de
ebulicdo. Apds resfriamento da dispersdo até a temperatura ambiente, ocorreu acidificacao até
pH 3,2 e adicionou-se 15 mL de solucéo de cloreto de hidroxilamina a 5% (p/v). A disperséo
foi aquecida em banho de agua a 40°C por 4 horas para entdo ser titulada com solucéo
padronizada de HCI 0,1 mol/L até pH 3,2. Como branco foi usada uma mostra de 2,0 g de
amido nativo, a qual foi gelatinizada e titulada de maneira similar a do amido oxidado. O teor
de grupos carbonilas foi calculado utilizando a Equacdo 2, onde % CO corresponde ao
percentual de carbonilas, V1 ao volume (mL) de HCI na amostra gasta em titulacdo, V2 ao
volume (mL) de HCI na amostra branco gasta em titulacdo, [HCI] a concentracdo mol/L de
HCI, m a massa (g) da amostra (b.s) e 0,028 a massa (g) miliequivalente do grupo carbonila (-
C=0).

(V1 — V2) x [HCI] x 0,028 x 100
% CO = — )

4.4.3 Teor de grupos fosfatos

O teor de grupos fosfatos foi determinado pelo método de Maneesriraj, Phetkoa e
Narkrugsa (1998). O amido fosfatado e desengordurado (extracdo soxhlet com metanol 80%
por 8 horas) foi disperso em 100 mL de agua destilada e o pH foi ajustado a 2,0 com HCL 6
M. Este foi recuperado por centrifugacdo (1800 rpm por 5 min.), lavado trés vezes com agua
destilada, sendo o residuo transferido quantitativamente para um béquer de 100 mL e disperso
com 20 mL de &gua destilada. A dispersao de amido foi titulada com auxilio de um pH-metro
com solucdo de NaOH 0,1 mol/L tendo o cuidado de anotar o volume do titulante quando
atingir o pH 5 (Va) e o pH 9 (\Vb). O teor de grupos fosfatos foi obtido utilizando a Equagéo
3, onde %GP corresponde ao percentual de grupos fosfatos, Va a mL de NaOH 0,1 mol/L pH
5,0, Vb a mL de NaOH 0,1 mol/L pH 9,5, [NaOH] a concentra¢cdo mol/L de HCI e m a massa
(g) da amostra (b.s).

(Vb — Va) x [NaOH] x 0,31
%GP = — 3)
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4.4.4 Solubilidade e poder de inchamento

O amido foi submetido a analise de poder de inchamento e solubilidade baseado na
metodologia de Leach, McCowen e Schoch (1959). A amostra (1,0 g) foi inserida em um
tubo de centrifuga, previamente pesado e tarado, e 40 ml de agua destilada foram adicionados.
Os tubos permaneceram em agitacdo por 30 minutos a temperaturas de 60, 70, 80 e 90 °C.
Apos, o tubo foi resfriado e centrifugado por 10 minutos a 4677 G. O sobrenadante foi
recolhido e pesado em placa de petri, previamente taradas e secas em estufa a 105 °C por 24
horas para determinacdo da massa de amido soltvel (M1) e os tubos, contendo os granulos de
amido intumescidos foram pesados para determinar a massa final intumescida (M) e calcular
0 poder de inchamento dos granulos de amido (Equacéo 4). A solubilidade foi calculada pela

relacdo da massa de amido sollvel e a massa inicial de amido (M), em base seca (Equacéo 5).

Poder de inchamento (g. 100g™1) = (4)
M; — M,

M
Solubilidade (%) = Ml 100 (5)

1

4.4.5 Viscosidade intrinseca

A determinacéo dos tempos de fluxos (segundos) do solvente NaOH 1,0 mol.L ! e das
amostras dissolvidas (0,1 g.100 mL™) foi realizada utilizando um viscosimetro Cannon-
Fenske n. 50, mantido em banho térmico de agua a 30 °C (LEACH,1963). A viscosidade
intrinseca foi obtida por meio da equacdo de Solomon e Ciuta (1962). Onde, I]in corresponde a
viscosidade intrinseca (dL.gl), ¢ a concentracdo da solugdo (g.dL™t), I} a viscosidade

especifica (dL.g™) e Inr corresponde a viscosidade relativa (dL.g™) (Equacéo 6).

1

Nin = <—) 2\/2 (Nsp = LNty ) (6)

c
4.5 FABRICACAO DA CERVEJA

45.1 Etapas do estudo experimental
O estudo experimental foi realizado em trés etapas. A primeira foi padronizar a
formulacdo das cervejas; a segunda, acompanhar a clarificacdo durante todo o processo até a

obtencdo do produto final através de analises (compostos fendlicos, flavonoides, biureto,
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espectrofotometria, turbidez e viscosidade relativa); e na terceira etapa, obter a caracterizagéo
fisico-quimica das cervejas elaboradas artesanalmente.

Inicialmente para a producdo das cervejas, Todos os utensilios utilizados foram
sanitizados com alcool 70° GL e submetidos ao vapor, com o objetivo de prevenir qualquer
tipo de contaminacéo.

Foram produzidas oito formulacdes de cerveja empregando os amidos modificados.
Paralelamente, foram elaboradas duas formulagbes como pardmetro comparativo: uma
denominada “Formulagdo Controle” que utilizou clarificante goma carragena e, outra que ndo
teve nenhum tipo de clarificante adicionado. Estas foram elaboradas nas mesmas condigdes de
processo e submetidas as mesmas analises citadas. As amostras foram apresentadas da
seguinte forma: 1- amostra sem clarificante (SC); 2- amido de milho oxidado 1% (MiO (1%));
3- amido de milho oxidado 2% (MiO (2%)); 4- amido de mandioca oxidado 1% (MaO (1%));
5- amido de mandioca oxidado 2% (MaO (2%)); 6- goma carragena (GCar); 7- amido de
milho fosfatado baixo (2,8%) (MiFB); 8- amido de milho fosfatado alto (8,6%) (MiFA); 9-
amido de mandioca fosfatado baixo (2,8%) (MaFB); 10- amido de mandioca fosfatado alto
(8,6%) (MaFA).

4.5.2 Producéo das cervejas

A fabricacdo de cerveja artesanal foi baseada na metodologia descrita por Szwajgier e
Bancarzewska (2011). O malte seco e em gréos foi moido em moinho de disco. Em seguida,
em uma panela de inox, adicionou-se agua potavel sem cloro com o pH regulado para 5,3 (3
L/Kg de malte) e, o malte moido foi colocado lentamente, iniciando-se o processo de
mosturacdo. A mistura foi submetida ao aquecimento até 60 °C por 70 minutos. Esta etapa
visa privilegiar a acdo da beta amilase, que produz maltose. Apoés, elevou-se a temperatura
para 70 °C por 30 minutos, para favorecer a alfa amilase que produz dextrina (responsavel
pelo corpo da cerveja). Aumentou-se a temperatura para 76 °C por 10 minutos, para ocorrer a
inativacdo das enzimas alfa e beta amilase. Todo esse processo foi mantido sob constante

agitacdo. O Grafico 1 que ilustra o processo de mosturacao.
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Gréfico 1. Gréfico de mosturagdo temperatura (°C) / Tempo (min).

O mosto foi separado do bagaco de malte por processo convencional de filtracdo e a
torta de filtro lavada com &gua a 76°C (2 L/Kg de malte). O liquido recuperado foi retornado
ao recipiente de inox e submetido a fervura por 20 minutos, promovendo a desnaturacdo
proteica. Apos isso, foi adicionado 1,0 g/L de lGpulo tipo amargor, e esse ponto foi
considerado o tempo zero da lupulagem. A fervura ocorreu por 1 hora.

O mosto foi dividido igualmente em dez recipientes. Para cada recipiente foram
adicionados 0,8 g/L de lapulo tipo aromatico e os amidos modificados na concentracdo de 0,1
o/L. Na formulacdo controle foi adicionado a goma carragena na concentracao de 0,067 g/L e
na amostra sem clarificante nada foi adicionado. Todos os mostos foram agitados de forma
circular e uma aliquota foi retirada para a realizagdo do teste rapido.

As amostras ficaram em descanso por 20 minutos para a decantacdo das proteinas e,
apos, o sobrenadante foi separado diretamente para o recipiente fermentador. Foi necessario
resfriar 0 mosto rapidamente para evitar contaminacdo de microrganismos. Em todos 0s
tratamentos foram adicionados o fermento na forma de “indculo pré-ativado”, na
concentracdo de 0,38 gramas de levedura seca/litro de mosto (m/m) em relacdo ao produto
final, a temperatura de 25°C. Os recipientes fermentadores foram tampados com batoques
hidraulicos e deixados em repouso, fermentando sob temperatura de 25°C durante sete dias,
em local com baixa luminosidade. A maturacdo foi realizada por 14 dias em camara
frigorifica regulada a temperatura 10°C.

No engarrafamento, as garrafas, previamente lavadas e sanitizadas com vapor, foram

preenchidas até 5 mL antes do gargalo. Para a carbonatacdo foram adicionados em cada
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garrafa 10,0 mL de solugdo de acucar comercial (0,48 g/mL) (formacdo do gas carb6nico na
cerveja) previamente fervida. As garrafas foram armazenadas de pé em local com pouca
luminosidade e temperatura de 25°C, durante 7 dias. Apds este prazo, as cervejas
permaneceram a temperatura de 5°C a espera das analises fisico-quimicas. A Figura 5
representa o fluxograma do processo da producdo da cerveja artesanal com aplicacdo dos
amidos modificados como agentes clarificadores.

Malte Moagem
Mosturacdo |€ Agua
Filtracdo
Fervura Lupulo Amargor
Dirisio do Liapulo Aromatico
Most
oste Agente clarificante
Resfriamento
Levedura
Fermentacio
Maturacio
Envase < Solucdo de Acucar

Figura 5. Fluxograma do processo de producéo de cerveja artesanal com aplicacio de amidos modificados como

clarificadores.

4.6 ESTRATEGIA

Para avaliar a suposta precipitacdo de proteinas e clarificacdo do mosto, foram
coletadas aliquotas de cada ensaio em pontos especificos do processo e, as mesmas foram
submetidas a analises. Logo apés a fervura do mosto e adicdo do composto clarificante, uma
amostra foi coletada para a realizacdo do Teste Rapido. Os pontos selecionados para avaliacdo

foram:

e Mosto Quente: Amostra coletada ao fim da fervura e adigéo do clarificante.
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Mosto Frio: Amostra coletada do Teste Rapido e deixada a 12°C por 12 horas.

Final da Fermentacdo: Amostra coletada apos sete dias de fermentagéo (25°C).

Final da Maturacdo: Amostra coletada apds 14 dias em temperatura de 10°C

Produto acabado: Amostra coletada ap6s 21 dias de engarrafamento.

4.6.1 Teste Rapido

Este teste foi realizado a partir do método rapido proposto por Ward e Leather (1995)
(Figura 6). Neste método, ao término da fervura, adicionou-se o composto clarificante e a
mistura foi agitada cuidadosamente por cinco minutos. Uma aliquota de mosto foi recolhida e
colocada em uma proveta de 250 mL. O liquido foi deixado em repouso para permitir a
sedimentacdo a quente. Os efeitos que foram observados e registrados em 10 e 20 minutos
(hot break). Ap6s, uma amostra deste mosto foi coletado e colocado em proveta de 50 mL. A
amostra foi resfriada com agitagdo ocasional, seguido de descanso por 12 horas a 10°C para
observar a clarificacdo a frio (cold break). Este procedimento foi realizado igualmente para

todos os tratamentos.

B mAAEE

Figura 6. llustragdo do teste rapido proposto por Ward e Leather.

4.6.2 Determinacdo de compostos fenolicos totais

O indice de polifendis totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
desenvolvido por Folin-Ciocalteu segundo metodologia de Singleton e Rossi (1965), com
algumas modificacdes. As analises foram realizadas em triplicata. Foram pipetados 30 pL da
amostra, 2370 uL de agua destilada, e 150 pL de Folin-Ciocalteu. Apos 2 minutos de repouso,
adicionou-se 450 pL de solucdo de carbonato de sodio (Na2COz) 15%. As solucgdes foram

incubadas ao abrigo da luz por 2 horas para completa rea¢do. A seguir, a absorbancia foi lida
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a 765 nm em espectrofotometro (modelo UV/VIS T-80, PG Instruments Limited, Beijing,
China) previamente calibrado contra o branco. Os teores de compostos fendélicos totais foram
determinados por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracéo
construida com padrdes de acido galico (y=0,001x + 0,0005; R?=0,9939) e expressos em

miligramas de equivalente de cido galico por litro (mg EAG.L™?).

4.6.3 Quantificacdo de flavondides totais

O conteudo de flavondides totais foi quantificado pelo método colorimétrico proposto
por Chang et al. (2002), onde foram misturados 250 uL. de amostra com 1250 pL. de agua
destilada e 75 pL de nitrito de s6dio (NaNO2) 5%. Apds 6 minutos em repouso, acrescentou-
se 150 puL de cloreto de aluminio hexaidratado (AICI3.6H20) a 10%. Esperou-se 5 minutos em
repouso e foram adicionados 500 pL de hidroxido de sédio (NaOH) a 1 M e 275 pL de agua
destilada e a absorbancia foi lida contra o branco a um comprimento de onda de 510 nm
utilizando um espectrofotometro (modelo UV/VIS T-80, PG Instruments Limited, Beijing,
China). Os resultados foram interpolados com a curva de calibracdo de catequina (y=0,002x +
0,0437; R?=0,9961) e expressos em miligramas de equivalentes de catequina por litro de
cerveja (mg EC.L™). A analise foi feita em triplicata e os resultados foram expressos em
média e desvio padréo.

4.6.4 Doseamento de proteinas pelo método Biureto

A quantificacdo de proteinas pelo método de biureto foi realizada baseada na
metodologia proposta por Gornall, Bardawill e David (1949). Foram pipetados 500 pL da
amostra, 2500 pL de reagente de biureto. A solucao foi incubada por 15 minutos a 37°C. Logo
apos, leu-se a absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro (modelo UV/VIS T-80, PG
Instruments Limited, Beijing, China) previamente calibrado contra o branco (reagente de
biureto). Os valores de proteina foram interpolados através da absorbancia das amostras
contra uma curva de calibrag@o construida com padrdes de extrato protéico BSA (y = 0,002x
+ 0,0302; R?=0,9976) e expressos em miligramas de equivalente de BSA por litro (mg

BSA.L-1). As analises foram realizadas em triplicata.

4.6.5 Turbidez
Para a medicdo da turbidez, uma aliquota de 10 mL de cerveja a 20°C foi submetida ao
equipamento turbidimetro HI 98713-02 (ISO 7027), previamente calibrado. Este aparelho

detecta a turbidez usando o método de dispersdo de luz e de luz transmitida, seguindo o
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principio de que a turvagdo é originada mediante substancias dispersas ndo solliveis num
liquido. Um liquido com turvagdo tem a propriedade de dispersar e refletir a luz irradiada
sobre 0 mesmo. A medicdo deste aparelho utiliza a unidade de turvacdo em NTU
(Nephelometric Turbidity Unit).

4.6.6 Espectrofotometria

Para realizacdo de espectrofotometria seguiu-se 0 método descrito por Dale, Tran e
Lyddiatt (1995). Foi coletada uma aliquota da superficie e a turbidez foi avaliada através da
medicdo da absorbancia a um comprimento de onda de 600 nm utilizando um
espectrofotometro (modelo UV/VIS T-80, PG Instruments Limited, Beijing, China) em

relacdo a um branco de agua destilada.

4.6.7 Viscosidade relativa

A viscosidade relativa foi determinada através dos tempos de fluxos (segundos) da amostra de
cerveja submetida a um viscosimetro Cannon-Fenske n. 50, mantido em banho térmico de
agua a 30 °C, seguindo o método 947.07 da AOAC (2000). Como branco foi utilizada a agua
destilada. A viscosidade relativa foi obtida por meio da Equagdo 7, onde t corresponde ao

tempo de escoamento da solugéo e t, ao tempo de escoamento do solvente puro.
t
Nret = (g) (7)

4.7 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DA CERVEJA

As amostras das cervejas artesanais foram avaliadas fisico-quimicamente no
laboratério de analise de alimentos da UTFPR campus de Campo Mourdo. Todas as amostras
foram previamente descarbonatadas em banho-maria com ultrassom. As andlises foram feitas
em triplicata para maior confiabilidade e realizadas de acordo com as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985).

4.7.1 Andlise de pH

Os valores de pH das formulagfes foram determinados utilizando-se um pH-metro
modelo mPA-210, previamente calibrado com as solucdes tampdes pH 4 e pH 7. As amostras
foram analisadas a temperatura de 25°C.
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4.7.2 Extrato real
O extrato real foi resultado da pesagem do residuo seco de um volume de 10 mL de
cerveja submetido a evaporacdo e o extrato real do obtido por meio da Equacdo 8, onde P

corresponde a massa do residuo, em g e V ao volume da amostra, em mL.

m 100xP
Extrato real % — = ( )
\% \%

(8)

4.7.3 Extrato primitivo
O extrato primitivo em cervejas foi obtido por meio de célculo envolvendo os valores
de teor alcodlico e extrato real descrito na Equacao 9, onde P corresponde ao % de alcool em

peso e Er ao % de extrato real.

Extrato primitivo, em % — = ’
xtrato primitivo, em A)m V[100 + (P x 1,066)] )

m ([(P x 2,088) + Er]x 100)
4.7.4 Grau real de fermentacéo

O grau real de fermentacdo foi calculado com base no percentual de alcool e extrato
primitivo conforme a Equacdo 10, Onde A corresponde ao % de alcool em peso e C ao % de

extrato primitivo.

100 x Ax 2,0665)

Grau de fermentacao = ( C

(10)
4.7.5 Acidez

A andlise de acidez total foi realizada por meio da técnica de titulagdo com solucdo de NaOH
0,1N utilizando fenolftaleina como indicador. A acidez total, expressa em gramas de acido
latico em 100 mL, foi obtida utilizando a Equacdo 11, Onde n corresponde ao volume gasto
na titulacdo da solucdo de NaOH, em mL, M a molaridade da solu¢do de NaOH, f ao fator de
correcdo da solugdo de NaOH, MM a massa molar do ac. latico (60g) e V ao volume tomado

da amostra em mL.

nxMzxfx MM
) (11)

Aci ! sc.latico em 1 L=(
cidez total em g de ac.latico em 100m 0%V
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4.7.6 Teor alcoolico

O teor de alcodlico das cervejas foi determinado pela técnica de crioscopia (PLATA-
OVIEDO, 2009). Inicialmente 25 mL de cerveja, previamente descarbonatada, foram
destilados até completar um volume aproximado de 50 mL, através de arraste de vapor. Logo
apos, o liquido foi colocado em um baldo volumétrico de 100 mL e completado com &gua
destilada até o menisco. Neste caso o fator de diluicdo de amostra foi quatro. O ponto de
congelamento da amostra diluida foi determinado em aparelho Crioscépio MC 5400. O teor
alcoolico das cervejas foi quantificado atraves da equacgdo da curva de calibragdo, mostrada
abaixo, que relaciona o teor de etanol (% v/v) com a diminuig&o no ponto de congelamento. A
curva de calibragdo foi elaborada com teores etanol de 0,8 a 2,8% v/v (y = [(2,944467 x At
°H(diminuicdo do ponto de congelamento)) + 0,021435] x fator de diluicio R?=0,9989; P<
0,001) e expressos em %Etanol (v/v)). Os resultados foram expressos em média e desvio

padréo.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia ao nivel de 95% de
confianga (p<0,05) usando o software STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma.,
E.U.A.). Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e as médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DOS AMIDOS MODIFICADOS
5.1.1 Teor de grupos carboxilicos e carbonilicos

O teor de grupos carboxilicos e carbonilicos das amostras podem ser visualizados na
Tabela 2.

Tabela 2. Percentual médio de teor de grupos carboxilicos e grupos carbonilicos das amostras avaliadas.

Amostra COOH (%) -(C=0)-(%)

MiO (1%) 0,086 + 0,01° 0,025 + 0,014
MiO (2%) 0,164 + 0,022 0,075 £ 0,01°
MaO (1%) 0,099 + 0,01° 0,055 +0,01°¢
MaO (2%) 0,186 + 0,02° 0,139 + 0,02°

MiO (1%), amido de milho oxidado 1%;MiO (2%), amido de milho
oxidado 2%; MaO (1%), amido de mandioca oxidado 1%; MaO
(2%), amido de mandioca oxidado 2%. Médias seguidas por letras
iguais na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).

O processo de oxidacdo é produzido pela reacdo do amido com quantidade especifica
de reagente em pH e temperatura controlados e sua eficiéncia depende desses fatores (WANG
e WANG, 2003; SANCHES-RIVERA et al., 2005; SANDHU et al., 2008). Esta modificacéo
pode ocorrer por inimeros agentes quimicos (KUAKPETOON & WANG, 2001;
KUAKPETOON & WANG, 2008; DIAS et al., 2007; TAVARES et al., 2010; SINGH et al.,
2007), sendo o hipoclorito de sédio o mais utilizado (KUAKPETOON, WANG, 2006).

Na reacdo de oxidacdo os grupos hidroxilas das moléculas de amido séo
primeiramente oxidados a grupos carbonila e, posteriormente, a grupos carboxila (ABDEL-
HAFIZ, 1995; RICHARDSON, GORTON, 2003). Portanto, as porcentagens de oxidacéo
desses grupos indicam o nivel de oxidacdo (KUAKPETOON e WANG, 2008). Quanto aos
resultados obtidos dos grupos carboxilas, para ambas as fontes botanicas observa-se aumento
do teor desse grupo com o aumento da concentracdo de 1% para 2% do agente oxidante, ndo
havendo diferenca significativa (p<0,05) entre as fontes botanicas para uma mesma
concentracdo de cloro ativo. Observa-se também que o hipoclorito de sédio introduziu uma
qguantidade maior de grupos carboxilas quando comparado com 0s grupos carbonilas,
privilegiando a oxidagdo dos grupos hidroxilas para grupos carboxilas, fato este informado
por diferentes pesquisadores (SANGSEETHONG et al., 2009; KUAKPETOON, WANG,
2001; WURZBURG, 1986). Para os resultados de formacao de grupos carbonilicos o amido
de mandioca foi mais susceptivel, diferindo significativamente (p<0,05) do amido de milho

nas duas concentragoes estudadas.
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Os teores de carboxilas encontrados para os amidos oxidados nesta pesquisa ficaram
entre 0,086% (+ 0,01%) e 0,186% (= 0,02%). Na literatura, Spier (2010) encontrou valores
semelhantes (0,09%) para o teor de carboxila em amido de milho oxidado. Liu et al., (2014)
encontraram teores entre 0,039% e 0,166%, enquanto a pesquisa de Chavez-Murillo et al.
(2008) apresentou resultados proximos a 0,09% ao oxidar amido com hipoclorito de sodio
(2%). J& para os teores de carbonila os valores ficaram entre 0,025% (+ 0,01%) e 0,139% (+
0,02%). Valores dentro deste parametro (0,079% a 0,152%) foram encontrados por Chong et
al., (2013) e por Chavez-Murillo et al. (2008) que encontraram um teor de carbonila proximo
de 0,160%.

A partir da porcentagem de radicais carboxilicos formados, o amido obtido pode ser
chamado de oxidado ou branqueado. Segundo Taggart (2004), os amidos branqueados contém
menos de 0,1% de radicais carboxilicos adicionados, mostrando que as condi¢des de oxidacao

utilizadas foram brandas.

5.1.2 Teor de grupos fosfatos
O teor de fosforo residual obtido nas amostras de amido de milho e mandioca pode ser
observado na Tabela 3.

Tabela 3. Teor médio de fésforo obtido apés a modificacdo por fosfatacdo em diferentes concentragdes de
tripolifosfato de sédio no amido de milho e mandioca.

Amostra Fosforo (%)
AMIN 0,004 +0,01°¢
MiFB 0,014 +0,01°
MiFA 0,072 + 0,012
AMaN 0,003 + 0,02¢
MaFB 0,015 +0,01°
MaFA 0,069 + 0,022

AMIN, amido de milho nativo; MiFB, amido de milho
fosfatado baixo (2,8%); MiFA, amido de milho
fosfatado alto (8,6%); AMaN, amido de mandioca
nativo; MaFB, amido de mandioca fosfatado baixo
(2,8%); MaFA, amido de mandioca fosfatado alto
(8,6%). Médias seguidas por letras iguais na mesma
coluna, ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).

Um dos tipos de modificacdo quimica mais utilizada com amidos naturais é a
fosfatacdo com o tripolifosfato de sodio (TPS) (CEREDA, 2003), por ser um método simples,
de baixo custo e de eficientes resultados (ZHOU et al., 2002). Esta reagdo ocorre pela
introducdo de grupos fosfatos nas cadeias de amido, deixando-0 negativamente carregado

(KARIM, 2007) e causando a repulsdo entre as cadeias (LIU et al., 1999), sendo o binbmio

tempo-temperatura fator decisivo para a modificacdo quimica apropriada (CRUZ, EL DASH,
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1984; PEREIRA, 2008). A fosfatacdo do amido afeta drasticamente sua capacidade coloidal e
devido as suas propriedades ionicas (CEREDA, VILPOUX, DEMIATE, 2003), amidos
fosfatados sdo bons agentes emulsificantes (WATTANCHANT et al, 2003).

Em alimentos, estabelece-se um limite de fosforo residual de 0,4% (FAO, 2015). A
norma brasileira, através da resolucdo RDC 234/2002 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), permite uma concentracdo residual de 0,1% de fosforo (BRASIL, 2002).

Através dos resultados apresentados, pode-se observar que 0s amidos nativos
estudados (milho e mandioca) possuem baixo teor de fésforo (0,004 — 0,003%), semelhante
com os resultados encontrados por Pereira (2011). Entretanto, os teores de fosforos para as
amostras modificadas foram superiores a da amostra nativa, indicando que o processo foi
efetivo para promover a ligacdo do fésforo com o amido. Ao comparar as fontes botanicas,
ndo houve diferenca significativa (p<0,05) quando utilizou-se a mesma quantidade de
reagente, mas o teor de fésforo aumentou com o incremento de tripolifosfato de sddio para as
duas fontes estudadas. O mesmo comportamento foi relatado por diversos autores (SCHMIDT
& CABELLO, 2009; LIM & SEIB, 1993; MUHAMMAD, 2000; PEREIRA, 2008; ZHAO et
al., 2015; LEE et al., 2009; ABSAR et al., 2009; CHUNG & LA, 2006; LAWAL et al., 2005;
ATICHOKUDOMCHAI et al., 2004).

As porcentagens de fdsforo identificadas nos amidos fosfatados variaram de 0,014%
(= 0,01%) a 0,072% (+ 0,01%). Outros autores relataram valores parecidos em suas pesquisas,
Batista et al., (2010) modificaram amido de milho e trigo utilizando diferentes concentracdes
(2,5; 5; 10 e 15%) de tripolifosfato de sédio, e obtiveram resultado entre 0,005% e 0,10% de
fésforo. Na pesquisa feita por Pereira (2008), ao variar o tempo de reacdo e a concentracdo de
reagente, encontrou teores entre 0,015% e 0,092%. Em 2015, Zhao et al., modificou amido de
batata doce e conseguiu grau de substituicdo entre 0,017% e 0,026% de fosforo. Ribeiro
(2011) apresentou valores entre 0,08% e 0,09% em seu estudo com amido de mandioca.
Rechsteiner (2009) ao variar o tempo de reacdo entre 2 e 6 horas com uma concentracéo de
5% de reagente obteve uma incorporacdo de fdésforo entre 0,06% e 0,074% no amido de
mandioca. Koo, Lee e Lee (2010) ao modificar amido de milho com diferentes concentracfes
de reagente (5, 10 e 12%) perceberam que houve acréscimo no grau de ligacGes cruzadas a
medida em que as concentracdes dos reagentes eram aumentadas. Ja Carmona-Garcia et al.
(2009) modificaram amido de banana e conseguiram um valor de 0,09 e 0,2% de fosforo,

valores superiores ao dessa pesquisa.
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Sendo assim, pode-se afirmar que os amidos modificados por fosfatacdo alcancaram o
objetivo de ficar negativamente carregado em diferentes teores, cumprindo os limites

estipulados para uso em alimentos.

5.1.3 Poder de inchamento (P1) e solubilidade (SOL)

O poder de inchamento e solubilidade variam de acordo com a fonte dos dominios
amorfos e cristalinos (SINGH et al., 2003) e sua determinacédo € realizada em temperaturas
elevadas (LIMBERGER et al., 2008). Com o aquecimento do sistema, 0 aumento na
capacidade de absorcdo de agua é favorecido, e a rede micelar do amido é enfraquecida
devido ao rompimento das ligacbes de hidrogénio, ocorrendo com isto, inchamento do
granulo e solubilizacdo do amido (SWINKELS, 2002; DINIZ, 2006). A elevada capacidade
de ligacdo dos granulos com agua € atribuida a perda de associacdo dos polimeros do amido
no granulo nativo ou modificado (WOOTTON, BAMUNUARACHCHI, 1978).

5.1.3.1 Poder de inchamento (PI)
Os valores do poder de inchamento estdo representados no Gréfico 2, construido a
partir de dados contidos no Anexo 1.
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Grafico 2. Poder de inchamento médio obtido apds a modificagdo por oxidacéo e fosfatagdo nos amidos de
milho e mandioca.

Ao observar o grafico, percebe-se que os amidos nativos apresentam um Pl baixo e
apo6s 70°C ndo tem muita variacdo de comportamento, sendo que o amido de milho e

mandioca ndo tiveram diferenca significativa (p<0,05) com o aumento da temperatura. O
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amido de milho oxidado 1% (amostra 2) apresentou-se de forma semelhante aos amidos
nativos, tendo um leve aumento no PI, entretanto ndo diferiu significativamente (p<0,05),
sugerindo que esta amostra apesar de ser modificada nédo serve para aplicacdes que dependem
do aumento do poder de inchamento.

Para as amostras 3, 4 e 5, pode-se observar um comportamento parecido, onde ocorreu
um aumento no Pl entre 60°C a 80°C e logo apds um decréscimo (90°C), sendo que a amostra
3 € a que mais apresenta variacdo nessa faixa de temperatura (60 e 80°C). Estes resultados
estdo de acordo com os encontrados em um estudo feito por Lawal et al., (2005) que
constataram uma reducdo no poder de inchamento ao analisar o efeito da modificacéo acida e
oxidativa em amido de milho. Segundo eles, a reducdo do poder de inchamento ap6s oxidagdo
ocorre devido uma desintegracao estrutural dentro do granulo de amido durante o processo de
modificacdo. No estudo realizado por Spier (2010), pode-se verificar que as amostras de
amidos oxidados 1% e 2% de hipoclorito de sodio apresentaram resultados parecidos com 0s
obtidos nessa pesquisa.

Dentre essas trés amostras citadas acima, a amostra 3 (MiO 2%) apresentou diferenca
significativa (p<0,05) na temperatura de 80°C, onde alcancou o apice de PI e, logo apos,
houve um decréscimo, ficando estatisticamente igual as amostras 4 e 5. Essa diferenca
acontece porque os amidos de raizes e tubérculos possuem baixa temperatura de pasta, baixa
resisténcia ao atrito mecanico e baixa tendéncia a retrogradacdo quando comparados com
amido de cereal normal, sendo estas propriedades atribuidas a auséncia de lipideos e
fosfolipideos (LIM, KASEMSUWAN, JANE, 1994). Esse comportamento foi citado por
Wang e Wang (2003), que oxidou amido de milho e obteve um aumento no poder de
inchamento em temperaturas de 75 e 85°C, no entanto foi reduzido quando avaliado a 95°C.
Esses pesquisadores explicam que em baixas concentrac6es de hipoclorito de sédio a amilose
¢ preferencialmente hidrolisada, auxiliando no aumento do poder de inchamento nas
temperaturas de incubacdo de 75 e 85°C. Mas, em maiores concentrages de oxidante em que
a amilopectina é também hidrolisada, o amido perde a habilidade de absorver agua, reduzindo
0 poder de inchamento principalmente em temperaturas extremas como 95°C.

J& a modificacdo quimica do amido por fosfatagdo (amostras 7, 8, 9 e 10) caracteriza-
se por aumentar o poder de inchamento e a solubilizacdo dos granulos (SCHIRMER,
TOLEDO, REYS, 1986; SIVAK & PREISS, 1998; SITOHY et al., 2000).

Segundo Cereda (2003), a fosfatagdo possibilita alteragdes fisicas e reolédgicas do
amido nativo como o aumento do poder de inchamento, formando ligagdes cruzadas que

reforcam as ligagOes de hidrogénio naturais, retardam a velocidade de absor¢do de agua do
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granulo, intumescem e reduzem a sensibilidade do granulo intumescido a ruptura. Os amidos
fosfatados tiveram comportamento de constante aumento no Pl conforme a temperatura foi
aumentada, sendo que o amido de milho (amostras 7 e 8) teve maior variacdo quando a
concentracdo do reagente foi aumentada, diferindo estatisticamente (p<0,05) nas temperaturas
de 60, 70 e 80°C. Nabeshima & El-dash (2004) em seus estudos concluiram que presenca de
ligagdo cruzada aumenta a resisténcia ao inchamento e a gelatinizagdo do granulo de amido.
Valores semelhantes foram encontrados por Nwokocha et al. (2009). Em um estudo feito por
Singh, Kaur, McCarthy (2007), citam que a esterificacdo aumenta o poder de inchamento do
amido. Sitohy (2000), e Limberger et al. (2007) afirmam que a introducdo de grupos fosfato
nos granulos de amido pode reduzir as forcas intermoleculares de ligagdo, devido a repulsdo
dos grupos fosfato negativamente carregado nas moléculas de amido, aumentando o poder de

inchamento.

5.1.3.2 Solubilidade (SOL)
Os resultados obtidos na andlise de solubilidade (Anexo 2) estdo apresentados no
Gréfico 3.
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Gréfico 3. Solubilidade ap6s a modificacdo por oxidacao e fosfatacdo nos amidos de milho e mandioca.

A solubilidade representa a quantidade de moléculas de amido solubilizadas a uma
determinada temperatura (SPIER, 2010). E em geral, aumenta com a modificacdo quimica
com 0 acréscimo na temperatura de incubacdo. Quando o amido € aquecido em excesso de
agua, acima da temperatura de empastamento, a estrutura cristalina é rompida devido ao

relaxamento de ligagcbes de hidrogénio e as moléculas de agua interagem com 0S grupos
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hidroxilas da amilose e da amilopectina. Isso causa um aumento do tamanho dos grénulos
devido ao inchamento e também ocorre parcial solubilizagdo (HOOVER, 2001).

De acordo com o grafico 3, pode-se observar que o amido de milho nativo tem baixa
solubilidade entre a temperatura de 60 a 90°C. A amostra 2 apresentou 0 mesmo
comportamento do amido de milho nativo, ndo diferindo significativamente (p<0,05) (tabela
5). Segundo Biliaderis (1991) os granulos de amidos nativos séo insolUveis em agua abaixo
da temperatura de gelatinizacao. Eles expandem um pouco em agua fria (10 a 20%), mas essa
expansdo é limitada por ser severamente restringida pelas camadas essencialmente continuas
de amilopectina cristalina (MORRISON, 1995). J& o amido de mandioca nativo apresentou
elevada solubilidade a partir de 70°C. Segundo Cereda et al. (2002), essa reacdo acontece
porque amidos ricos em amilose mostram solubilidade restrita, mesmo ap6s um periodo
prolongado de aguecimento. Para comprovar isso, Sandhya, Rani e Bhattacharya (1989)
mostraram que granulos de amido com baixa quantidade de amilose sdo menos rigidos e
absorvem mais &4gua quando aquecidos.

Ao observar amostra 3, percebe-se um aumento significativo (p<0,05) teor de
solubilidade a partir de 70° a 90°C, que pode ser justificado pela despolimerizacdo e
enfraguecimento do granulo de amido devido a modificagdo mais severa. Este resultados esta
de acordo com os encontrados por Lawal et al. (2005) que ao estudar o efeito da modificacao
acida e oxidativa em amido de milho constataram um aumento na solubilidade promovida por
estas modificaces quimicas em comparacdo ao amido ndo modificado.

Para as amostras 4 e 5, percebe-se um comportamento semelhante entre 60°C e 80°C.
A partir disso, a amostra 5 difere significativamente (p<0,05), ocorrendo aumento na
solubilidade entre 80 e 90°C. Isso pode ser explicado pelo aumento de reagente na
modificacdo por oxidacdo, fazendo com que os grupos hidroxilas da molécula de amido
possam reagir com o grupo carboxilico livre, formando ions carboxilato (COO"), aumentando
a solubilidade do amido (CHIN; PANG; LIM, 2012). Este resultado pode ser comparado ao
encontrado por Wang e Wang (2003) que ao oxidar amido de milho, variando a concentragdo
de hipoclorito de 0 a 3% encontraram um aumento substancial na solubilidade com o
incremento na concentracdo de hipoclorito de sédio, apresentando valores de 7,9% a 66,3%
respectivamente, na temperatura de 95°C.

Embora a temperatura de 60°C esteja abaixo da temperatura de gelatinizagdo, uma
pequena quantidade de moléculas de amido sdo capazes de se lixiviar, presumidamente

moléculas de amilose (SPIER, 2010). Essa afirmagdo pode ser observada claramente na
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amostra 8, que expressa um incremento na solubilidade desde 60°C, aumentando com a
variacdo da temperatura, demonstrando eficiéncia na modificagdo por fosfatacéo.

Apesar das amostras 7, 9 e 10 apresentarem diferenca significativa (p<0,05), ocorreu
aumento do indice de solubilidade que pode ser atribuido a lixiviacdo da cadeia de amilose,
apos o tratamento com tripolifosfato de sodio e o tempo de reacdo, permitindo os grénulos
absorverem mais agua que o amido nativo. Em estudos realizados, Limberger et al., (2008) e
Lawal et al. (2005) constataram 0 mesmo comportamento.

No geral, a solubilidade foi aumentada em todas as temperaturas avaliadas (60°C,
70°C, 80°C e 90°C), sendo que a amostra 2 ndo atendeu a expectativa, apresentando um

resultado préximo ao amido de milho nativo.

5.1.4 Viscosidade intrinseca

As propriedades fisicas de polimeros de amido podem ser caracterizadas através do
peso molecular e distribuicdo do peso molecular (ISLAM et al., 2001). A viscosidade
intrinseca é essencialmente uma medida da friccdo interna ou resisténcia ao deslocamento de
moléculas altamente poliméricas em solugdo (FRANCO, CABRAL, TAVARES, 2002), que
se utilizada adequadamente, pode fornecer um excelente critério de tamanho molecular
relativa. Através dos tempos de escoamentos obtidos, primeiramente foram determinadas as
viscosidades especificas e posteriormente a viscosidade intrinseca para 0os amidos de milho e
mandioca nativos e modificados e os resultados estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4. Viscosidade intrinseca apds a modificacdo por oxidagdo e fosfatagdo nos amidos de milho e
mandioca.

Amostras Viscosidade intrinseca (dL.gt)
1. AMIN 1,95 + 0,02¢
2. MiO (1%) 0,98 £ 0,029
3. MiO (2%) 0,69 + 0,02
4. MaO (1%) 0,93 +0,02"
5. MaO (2%) 0,73 +0,01'
6. AMaN 2,55 +0,01°
7. MiFB 1,90 £ 0,01°
8. MiFA 2,52 +0,01°
9. MaFB 1,83 +0,02f
10. MaFA 2,60 £ 0,012

AMIN, amido de milho nativo; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%;
MiO (2%), amido de milho oxidado 2%; MaO (1%), amido de mandioca
oxidado 1%; MaO (2%), amido de mandioca oxidado 2%. AMaN, amido de
mandioca nativo; MiFB, amido de milho fosfatado baixo (2,8%); MiFA,
amido de milho fosfatado alto (8,6%); MaFB, amido de mandioca fosfatado
baixo (2,8%); MaFA, amido de mandioca fosfatado alto (8,6%).
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Os valores de viscosidade intrinseca variaram de 0,69 dL.g a 2,60 dL.g?, sendo que
houve diferenga significativa (p<0,05) entre todas as amostras. Para 0 amido de mandioca
nativo, encontrou-se um valor de 2,55 dL.g™. Na literatura, Plata-Oviedo e Camargo (1999)
apresentaram resultados parecidos (2,57 dL.gY). Ja Ciacco e Cruz (1982) encontraram o valor
de 2,45 dL.g* e Ferrini (2006) chegou ao valor de 2,36dL.g™ . Para o amido de milho nativo, o
resultado obtido foi mais baixo (1,95 dL.g™?), concordando com a pesquisa de Mishra e Tai
(2005) que obtiveram o valor de 1,88 dL.g™* para a viscosidade intrinseca determinada a 20 °C
para o amido de milho nativo e Ferrini (2006) que conseguiu o resultado de 1,85 dL.g*. A
partir das modificacfes, pode-se notar que a oxidacdo diminuiu a viscosidade intrinseca,
sendo a reducdo mais drastica com o aumento da concentracdo do agente oxidante.
Sangseethong et al., (2009) defendem que as caracteristicas dos amidos sdo influenciadas
pelas condicBes de oxidacdo. Em geral, com o aumento da concentracdo de hipoclorito
observa-se a diminuicdo da viscosidade intrinseca (CHATTOPADHYAY; SINGHAL;
KULKARNI, 1997). Resultados semelhantes foram constatados por Franco, Cabral e Tavares
(2002), que analisaram a viscosidade intrinseca do amido e de mandioca nativo antes e apds
modificacdo e observaram que houve uma extensiva degradacdo dos granulos de amido. Os
resultados dessa pesquisa sugerem que o amido de mandioca foi mais susceptivel a
degradacdo oxidativa observando maior queda da viscosidade intrinseca, enquanto que para o
amido de milho a redugé&o foi menor.

Para a fosfatacdo, percebe-se um aumento na viscosidade intrinseca em altas
concentracdes de tripolifosfato de sddio. Nesta modificacdo, os resultados obtidos variaram de
1,83 a 2,60 dL.g. Em baixa concentracdo de reagente, percebeu-se uma queda significativa
na viscosidade intrinseca e em alta concentragdo um aumento. Sugere-se que esse
comportamento ocorreu porque a viscosidade de uma solucdo de polissacarideos depende da
forma e do tamanho de sua molécula e, quando estdo em solucdo, os polissacarideos giram
livremente, ocupando um espaco que ¢ conhecido como “volume efetivo” (PEREDA et al.,
2005). E provavel que na fosfatacio alta a maior carga negativa provocou o afastamento entre
as macromoléculas de amilopectina e amilose e o desenrolamento desta Gltima passando a
ocupar mais espago, chocando-se umas com as outras, produzindo uma fricgdo que aumenta a

viscosidade.

5.2 PROCESSO DE OBTENCAO DA CERVEJA
A obtencdo de cerveja é um processo relativamente simples, porém a qualidade do

produto depende de muitos fatores, sendo um processo que requer cuidados, tecnologia e
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conhecimento (ZUPARDO, 2010). O equilibrio sensorial e aparéncia transllcida definem a
aceitacéo e qualidade da bebida.

Infelizmente, os estudos realizados para clarificacdo de cerveja artesanal ainda sao
limitados. Além disso, é dificil comparar dados de literatura, devido a falta de concordancia
sobre 0 método adequado para as andlises (ZHAO et al., 2010) e a divergéncia entre 0s
resultados encontrados. Fumi, Galli e Donadini (2006) citam a mesma dificuldade, pois os
procedimentos utilizados sdo diferentes entre as pesquisas, 0s autores focam em um unico

composto, ou concentram-se em etapas selecionadas.

5.2.1 Teste rapido

Durante o processo de ebulicdo do mosto (hot-break), ocorre a desnaturacao térmica
das proteinas, resultando em sua coagulacdo. Este processo é favorecido por um pH elevado
do mosto, pela presenca de proteina suficiente, boas condic¢Ges de fervura do mosto, e duracéo
de no minimo uma hora. Sob estas condic¢Ges, formam-se grandes flocos que sdo facilmente
removidos do mosto. Nessa etapa, também sdo extraidos compostos fendlicos do lupulo, que
desempenham papel importante na formacéo do cold-brak. Se coagulacéo é ineficiente, flocos
finos serdo formados que podem permanecer em suspensao e ser transportados para as fases a
subsequentes do processo de fabricacdo de cerveja (WARD, 2015). Os resultados de hot-

break e cold-break obtidos nessa pesquisa encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados do teste rapido: Hot-break e Cold-break.

Hot Break Cold Break
(Proveta de 250 mL) (Proveta 50 mL)

Amostras 10 minutos 20 minutos 24 horas
1.SC 182 184 -

2. MiO (1%) 194 202 49

3. MiO (2%) 196 206 47

4. MaO (1%) 204 206 45

5. MaO (2%) 200 204 45

6. GCar 204 215 40

7. MiFB 200 208 47

8. MiFA 192 204 -

9 MaFB 186 200 49

10. MaFA 190 202 -

SC, amostra sem clarificante; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%; MiO (2%),
amido de milho oxidado 2%; MaO (1%), amido de mandioca oxidado 1%; MaO (2%),
amido de mandioca oxidado 2%. GCar, goma carragena; MiFB, amido de milho
fosfatado baixo (2,8%); MiFA, amido de milho fosfatado alto (8,6%); MaFB, amido de
mandioca fosfatado baixo (2,8%); MaFA, amido de mandioca fosfatado alto (8,6%).

De acordo com os valores encontrados nessa pesquisa, compreende-se que a goma

carragena teve maior eficiéncia na eliminacdo de proteinas, destacando-se das amostras
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contendo amidos modificados. Como este é um teste qualitativo, visualmente, esse resultado
demonstra a maior capacidade de clarificar o mosto cervejeiro nas etapas hot-break e cold-
break.

Seguido da amostra controle (carragena), as amostras 3, 4 e 7 revelaram potencial
clarificante maior que os demais amidos. Contudo, ao comparar todos 0s mostos contendo
amidos modificados com o mosto sem clarificante, nota-se uma grande diferenga, sugerindo
que mesmo que os amidos modificados ndo tenham atingido resultados semelhantes ao

controle (amostra 6), podem ter potencial para clarificar a cerveja.

5.2.2 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos destacam-se pelas suas diversas propriedades funcionais
(NAKAMURA et al., 2012). Estes compostos tém grande importancia tecnologica nas
cervejarias, devido a sua influéncia na estabilidade coloidal e capacidade de interagdo com
proteinas. Apresentam também elevada estabilidade oxidativa, tendo acdo antioxidante
(MARTINEZ et al., 2009) em substancias como proteinas, acidos nucléicos e lipideos
(MOREIRA, MANCINI-FILHO, 2003).

No Grafico 4 é ilustrado o comportamento dos amidos modificados e da goma
carragena quanto a remocdo de compostos fenodlicos em diferentes etapas do processo de
obtencdo da cerveja. Os valores sdao apresentados também no Anexo 3.
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Grafico 4. Compostos fendlicos durante o processo de obtencao de cerveja artesanal.

O gréfico apresenta um comportamento semelhante entre as amostras, mas em
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proporcdes diferentes. Entre 0 mosto quente e o mosto frio, percebe-se uma queda nos valores
de compostos fenolicos. Esta situacdo pode ser explicada por Crompton e Hegarty (1991), que
descreve que o mosto quente é composto de elevada quantidade de proteina que formam
coagulos e preciptam, formando o “trub” no fundo do recipiente. Por muito tempo acreditou-
se que os polifendis também estavam envolvidos nessa reacdo, mas o complexo
proteina/polifenol, com base em ligagdes de hidrogénio, ndo é estavel em 100°C. No entanto,
abaixo de 80°C a interacdo proteina/polifenol torna-se cada vez mais estavel, formando no
minimo 2,5% do material precipitado.

Logo apos, durante a fermentacdo, pode-se notar um aumento significativo no teor de
fendlicos, sugerindo que a presenca da levedura para fermentar o mosto influencia na
determinacéo de fenolicos. A agitacdo da levedura para se reproduzir e fermentar os agucares
pode dificultar a interacdo proteina/polifendis, fazendo com que os compostos fenolicos que
geralmente séo encontrados ligados a outros compostos estejam em sua forma livre (MACIEL
et al., 2013), aumentando os resultados e impedindo a precipitacdo destes componentes.

Observando o grafico, apds a fermentacdo principal, houve um decréscimo superficial
no teor de compostos fendlicos. Siqueira, Bolini e Macedo (2008) justificam que cerveja ndo
maturada ainda possui uma suspensdo de leveduras e uma parte de material fermentescivel,
por isso passam por uma fermentacdo secundaria chamada maturacdo. Esta etapa do processo
contribui para a clarificacdo da cerveja e melhoria do seu sabor. Pode-se perceber que apos
essa fase é que ocorreu uma queda expressiva de polifendis. Sugere-se que nesse momento o
clarificante teve acdo efetiva e influenciou na reacdo proteina/polifendis, ligando suas cargas
negativas as cargas positivas das proteinas conduzindo a formacdo de grandes particulas
precipitadas.

Na literatura, essa reducdo de compostos fendlicos foi citada por alguns autores.
Fantozzi et al. (1998) mostrou que durante todo o processamento da cerveja, ha um
decréscimo de 28% na concentracdo de compostos fenolicos, e simultaneamente uma reducéao
de 29% na sua atividade antioxidante. Siqueira, Bolini e Macedo (2008), também
descreveram uma reducdo no teor de fenolicos. Em uma pesquisa feita por Fumi, Galli e
Donadini (2006) durante o processo de fabricagéo de cerveja, detectaram um comportamento
parecido com o obtido nesse estudo, onde com o decorrer do processo o teor de compostos
fenolicos foi diminuindo.

Ao observar o desempenho dos amidos modificados, nota-se que alguns amidos
tenderam a um comportamento parecido estatisticamente com a goma carragena. Na Ultima

etapa do processo, valores menores foram encontrados nas amostras 4 e 8, quando
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comparados com o controle (carragena). J& as amostras 3, 5, 7, 9 e 10 ndo apresentaram
diferenga significativa (p<0,05). Em paralelo, foi feita uma amostra de cerveja artesanal
ausente de clarificantes (amostra 1) para grau comparativo, onde esta teve o maior teor de
compostos fendlicos e, apds a maturacdo mostrou-se constante. A amostra 2 procedeu da
mesma maneira, mostrando ineficiéncia na remocdo de compostos fendlicos. Sugere-se que
houve baixa modificacdo desse amido, e que uma menor quantidade de cargas negativas

influenciou nesse resultado.

5.2.3 Flavondides

Os flavonodides compreendem um grupo de compostos fendlicos amplamente
distribuidos nas frutas e nos vegetais (SILVA et al., 2010). Apresentam baixo peso molecular
(VANDERHAEGEN et al., 2006) e atuam principalmente como antioxidantes, aumentando a
estabilidade da cerveja (ZHAO et al., 2010). Possuem habilidade em doar hidrogénio ou
elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios estiveis, que impedem a
oxidacdo da cerveja (SILVA et al.,, 2010). Os pesquisadores atribuem estas propriedades
benéficas dos compostos fenolicos contidos na cerveja, principalmente aos acidos fendlicos e
flavondides, sendo que os principais flavondides na cerveja, sejam oriundos do malte ou do
lupulo sdo catequinas, quecetina, kanferol, mirecitina, xanthohumol e isoxanthohumol.

O comportamento dos amidos modificados na remocdo dos flavonoides esta
apresentado no Gréafico 5. Os valores submetidos ao teste de Tukey estdo apresentados no

Anexo 4.
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Grafico 5. Teor de flavonoéides durante o processo de fabricagdo de cerveja artesanal.
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Na primeira fase do processo (mosto quente) nota-se um valor elevado no contetdo de
flavonoides e, logo apds, uma queda significativa é percebida. Assim como na analise de
compostos fenolicos, esse comportamento deve-se a instabilidade deste componente em altas
temperaturas. Pascoe, Ames e Chandra (2003) relataram situacdo parecida nessa etapa do
processo.

A partir do fim da fermentagdo as amostras 3, 4, 8 e 10 tiveram uma diminuicao
dréstica, em relacdo as demais amostras, chegando ao valor de 11,32 mg equivalente de
catequina por litro (EAC.L™). Para essas amostras, pode-se perceber uma melhor eficiéncia
(p<0,05) na remoc¢do de flavonodides em relacdo a carragena. No entanto, a amostra 2,
mostrou novamente valores semelhantes a amostra 1 (sem clarificante), expressando
ineficiéncia na clarificacdo da cerveja artesanal. Fantozzi et al., (1998) apontaram uma
diminuicdo de flavonoides durante o processo de fabricacdo de cerveja e uma reducdo
consistente apos a fermentacdo. Os mesmos autores esclarecem que os principais compostos
fendlicos sdo os flavondides. As amostras 5, 7 e 9 ndo obtiveram diferenga sifinicativa
(p<0,05) da amostra controle (amostra 6) na ultima etapa do processo de fabricacdo de cerveja
artesanal, tendo potencial para atuar como redutores de flavondides.

No estudo de Fumi, Galli e Donadini (2006), depois do processo de fermentacdo o
contedo inicial de compostos fendlicos totais sdo reduzidas em cerca de 50% e, entre as
diferentes classes, e os flavondides foram reduzidos em cerca de 90%. Siqueira, Macedo e
Bolini (2007) observaram o decréscimo na concentracdo de flavondis, ao estudar o
comportamento de cervejas durante a estocagem.

Durante o processamento os polifendis, principalmente os flavonois, podem se
polimerizar e combinar com proteinas, causando turbidez no produto (KEUKELEIRE, 2000),
por isso, alguns procedimentos podem prevenir o aparecimento da turbidez, tais como
prevenir a formacdo de grande quantidade de produtos de degradacdo dos complexos

protéicos, através da utilizacdo de clarificantes.

5.2.4 Biureto

A cerveja apresenta teores de proteinas provenientes do malte, que apresenta de 9 a
12% em sua composi¢do. No processo, € um componente muito importante, pois fornece os
aminoacidos necessarios para o crescimento da levedura e tém substancias nitrogenadas que
desenvolvem um papel importante na formacdo da espuma. Essas proteinas podem ser
encontradas com alto, médio e baixo peso molecular (CANCELLARA, LUSA, 2006). A
cerveja tem uma concentracdo peptidica de aproximadamente 500 mg/L. Enquanto que alguns
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polipeptidios e proteinas, de baixas massas ndo apresentam qualquer fungdo na cerveja
(exceto na contribuicdo nutricional), outras sdo responsaveis pela formagdo de turvacdo
coloidal (LEIPER, STEWART, MCKEOWN, 2003).

O excesso de proteinas na cerveja aumenta o risco de turvacdo. Como pequenos teores
de proteinas sdo necessarios para dar estabilidade a espuma, deve-se eliminar 0 maximo de
material proteico (MACIEL, ELO, 2013), pois o excesso de proteinas € indesejavel,
dificultando as etapas de filtracdo e as proteinas de alto peso molecular também é susceptivel
a formacéo de turbidez na cerveja, diminuindo o tempo de prateleira (ZUPARDO 2010). Os
resultados de teores de proteina durante o processo de fabricacdo de cerveja artesanal estdo

ilustrados no Gréfico 6. Os dados submetidos ao teste de Tukey estdo expressos no Anexo 5.
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Grafico 6. Método de Biureto para eliminacdo de proteinas durante o processo de obtencdo de cerveja artesanal.

Durante a fervura (mosto quente), promove-se a precipitacdo de complexos entre
proteinas e polifendis, a solubilizacdo de componentes do IGpulo e a esterilizagdo do mosto
(DENK et al., 2000). As enzimas presentes sdo inativadas, as proteinas reagem com 0S
taninos e formam um material precipitado, conhecido como “trub” (CARVALHO, BENTO,
SILVA, 2006). Neste momento, uma parcela de proteinas é retirada e 0 mosto é resfriado.
Assim pode-se explicar a queda nos valores do mosto frio. A acdo do agente clarificante é
percebida, pois para a amostra sem clarificante ndo houve diferenga significativa (p<0,05).
Para as amostras 8, 9 e 10 observa-se um aumento no teor de proteinas, sugerindo que nesta

etapa ndo ocorreu interacdo entre proteina/clarificante. J& para as amostras 2, 3, 4, 5 e 7 houve
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um decréscimo significativo (p<0,05) no teor de proteinas, apresentando um comportamento
semelhante ao controle (amostra 6).

Ao resfriar o0 mosto, faz-se a aeracdo até a saturacdo na concentracdo de oxigénio
dissolvido e adiciona-se a levedura ativada (CARVALHO, BENTO, SILVA, 2006). Durante
a fermentacdo ocorre grande atividade metabdlica da levedura, e quase todo extrato
fermentéavel é convertido em etanol e gas carb6nico (VENTURINI FILHO, 2000). Por essa
movimentacdo € dificil que as proteinas consigam ligar-se ao clarificante e polifenais,
justificando esse aumento significativo (p<0,05) nos niveis proteicos.

Assim como nos resultados de compostos fendlicos e flavondides, pode-se observar
uma diminuicdo proteica durante a maturacdo até a obtencdo do produto final. As amostras 8
e 10 que inicialmente foram ineficientes, apresentaram os melhores resultados na remocao de
proteinas, seguidas das amostras 3 e 4. Esse comportamento é o oposto ao da goma carragena
que apresenta um melhor desempenho na etapa de fervura, mas é semelhante ao da gelatina
que tem acdo efetiva na etapa de maturacdo (RYDER, POWER, 2006). Fumi, Galli e
Donadini (2006) defendem que a polimerizacao e os processos de precipitagdo podem ocorrer
com intensidades diferentes e em momentos diferentes.

Furigo et al. (2009) citam que ap6s a maturacdo, a cerveja contém leveduras,
particulas coloidais dos complexos proteinas-polifendis e outras substancias insolaveis,
formadas devido ao pH (3,0 — 5,5) existente e as baixas temperaturas utilizadas durante essa
etapa. Portanto para a obtencdo um produto limpido é necessario adicionar um agente
clarificante ou realizar a filtracdo do levedo para remover esse material insolGvel antes do
engarrafamento. Como as amostras 8 e 10 destacam-se pela clarificagdo nessas etapas, a
utilizacdo destas beneficia o processo, sem necessidade de uma etapa prévia ao
engarrafamento, gerando ganho econémico e de tempo. No estudo de Dale, Tran e Lyddiatt
(1995), ao aumentar o teor de carragena na fabricacdo de cerveja obtiveram uma queda nos
valores de proteinas, apresentando um comportamento semelhante ao dessa pesquisa.

O método proposto por Biureto & muito eficaz para de determinar a presenca de
aminoacidos nos alimentos e consequentemente proteinas, este método também possui a
vantagem de ser rapido e se utilizar de reagentes de baixo custo, além do fato de néo
apresentar grande variagdo de absortividade especifica para diferentes proteinas, sendo
indicado para determinacdo de proteinas em meios bioldgicos (DROCHIOIU, DAMOC,
PRZYBYLSKI, 2006).
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5.2.5 Espectrofotometria (Translucidez)

O aspecto transliucido de uma cerveja é de grande importancia e refere-se a um
processo eficiente, resultando em um produto de qualidade. A anélise de espectrofotometria
pode ser aplicada na cerveja. Fayle e Gerrard (2002) citam que a claridade do mosto pode ser
avaliada por absorbancia a 600 nm e quanto maior for este pardmero menos claro é o mosto
ou a cerveja devido a presenca de particulas em suspensdo que difratam a luz. Desta forma,
esse estudo realizou a medida no decorrer do processo de obtencdo de cerveja artesanal e o
comportamento das amostras foram demontrados no Gréafico 7, sendo que os dados obtidos

foram expressos no Anexo 6.
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Grafico 7. Efeito dos agentes clarificantes na absorbancia da cerveja artesanal.

Ao observar o grafico, pode-se dizer que até a etapa de fermentacdo a goma carragena
tem um feito muito diferente das outras amostras. Desde o mosto quente ocorre acao efetiva
na clarificacdo, e a absorbancia difere significativamente de todas as outras amostras. Ja a
amostra sem clarificante tem reagdo contraria, apresentado os maiores valores em todas as
etapas. Sugere-se que a diminuicdo da absorbancia na amostra 1 deve ser atribuida somente ao
efeito da gravidade.

Entre os amidos modificados, na primeira etapa a amostra 4 obteve melhor resultado
de absorbéncia, seguido das amostras 7, 8 e 10. A partir da fermentacdo, uma drastica
mudanga ocorre, e as amostras 8 e 10 superam a amostra controle (6), sugerindo que é nesta
etapa que estes clarificantes comecam a agir, fazendo interacdo proteina/ clarificante,

resultado na precipitacdo deste complexo e na clarificagdo da cerveja. As amostras 2 e 5
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diminuem significativamente (p<0,05) sua acdo clarificante, aproximando-se do
comportamento da amostra 1, insinuado que a partir dessa etapa, ndo apresentam mais efeito
sobre a absorbéancia da cerveja.

Na obtencdo do produto final, nota-se que as amostras 3, 4, 7, 8, 9 e 10 ndo diferem
significativamente da carragena (amostra 6), sugerindo que mesmo que nas primeiras etapas a
goma carragena tenha destaque na diminuicdo da absorbancia, no decorrer do processo, estes
amidos modificados tem potencial clarificante, e resultam em um produto de qualidade, tdo
translucido quanto a carragena.

De acordo com a literatura, Dale, Tran e Lyddiatt (1995) ao estudar o efeito da
carragena na clarificacdo da cerveja apresentam resultados de absorbancia 1.314 em cervejas
sem clarificantes e ao adicionar goma carragena conseguem alcancar a medicdo de 1.096 a
0,005, sendo que a absorbancia vai diminuindo com a adicdo do clarificante. Nesse estudo, 0

menor valor encontrado foi 0,039 na amostra de amido de milho fosfatado alto (amostra 8).

5.2.6 Turbidez

A matéria-prima utilizada para a producdo da cerveja é fonte de precursores da
turbidez, como polifendis, proteinas (WARD, 1995; SIQUEIRA, BOLINI, MACEDO 2008),
carboidratos e ions metalicos que alteram a estrutura fisica do produto (VANDER SMAN,
2012). Alguns procedimentos podem prevenir ou retardar o aparecimento da turbidez, tais
como prevenir a formacdo de grande quantidade de produtos de degradacdo dos complexos
protéicos, fazer uma hidrolise enzimatica destes produtos de degradacdo, remover compostos
fendlicos de maior peso molecular, armazenar a cerveja no estdgio de maturacdo em
temperaturas baixas a fim de precipitar os precursores da formagéo da turbidez (BENITEZ et
al., 2013).

E comum o uso de agentes clarificantes para prevenir a formacéo de turbidez, pois a
turvacdo torna a cerveja inadequada para 0 mercado, que exige um produto limpido e
brilhante (LEONEL, JACKEY, CEREDA, 1998; CANCELLARA, LUSA, 2006). O grafico 8
demonstra os resultados de turbidez obtidos no processo de fabricagéo de cerveja artesanal. O

Anexo 7 compara as amostras por teste de Tukey.
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Grafico 8. Reagdo dos agentes clarificantes na turbidez da cerveja artesanal.

Observa-se no grafico, um comportamento semelhante aos resultados de claridade
determinado por leitura da absorbancia do mosto a 600 nm. A turbidez da amostra controle
(6) diminuiu do mosto quente, enquanto que os mostos contendo amido modificado tém
decrescimo expressivo quando atingem a fermentacéo.

Cancellara e Lusa (2006) descrevem que na maturacao a turbidez € reduzida com o
resfriamento, pois hd uma sedimentacdo por gravidade clarificando a cerveja e, esta
clarificacdo pode ser aprimorada pela adicdo de um agente clarificante como a goma
carragena e a gelatina (RYDER, POWER, 2006). Ao analisar o produto final, constata-se que
as amostras 5 e 8 apresentaram valores menores (p<0,05) de turbidez que 0 controle (amostra
6), destacando-se como agentes clarificantes eficientes. Sugere-se que estes amidos
modificados tem acdo com as proteinas do mosto a partir da fermentacdo, diminuindo a
turbidez e resultando em cervejas mais claras.

As amostras 3, 7, 9 e 10 apresentaram resultados inferiores estatisticamente (p<0,05)
comparados a carragena (amostra 6) na etapa final. No entanto, os mostos contendo estes
amidos modificados foram mais claros (p<0,05) que a amostra 1 (sem clarificante) durante
todo o processo de obtencdo da cerveja, mostrando que esses amidos tem potencial
clarificante. No produto final, os resultados obtidos nesse estudo variaram entre 296,98 NTU
e 4,75 NTU. Na literatura, Lépes e Guell (2001) ao aplicar gelatina para clarificar cerveja
obtiveram resultados entre 93 NTU e 2,5 NTU na etapa final. Rovaletti et al., (2014)
realizaram uma pesquisa sobre a interacdo de proteinas e acidos tanicos e conseguiram chegar

ao de 2,4 NTU na cerveja engarrafada.
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5.2.7 Viscosidade relativa

A clarificacdo da cerveja ocorre através da sedimentacdo da levedura, e separacao de
substancias como os complexos taninos-protéicos, que provocam turvacdo em baixas
temperaturas. E importante observar, que quanto maiores e mais pesadas as substancias e
menor a viscosidade da cerveja, mais rapida e eficiente sera a clarificacdo (REINOLD, 1997).

A viscosidade do mosto como também da cerveja é influenciado pela presenca de p-
glucanos, pentosanos, dextrinas, agucares e material proteico extraidos do malte na etapa de
mosturacdo (SEVERA et al., 2009). A finalidade de determinar a viscosidade a viscosidade
relativa em cerveja € observar a eliminacdo de compostos que influenciem em sua
estabilidade. Supde-se que a interacdo do clarificante com as proteinas responsaveis pela
turvacdo, que estdo suspensas no meio (médio e baixo peso molecular) formam agregados
capazes de sedimentar.

Os resultados de viscosidade relativa obtidos nessa pesquisa podem ser observados no

Anexo 8, e 0 comportamento das amostras foi ilustrado no Grafico 9.
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Grafico 9. Resultados de viscosidade intrinseca durante o processo de obtencédo de cerveja artesanal.

O principio de analisar a viscosidade relativa em cerveja é observar a eliminagdo de
compostos que influenciem em sua estabilidade. Supde-se que a interacdo do clarificante com
as proteinas responsaveis pela turvacdo, que estdo suspensas no meio (médio e baixo peso
molecular) formam macromoléculas capazes de sedimentar. As amostras analisadas
apresentaram comportamentos variados. No mosto frio, as amostras 3, 4 e 5 destacaram-se

pelo comportamento atipico, comparado as outras amostras, pois aumentaram
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significativamente (p<0,05) a viscosidade, demonstrando ineficiéncia de formar interagédo
com as proteinas nesta etapa. Para a amostra sem clarificante, nota-se um comportamento
linear, mesmo tendo diferenga significativa (p<0,05) durante o processo, que pode ser
justificado pelo efeito da sedimentacéo natural e pela forca da gravidade.

A partir da fermentacgdo, verifica-se uma diminuicdo na viscosidade relativa das
amostras que utilizaram amido modificado como clarificante, enquanto o controle (6)
apresentou um aumento significativo (p<0,05). Galvdo (1997) descreve que durante a
producdo de mosto, as moléculas de amido presentes no malte sdo hidrolizadas
enziméaticamente e transformadas em polissacarideos, trissacarideos e dissacarideos. Os
primeiros agem até ao produto final, sendo os principais responsaveis pela viscosidade e
densidade da cerveja, propriedades que se relacionam com o "corpo™ da bebida. Ja os
glicidios de menor grau de polimerizacdo sdo metabolizados pela levedura durante a
fermentagdo, diminuindo a viscosidade relativa da cerveja.

Em pesquisas, Ward (2015) notou que apos a fermentacdo ocorrem varias mudangas,
como diminuicdo do pH, sedimentacdo da levedura, facilidade de interacdo proteina/polifenol,
que resulta na remocdo de 45-65% de proteina sultvel. Além disso, a concentracdo de alcool
aumenta e a viscosidade e densidade sdo reduzidas. Este comportamento é percebido com
mais eficiéncia nas amostras 3, 4, 7, 8 e 9, superando significativamente (p<0,05) 0s
resultados do clarificante goma carragena (amostra 6). Levanta-se a hipdtese de que esses
amidos tém eficiéncia na eliminacdo de macromoléculas a partir da etapa de fermentacéo,

causando a reducdo da viscosidade relativa.

5.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA CERVEJA
O objetivo de um clarificante € tornar a cerveja limpida e cristalina com estabilidade

microbioldgica, fisico-quimica, de espuma e sensorial (sabor e odor), pela retirada particulas
turvadoras e diminuicdo de substancias as quais podem, posteriormente, provocar a turvacéo
(JUDICE, 2007). Na Tabela 5 encontram-se os resultados obtidos das analises de pH, extrato
real, acidez total, teor alcdolico, extrato primitivo, grau real de fermentagdo. Estes foram
submetidos & analise de varidncia (ANOVA) e as diferencas das médias comparadas através
do teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade para verificar possivel diferenca entre as

cervejas.
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Tabela 6. Resultados das analises fisico-quimicas realizadas para a caracterizacdo das amostras de

cerveja.

Extrato Acidez Teor Extrato Grau real

Amostras Ph Real Total Alcdolico Primitivo de

(% m/v) (gH2S04/L) (% V) (Yom/m) fermentacado
1.SC 459+0,01® 391+0,038 0,15+0,032 451+0,12¢ 12,59+0,04¢ 72,88+0,41¢
2. MiO (1%) 4,43 +0,01F 2,79+0,09¢ 0,15+0,01° 411+0,09 10,80 +0,21f 77,68 +0,26¢
3. MiO (2%) 451+0,01¢% 229+0,06f 0,11+0,01* 6,39+0,22° 14,63+0,63 90,24 +0,572
4. MaO (1%) 4,61+0,012 3,07+0,03% 0,12+0,01* 6,33+0,23° 1549+0,13" 85,56 +0,81°
5. MaO (2%) 4,48 +0,01¢ 3,560 +0,15 0,14 +0,03% 562+0,07° 14,44+0,06° 80,94 +1,01°
6. GCar 456+0,01 325+0,11% 0,12+0,01® 527+0,15° 13,44 +0,24% 80,53 + 1,43«
7. MiFB 458+0,028> 334+0,07% 0,12+0,02% 6,94+0,03% 16,59+0,132 86,38 + 0,25°
8. MiFA 451+0,03% 208+0,02f 0,09+0,01° 464+0,05¢ 11,24+0,09° 8553+0,43°
9. MaFB 455+ 0,02 340+0,01° 0,13+0,01® 536+0,07° 13,87+0,11% 80,37 +0,31«
10. MaFA 4,51 +0,02% 3,71+0,022 0,14 +0,02% 4,44 +0,15% 1245+0,35¢ 74,17 +1,19¢

SC, amostra sem clarificante; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%;MiO (2%), amido de milho oxidado 2%;
MaO (1%), amido de mandioca oxidado 1%; MaO (2%), amido de mandioca oxidado 2%. GCar, goma carragena;
MiFB, amido de milho fosfatado baixo (2,8%);MiFA, amido de milho fosfatado alto (8,6%); MaFB, amido de
mandioca fosfatado baixo (2,8%); MaFA, amido de mandioca fosfatado alto (8,6%).

*Cada valor representa a média e o desvio padréo de trés repetigdes.
**\/alores com letras minusculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

Os valores de pH para cervejas apresenta-se dentro da faixa de 3,8 a 4,7 (COMPTON,
1978), devido a producdo de acidos organicos durante a fermentacédo alcodlica que resulta em
gueda de pH observada entre 0 mosto e a cerveja (REINOLD, 1997). Esta reacdo pode ser
observada, pois na etapa de fabricacdo do mosto a 4gua utilizada encontrava-se com pH de 5,3
e, 0s resultados do produto final variaram entre 4,48 e 4,61. Apesar de todas as cervejas
apresentarem-se dentro do padrdo, as amostras 1, 4, 6, 7, e 9 obtiveram proximidade dos
valores ao limite superior. J& as amostras 2, 5, 8 e 10 tiveram resultados menores de pH,
sugerindo que estes amidos podem contribuir para a conservacdo da cerveja, pois em pH mais
baixos as chances de contaminacéo diminuem, além de retardar a autélise de leveduras.

O percentual de extrato real indica a quantidade de ingredientes ndo transformados em
alcool que s&o encontrados na cerveja depois da fermentacédo, variando de acordo com o teor
de sélidos soliveis. O padrdo estabelecido para cerveja apresenta valores de 3,7 a 4,8%
(BRASIL, 2009). Nesta pesquisa foram obtidos resultados entre 2,08 a 3,91%. As amostras 2,
3,4,5,6, 7, 8 e 9 obtiveram resultados abaixo do padrdo, sugerindo que houve eficiéncia
desses agentes clarificantes, ocorrendo a elimina¢do de compostos que prejudicariam as
caracteristicas da cerveja. Essa confirmacdo pode ser explicada através da amostra sem
clarificante que apresentou o maior valor, pois ndo teve acdo de nenhum clarificante para

contribuir na eliminacéo de solidos.
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A acidez total das cervejas se situa dentro dos valores de 0,09 a 0,15% (COMPTON,
1978). Para estes parametros observou-se uma variagédo entre 0,09 a 0,15% para as amostras
analisadas, mostrando que todas as cervejas se mantiveram dentro do padrdo, mesmo algumas
amostras diferindo estatisticamente (p<0,05).

A partir do teor alcodlico as cervejas podem ser classificadas em sem &lcool (<0,5%),
baixo teor alcodlico (0,5 a 2,%), médio teor alcodlico (2,0 a 4,5%) e alto teor alcoodlico (4,5 a
7,0%) (BRASIL, 2009). Sabendo disso, pode-se dizer que as amostras 1, 2 e 10 possuem
médio teor alcoolico e as amostras 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 encontram-se com alto teor alcoolico.
Esta analise relaciona-se com a maioria das caracteristicas da cerveja, como a quantidade de
solidos sollveis, pois quanto mais alcool a levedura produzir, mais solidos consumira
(HARDWICK, 1995). No caso do extrato real e primitivo ocorre 0 contrario, pois esses
valores aumentam.

O extrato primitivo mede a quantidade de substancias dissolvidas (extrato) do mosto
que da origem a cerveja, referindo-se a quantidade de ingredientes diferentes da agua
utilizados em sua preparacdo. De acordo com o teor do extrato primitivo as cervejas podem
ser classificadas em leve (5 a 10,5%), comum (10,5 a 12,5%), extra (12,5 a 14%) e forte (>
14,5%) (BRASIL, 2009). Como citado no teor alcdolico, pode-se notar que o extrato
primitivo aumentou nas mesmas amostras que apresentaram teor alcéolico elevado. De
acordo com os padrdes, as amostras 2, 8 e 10 podem ser consideradas comuns. Ja as amostras
1, 6, e 9 extras. E, as amostras 3, 4, 5 e 7 sdo cervejas fortes.

Para a analise de grau real de fermentacdo, Nielsen e Erdal (2005) citam que as
cervejas variam entre 65 e 85%. Sendo assim, pode-se dizer que as amostras 3, 4, 7 ¢ 8
ficaram acima dos limites. As formulagdes 1, 2, 5, 6, 9, e 10 ficaram dentro do padrdo. Em
teoria, os clarificantes foram eficientes na remocéao de proteinas, facilitando a fermentacéo e

as etapas sequentes.
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6 CONCLUSAO

Os amidos modificados apresentaram influéncia positiva na clarificacdo da cerveja
artesanal. Apesar de durante as primeiras etapas a goma carragena apresentar melhor
desempenho, alguns amidos destacaram-se ao na etapa de maturacdo e no produto
engarrafado, mostrando que sua acao clarificante ocorre ap06s a fermentacéo.

De acordo com o comportamento das amostras diante das analises que foram
submetidas, observou-se que na fosfatacdo, a fonte boténica ndo influenciou, e as amostras
destaques na clarificagdo foram o amido de milho fosfatado baixo (2,8%) (amostra 7), o
amido e milho fosfatado alto (8,6%) (amostra 8) e o amido de mandioca fosfatado alto
(amostra 10). Para a oxidacdo a amostra que apresentou melhor desempenho foi o amido de
mandioca oxidado 1%, sugerindo que para essa modificacdo o amido de milho ndo teve a
mesma eficiéncia que o amido de mandioca.

Pode-se notar através das analises que os amidos citados acima apresentaram alguns
resultados melhores que a goma carragena na etapa final. Na caracterizacdo fisico-quimica
observou-se que a agdo dos amidos afetou positivamente, contribuindo para a qualidade do
produto final e manter os padrdes estabelecidos.

Em um aspecto global, sugere-se que os amidos sdo bons agentes clarificantes de
cerveja artesanal e a fonte boténica ndo influenciou na clarificacdo, mas as modificacdes
realizadas nos amidos influenciaram.

De acordo com os dados experimentais obtidos durante a realizacdo deste trabalho,
sugere-se que modificar amidos, carregando-os negativamente, e fazer aplicagdo em cervejas
promovem a atuacdo clarificante, provavelmente através da formacdo de complexos e
interacdes com as proteinas do mosto. A aplicacdo de amidos modificados pode ser um

atrativo para as microcervejarias, pelo facil acesso e baixo custo.
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8 ANEXOS

Anexo 1. Poder de inchamento médio obtido ap6s a modificacdo por oxidagdo e fosfatacdo
nos amidos de milho e mandioca.

Temperaturas (°C)

Amostras 60° 700 80° 90°

1. AMIN 2,14 +0,09¢P 6,61 +0,19°¢P 7,39 £0,11°P 9,53 +0,262B
2. MiO (1%) 2,08 +£0,03¢P 7,45 +0,19¢¢P 10,29 + 0,07°D 12,58 + 0,222BC
3. MiO (2%) 2,17 +0,05°D 7,23 +0,173CP 16,11 + 0,542¢ 14,22 + 0,6228¢
4. MaO (1%) 5,80 +0,35°¢ 6,36 +0,56° € 10,61 +0,872P 7,24 +0,28°B
5. MaO (2%) 4,53 +0,12¢¢P 5,50 +0,410¢C 11,31 +0,672P 8,81 £ 0,242 8
6. AMaN 4,43 £ 0,15PCP 8,75 +0,23%C 10,16 + 0,393 D 13,12 + 0,302BC
7. MiFB 9,09 + 0,14¢°B 13,82 + 0,220B 17,39 + 0,67°BC 22,35+ 0,60248
8. MiFA 15,00 +1,10°A 18,68 + 0,62°A 23,44 + 0,65 A 30,82 +1,3124
9. MaFB 11,60 + 0,25¢B 14,31 + 0,348 20,57 + 0,542 A8 22,26 + 0,492A8
10. MaFA 10,04 + 0,0948 16,70 + 0,74°A 22,09 + 0,08°A 25,69 * 0,842A

AMIN, amido de milho nativo; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%; MiO (2%), amido de milho oxidado 2%; MaO (1%),
amido de mandioca oxidado 1%; MaO (2%), amido de mandioca oxidado 2%. AMaN, amido de mandioca nativo; MiFB,
amido de milho fosfatado baixo (2,8%); MiFA, amido de milho fosfatado alto (8,6%); MaFB, amido de mandioca fosfatado
baixo (2,8%); MaFA, amido de mandioca fosfatado alto (8,6%).

*Cada valor representa a média e o desvio padrdo de trés repeticoes.

**Valores com letras mintsculas diferentes em uma mesma linha apresentam diferenga significativa (p < 0,05).

***\/alores com letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

Anexo 2. Solubilidade ap6s a modificacdo por oxidacdo e fosfatagdo nos amidos de milho e
mandioca.

Temperaturas (°C)

Amostras 60° 70° 80° 90°

1. AMIN 0,85 + 0,04¢P 2,70 +0,09°P 3,67 +0,12°F 6,62 + 0,062¢
2. MiO (1%) 1,69 +0,08¢P 6,94 +0,17°¢P 12,65 + 0,562 PE 13,47 + 0,55%¢
3. MiO (2%) 3,75+ 0,15°P 3,97 +0,38°D 23,49 + 0,643 CP 61,11 + 2,102A8
4. MaO (1%) 10,89 + 0,54°¢ 11,18 + 0,52°¢P 48,25 + 1,802B 54,47 + 2,522A8
5. MaO (2%) 14,78 + 0,53¢BC 14,99 + 0,58¢BCP 54,48 + 2,040 A8 75,32 £ 2,992A
6. AMaN 2,43 +0,07¢P 4,18 +£0,19¢P 25,43 +1,23¢ 53,17 + 0,252A8
7. MiFB 5,81 +0,21°D 8,05+ 0,18°¢P 11,25 + 0,34°E 34,70 + 1,5328¢
8. MiFA 41,92 + 2,020A 49,71 + 0,63~ 60,28 + 2,413 A 74,17 + 3,182A
9. MaFB 14,33 + 0,53¢¢ 27,98 + 0,298 32,95+ 0,36°€ 66,41 + 2,982A8
10. MaFA 19,33+ 0,37¢B 20,61 +0,85¢BC 27,52 +0,78°C 56,88 + 1,892A8

AMIN, amido de milho nativo; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%; MiO (2%), amido de milho oxidado 2%;
MaO (1%), amido de mandioca oxidado 1%; MaO (2%), amido de mandioca oxidado 2%. AMaN, amido de
mandioca nativo; MiFB, amido de milho fosfatado baixo (2,8%); MiFA, amido de milho fosfatado alto (8,6%);
MaFB, amido de mandioca fosfatado baixo (2,8%); MaFA, amido de mandioca fosfatado alto (8,6%).

*Cada valor representa a média e o desvio padréo de trés repeticdes.

**\/alores com letras minusculas diferentes em uma mesma linha apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
***\/alores com letras maiUsculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).



Anexo 3. Compostos fenolicos durante o processo de obtencdo de cerveja artesanal.
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Amostras Mosto Quente Mosto Frio Fermentacdo Maturaco Produto Final

1.sC 176,5 + 7,554 145,50 + 6,569 288,83 + 9,022A 250,50 + 11,5304 247,17 £ 2,52°A
2. MiO (1%) 174,17 + 2,08°A 141,50 + 7,009A 272,17 + 13,20°A 239,17 £ 5,03 A8 234,17 £ 4,51°A
3. MiO (2%) 155,17 + 6,66°¢ 78,83 + 3,519F 195,17 +9,29°¢P 234,17 + 4,732 ABC 168,50 + 8,19°B
4. MaO (1%) 115,50 + 4,00E 104,17 +5,03°BC¢ 199,50 + 8,893¢P 213,17 +7,092¢P 128,83 +1,15°¢
5. MaO (2%) 130,50 £5,29°PE 107,50 + 5,298 214,50 + 10,392B¢ 223,83 + 9,292 BCP 152,50 + 7,00° 8
6. GCar 168,50 £ 5,57°AB 83,83 + 4,04¢PE 215,17 + 8,143B¢ 208,17 + 5,773PE 156,17 + 7,64°B
7. MiFB 130,17 £3,79°PF 111,17 + 4,164 219,50 + 10,002B¢ 218,17 + 3,213B¢P 162,83 + 3,79°8
8. MiFA 131,83 £6,51°PF 84,83 + 2,08°PE 182,83 +9,072P 188,17 + 8,08%F 100,50 + 4,58¢P
9. MaFB 152,17 £ 6,35°B¢ 103,17 + 4,73¢B¢ 227,83 + 7,643B 214,17 £ 7,573¢P 167,17 + 8,02°8
10. MaFA 141,50 + 6,56 93,17 + 4,04°CP 221,50 + 5,292B¢ 219,50 +10,008B°P 158,50 + 4,58° B

SC, amostra sem clarificante; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%;MiO (2%), amido de milho oxidado 2%; MaO (1%), amido de
mandioca oxidado 1%; MaO (2%), amido de mandioca oxidado 2%. GCar, goma carragena; MiFB, amido de milho fosfatado baixo
(2,8%);MiFA, amido de milho fosfatado alto (8,6%); MaFB, amido de mandioca fosfatado baixo (2,8%); MaFA, amido de mandioca
fosfatado alto (8,6%).

*Cada valor representa a média e o desvio padréo de trés repeticdes.

**Valores com letras mindsculas diferentes em uma mesma linha apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
***\/alores com letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

Anexo 4. Teor de flavondides durante o processo de fabricacdo de cerveja artesanal.

Amostras Mosto Quente Mosto Frio Fermentacéo Maturacgdo Produto Final
1.SC 137,15 + 3,00%A 55,32 + 2,02¢A 99,65 + 3,50°A 70,98 + 3,21°A 68,65 + 3,28°A
2. MiO (1%) 114,98 +5,532BC 41,48 +0,29¢¢ 79,82 £ 3,88°BC 70,82 +£2,25"A 66,48 + 2,89°A
3. MiO (2%) 102,15 +4,922¢P 26,98 + 1,26°F 68,98 + 3,33 65,65 + 3,00°A 32,32 +1,04¢¢P
4. MaO (1%) 118,98 +4,042B 21,82 +1,049F¢ 76,32 +1,61°8°0C 57,98+ 1,61°8 2732+ 1,264P
5.MaO (2%) 94,98 + 4,652P 25,32 +1,26°5F 70,48 + 1,04°PF 57,48 + 2758 43,65+ 1,808
6. GCar 106,82 +5,202BP 19,65 + 0,874¢ 69,82 + 1,04°PE 64,98 + 1,89~ 41,98 + 0,29
7. MiFB 110,98 +5,4828¢ 33,48 +1,53¢P 80,32 +1,04°8 51,48 +2,47°BC 43,98 +2,02¢8
8. MiFA 119,48 + 5,9228 22,82 +1,049F¢ 68,98 + 1,04°F 46,98 £2,25°CP 11,32 +0,29°F
9 MaFB 116,82 +5,80°8¢ 46,82 +2,02°8 72,98 +3,40°CPE 4132 +2,02°P 44,15+ 2,18°B
10. MaFA 120,98 + 5,862 23,15 + 1,00°5F¢ 66,82 + 2,25PF 54,32 +1,26°® 35,65+ 0,874

SC, amostra sem clarificante; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%;MiO (2%), amido de milho oxidado 2%; MaO (1%),
amido de mandioca oxidado 1%; MaO (2%), amido de mandioca oxidado 2%. GCar, goma carragena; MiFB, amido de milho
fosfatado baixo (2,8%);MiFA, amido de milho fosfatado alto (8,6%); MaFB, amido de mandioca fosfatado baixo (2,8%);
MaFA, amido de mandioca fosfatado alto (8,6%).
*Cada valor representa a media e o desvio padrédo de trés repeticoes.
**Valores com letras minUsculas diferentes em uma mesma linha apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

***\/alores com letras mailsculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenga significativa (p < 0,05).
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Anexo 5. Método de Biureto para eliminagdo de proteinas durante o processo de obtencédo de
cerveja artesanal.

Amostras Mosto Quente Mosto Frio Fermentacédo Maturacéo Produto Final
1.SC 51,07 +1,26°A 50,23 + 1,89°A 79,07 £ 15324 76,57 + 3,8224 67,90 + 2,29°A
2. MiO (1%) 40,73 +1,76¢B 28,90 + 0,504¢ 65,57 + 3,218 47,07 +1,76°B 49,57 + 1,61°B
3. MiO (2%) 28,40 +1,00® 12,40 +0,50°' 59,73 £1,763¢ 41,73+ 1,61°B°0 32,73 + 1,04¢PE
4. MaO (1%) 25,73 £1,159PE 1507 +0,76°CH 54,57 +2,023C0C 4257 + 0,58 BC 29,73 £0,76°F
5.MaO (2%) 32,07 +1,53¢¢ 20,07 £ 0,764F 50,40 + 2,292PF 38,57 + 1,26°¢P 38,57 + 1,26
6. GCar 25,23 £1,04°PE 14,73 +0,299C" 48,73 +1,15°F 36,40 + 1,32°P 35,07 + 1,04°¢P
7. MiFB 27,57 £1,15¢P 15,73 +£0,58¢¢ 40,73 +0,76°¢ 37,73 £3,01%0 36,07 + 1,26°CP
8. MiFA 22,73+ 1,04°E 26,07 +£1,04°® 41,40+ 1,323F¢ 28,40 + 0,50°F 17,57 £ 0,76°F
9 MaFB 23,57 £ 0,76 20,90 + 0,87°E 42,57 +0,58%F¢ 37,57 +1,76°¢P 36,90 + 1,80 ¢
10. MaFA 22,57 £0,299F 36,23 +1,26°B 46,73 + 2,25°FF 30,07 + 1,04°F 19,57 £ 0,764F

SC, amostra sem clarificante; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%;MiO (2%), amido de milho oxidado 2%; MaO (1%),
amido de mandioca oxidado 1%; MaO (2%), amido de mandioca oxidado 2%. GCar, goma carragena; MiFB, amido de milho
fosfatado baixo (2,8%);MiFA, amido de milho fosfatado alto (8,6%); MaFB, amido de mandioca fosfatado baixo (2,8%);

MaFA, amido de mandioca fosfatado alto (8,6%).
*Cada valor representa a média e o desvio padrdo de trés repeticoes.
**Valores com letras minUsculas diferentes em uma mesma linha apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

***\alores com letras maiUsculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

Anexo 6. Efeito dos agentes clarificantes na absorbancia (600nm) da cerveja artesanal.

Amostras Mosto Quente Mosto Frio Fermentacéo Maturacdo  Produto Final

1.SC 0,663 + 0,01524 0,461 £ 0,007°® 0,383 +0,003°A 0,375+ 0,010°~ 0,360 + 0,056°4
2.MiO (1%) 0,595+ 0,0022B¢ 0,430 +£0,002°¢ 0,361+ 0,010°® 0,310 £ 0,01898 0,274 + 0,002¢®
3. MiO (2%) 0,587 +0,0222¢ 0,322 £0,005°" 0,191 +0,001°F 0,149 £ 0,002¢E 0,061 + 0,002¢P
4. MaO (1%) 0,418 +0,0072" 0,371 +0,002°¢ 0,207 + 0,001°E 0,155+ 0,002¢€ 0,054 + 0,002¢P
5.MaO (2%) 0,553 + 0,0052P 0,419 + 0,002°F 0,308 +0,003°¢ 0,257 +0,002¢¢ 0,153 + 0,023¢€
6. GCar 0,149 + 0,003"! 0,114 £0,003¢" 0,179 +0,0022¢ 0,152 + 0,003"F 0,055 + 0,001¢P
7. MiFB 0,492 + 0,005%¢ 0,324 +0,001°" 0,209 + 0,001°F 0,116 +0,001°F 0,051 + 0,001¢P
8. MiFA 0,508 + 0,003%F 0,381 +0,001°F 0,072 +0,005" 0,064 +0,001¢" 0,039 + 0,006¢°
9 MaFB 0,608 + 0,00328 0,511 +0,001°A 0,235+0,003°® 0,196 + 0,001%® 0,058 + 0,001¢P
10. MaFA 0,527 + 0,0112E 0,425 +0,001°® 0,073 +0,006*" 0,078 £ 0,002°¢ 0,065 + 0,001¢P

SC, amostra sem clarificante; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%;MiO (2%), amido de milho oxidado 2%; MaO
(1%), amido de mandioca oxidado 1%; MaO (2%), amido de mandioca oxidado 2%. GCar, goma carragena; MiFB,
amido de milho fosfatado baixo (2,8%);MiFA, amido de milho fosfatado alto (8,6%); MaFB, amido de mandioca
fosfatado baixo (2,8%); MaFA, amido de mandioca fosfatado alto (8,6%).
*Cada valor representa a média e o desvio padrdo de trés repeticoes.
**Valores com letras mintsculas diferentes em uma mesma linha apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
***\/alores com letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).



Anexo 7. Reacdo dos agentes clarificantes na turbidez da cerveja artesanal.
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Amostras Mosto Quente Mosto Frio Fermentacédo Maturacao Produto Final
1.SC 380,33 +1,15* A 281,33 +1,15°A 258,70 +1,74°A 235,10+2,60A 206,98 +0,22¢A
2. MiO (1%) 358,00 +3,46°% 24533 +1,15°¢ 187,53 +0,64°® 181,07 +0,1298 140,63 +0,70°B
3. MiO (2%) 339,33 +1,15°C 188,67 +2,31°F 91,17 +0,31¢%F 102,67 £1,15°¢ 22,40+ 0,35°C
4, MaO (1%) 267,67 +1,15%! 226,33 +2,31°® 106,33 +2,31°F 74,03+ 0,124 7,58 +0,03¢¢
5.MaO (2%) 329,67 +2,312® 212,33 +1,15°F 138,33 +1,15°C 54,13 +0,129F 5,81 +0,01¢'

6. GCar 80,73 + 1,68?’ 63,33 +£1,15°¢ 38,27 +0,12°C 30,83 £ 0,42¢¢ 6,67 + 0,03
7. MiFB 284,00 £0,992¢ 223,67 +£2,31°° 108,33 £2,31°F 52,83 +0,239F 8,40 + 0,037

8. MiFA 297,67 £2,31°F 211,33 +8,33°F 33,20 +0,40°' 26,63 + 0,23 4,75 £ 0,027

9 MaFB 305,67 +2,31*°F 265,00 £ 3,46°% 111,33 +2,31°P 91,77 +0,31¢P 9,39+ 0,01°F
10. MaFA 271,67 +2,31*H 21567 +1,15°F 36,07 + 0,23°H 23,63 +0,31%! 12,33 +£0,12¢P

SC, amostra sem clarificante; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%;MiO (2%), amido de milho oxidado 2%; MaO (1%),
amido de mandioca oxidado 1%; MaO (2%), amido de mandioca oxidado 2%. GCar, goma carragena; MiFB, amido de milho
fosfatado baixo (2,8%);MiFA, amido de milho fosfatado alto (8,6%); MaFB, amido de mandioca fosfatado baixo (2,8%);

MaFA, amido de mandioca fosfatado alto (8,6%).
*Cada valor representa a média e o desvio padrdo de trés repeticoes.
**Valores com letras minusculas diferentes em uma mesma linha apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

***\/alores com letras mailsculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

Anexo 8. Resultados de viscosidade relativa durante o processo de obtencdo de cerveja

artesanal.

Amostras Mosto Quente Mosto Frio Fermentacéo Maturaco Produto Final
1.SC 1,85+0,004*8  1,79+0,004°8 1,76 +0,003°A 1,75+ 0,003A 1,74 £0,004¢A
2.MiO (1%)  1,70+0,003°® 1,68 +£0,009°¢ 1,65+ 0,014¢B 1,58 +0,0034P 1,57 +£0,02548
3.MiO (2%)  1,54+0,001°¢ 1,61 +0,0022F 1,59 +0,005°¢ 1,41 +0,0074¢ 1,20 + 0,004°E
4. MaO (1%) 1,58+0,008°F 1,80 +0,004*A 1,57 +0,001°F 1,45 +0,0049F 1,19 + 0,007¢F
5.MaO (2%) 1,61+0,008°E 1,68 +0,0022¢ 1,60+0,003*¢ 1,58 +0,019¢P 1,42 +0,0164¢
6. GCar 1,60+ 0,014°F 157 +0,003" 1,58 +0,001¢P 1,65+ 0,0122B 1,42 +0,005¢¢
7. MiFB 1,75+0,0222¢  1,63+0,006°E 1,51 +0,005¢F 1,48 + 0,0019E 1,25 + 0,004¢P
8. MiFA 1,94 £0,013*A 1,67 +0,009°° 1,60+ 0,010°¢ 1,48 + 0,003 1,06 + 0,017¢¢
9 MaFB 1,83+0,019%8  159+0,002°¢ 1,49+0,0019¢ 1,63 +0,001°€ 1,20 +£ 0,011°¢FF
10. MaFA 1,60 + 0,030°FF 158+ 0,016°¢ 1,49+0,006°° 1,45+ 0,005°F 1,26 +0,0044P

SC, amostra sem clarificante; MiO (1%), amido de milho oxidado 1%;MiO (2%), amido de milho oxidado 2%; MaO
(1%), amido de mandioca oxidado 1%; MaO (2%), amido de mandioca oxidado 2%. GCar, goma carragena; MiFB, amido
de milho fosfatado baixo (2,8%);MiFA, amido de milho fosfatado alto (8,6%); MaFB, amido de mandioca fosfatado baixo
(2,8%); MaFA, amido de mandioca fosfatado alto (8,6%).

*Cada valor representa a média e o desvio padrdo de trés repeticoes.
**Valores com letras minusculas diferentes em uma mesma linha apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
***\alores com letras maiUsculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).





