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RESUMO

Cerveja € uma bebida fermentada que apresenta diversos ingredientes que Ihes confere
caracteristicas sensoriais e de conservacdo. O Hibiscus sabdariffa L é fonte de compostos
fendlicos e antocianinas, e vem sendo explorando pela industria alimenticia devido a sua
capacidade antioxidante. Diante disso, 0 objetivo do presente estudo foi formular cerveja
artesanal do tipo ale adicionada de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.). Para a incorporacéo do
hibisco a cerveja foi realizado um planejamento fatorial de 22 para avaliar as condices de
extracdo propostas, sendo elas: concentracdo de hibisco, tempo e temperatura de extragao.
Posteriormente, foram avaliadas nas cervejas a presenca de compostos fendlicos através da
Contagem Total de Polifendis e atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e Poder
Redutor. Ademais, a caracterizacdo da cerveja foi realizada conforme os padrdes de teor
alcoolico, cor, amargor, extrato real e primitivo e pH. Quanto a caracterizacao, a cerveja exibiu
um teor alcoolico de 4,7%, foi classificada como cerveja do tipo Extra pelo extrato primitivo e
como cerveja escura pelo EBC. O IBU apresentou variagdo de 14,6 a 21,9. A partir dos
resultados, observou-se que a atividade antioxidante e concentracdo de polifendis foram
proporcionalmente elevadas quando aplicados maiores tempo, temperatura e concentracdo nas
formulagcdes. Os graficos de superficie apontaram que valores superiores ao tempo e a
temperatura (10 minutos e 60 °C) apresentam influéncia negativa, podendo causar oxidacao dos
compostos fendlicos presentes na bebida. Concluiu-se que a adi¢do de hibisco em formulacdes
de cerveja levou ao aumento da atividade antioxidante e dos compostos fendlicos presentes nas
cervejas.

Palavras-chave: Cerveja. Polifendis. Compostos Fitoquimicos. Antocianinas. Hibiscus.



ABSTRACT

Beer is a fermented drink that has several ingredients that provide sensory and
conservation characteristics. Hibiscus sabdariffa L. is a source of phenolic compounds and
anthocyanins, and has been explored by the food industry due to its antioxidant capacity.
Therefore, the objective of the present study was to formulate an ale type beer added with
Hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.). For the Hibiscus incorporation in beer, a factorial design of
2% was carried out to evaluate the requested extraction conditions, which are: hibiscus
concentration, extraction time and temperature. Subsequently, the presence of phenolic
compounds in the beers was evaluated through the Total Polyphenol Content and antioxidant
activity by the methods of DPPH, ABTS and Reducing Power. In addition, a characterization
of the beer was carried out according to the standards of alcohol content, color, bitterness, real
and primitive extract and pH. As for the characterization, a beer exhibited in 4.7% alcohol
content, was used as Extra type beer by the primitive extract and as dark beer by the EBC. The
IBU ranges from 14.6 to 21.9. From the results, it can be considered that the antioxidant activity
and the concentration of polyphenols are proportionally high when longer times, temperatures
and concentrations are used in the formulations. The surface graphs point to values above time
and temperature (10 minutes and 60 ° C), causing a negative influence, which may cause
oxidation of the phenolic compounds present in the drink. It was concluded that the addition of
hibiscus in beer formulations leads to an increase in antioxidant activity and phenolic
compounds present in beers.

Keywords: Beer. Polyphenols. Phytochemicals. Anthocyanins. Hibiscus.
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1 INTRODUCAO

A Cerveja ¢ definida pela Legislagdo Brasileira como “bebida resultante da fermentagao, a
partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de coccdo adicionado de lupulo ou extrato de lapulo, hipdtese em
que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser substituida parcialmente
por adjunto cervejeiro”. A cerveja podera ser adicionada de insumos de origem vegetal, ou de
origem animal, de coadjuvante de tecnologia e de aditivo, a serem regulamentados em atos
especificos (BRASIL, 2019). A classificacdo das cervejas se d& de acordo com o processo de
fermentacdo, sendo separadas em dois tipos: as Lagers, ou de baixa fermentacéo; e as Ales, ou
de alta fermentacéo, e ainda existem as cervejas de fermentacdo espontanea conhecida como
Lambics.

Cerveja é rica em carboidratos, aminoacidos, minerais, vitaminas e compostos fenolicos.
Os compostos fenolicos presentes na bebida sdo advindos do malte e do lGpulo, e apresentam
grande influéncia na estabilidade de flavor, cor e amargor (RAMAWAT; MERILLON, 2013).
Também s@o considerados uma fonte importante de antioxidante presente na cerveja
(VANDERHAEGEN et al., 2006). Varios fatores influenciam a atividade antioxidante das
cervejas, como a selecdo dos maltes, o tipo de lupulo, fermento utilizado e o processo de
fabricacdo. Geralmente, as cervejas do tipo ale apresentam maior atividade antioxidante do que
as Lager devido as combinacdes de malte utilizados (GRANATO et al., 2011), conferindo

maior quantidade de fendlicos presente nas bebidas.

Durante o processo de fabricacdo, o grande desafio para 0s cervejeiros € manter a
estabilidade do flavor, que esta relacionada ao periodo de vida atil da cerveja (FUMI et al.,
2011). Um dos principais fatores que interferem no sabor é a oxidacdo ocorrida durante o
processo de fabricacdo. Apesar dos diversos tipos de antioxidantes naturais e sintéticos ja
utilizados pela industria, como flavonoides, sulfitos e ascorbato, pesquisadores tém investigado
novos possiveis compostos naturais que desempenhem tal funcdo antioxidante, minimizando o
uso de aditivos quimicos (ZHAO et al., 2010). Nesse sentido, a adi¢do de frutas e plantas podem
contribuir com a formacdo de flavors e aromas e aumento dos compostos bioativos presentes
na bebida (LEITAO et al, 2012; DUCRUET et al, 2017).

O Hibiscus sabdariffa L. € uma planta pertencente a classe das Dicotileddneas, familia
das Malvaceas e género Hibiscus (ANDZI BARHE; FEUYA TCHOUYA, 2016). E

reconhecida como planta medicinal e como fonte de compostos fendlicos e antocianinas (ALI
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et al, 2005; ZHANG et al, 2011; AL-HASHIMI, 2012), além de apresentar potencial
antioxidante em produtos alimenticios e ser fonte natural de antioxidantes (HIRUNPANICH et
al, 2005; OBOUAYEBA et al, 2014).

A sua composicao apresenta altas concentragdes de antocianinas, responsaveis pela sua
cor vermelha intensa e dos seus efeitos benéficos na satde, como propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorio, potencial antibacteriano, antitumoral e hepatoprotetor, que ja sdo
sedimentados na literatura (FRIMPONG et al., 2014; LIU et al., 2016). Além dessas
caracteristicas, também apresentam aplicacdes na tecnologia dos alimentos para aperfeicoar
produtos na indUstria alimenticia.

Nesse contexto, com o crescente interesse dos produtores de novas opgoes de cervejas
artesanais e considerando os achados na literatura sobre  as propriedades de atividades
antioxidante do hibisco, além de sua utilizacdo para elaboragéo de varios produtos, o presente
estudo se propde a elaborar uma cerveja artesanal do tipo Ale acrescida dos compostos fenolicos

do hibisco.
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2 REVISAO DE LITERATURA
21 MERCADO CERVEJEIRO

Segundo a Associacgdo Brasileira de Cerveja Artesanal (ABRACERVA), no ano de 2018,
houve o crescimento significativo do numero de cervejarias inscritas no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Foram criadas cerca de 210 novas cervejarias,
mais do que 4 cervejarias novas por semana, tendo o Brasil alcangado o nimero de 889
registradas. Estima-se que a producéo de cerveja artesanal represente 2,5 a 2,7% do volume de
producéo total de 14,1 bilhdes de litros, equivalendo a aproximadamente de 352 a 380 milhdes
de litros ano fabricados pelas cervejarias artesanais independentes (ABRACERVA, 2019).

Pernambuco é o estado com maior nimero de cervejarias do Nordeste e tem capacidade
de se tornar um polo na regido. O segmento estd em expansao devido a grande procura pelos
pelos produtos. Segundo registros do MAPA (2018), o estado de Pernambuco ocupa o oitavo
lugar no ranking, com 10 cervejarias e aproximadamente dezesseis incubados registrados,
também conhecidos como cervejarias ciganas, ou seja, aquelas que utilizam instalacGes de
outros fabricantes para produzir suas marcas. (TSCHA, 2018). A escolha do consumidor por
cervejas artesanais € direcionada por caracteristicas, como variedades no sabor e aroma
(SOHRABVANDI; MORTAZAVIAN; REZAEI, 2012; AQUILANI et al., 2015).

As cervejarias artesanais de maior atividade no Brasil sdo as pequenas e as
microcervejarias, cuja producdo é realizada em pequena escala e muitas vezes relacionada a
negocios familiares. Esse mercado tem como puablico-alvo os jovens-adultos, faixa etaria entre
26 e 39 anos, em sua maioria de classe média (ARAUJO et al., 2016). Dentre os principais
atributos sensoriais explorados pela bebida artesanal, os novos sabores e aromas obtidos
destacam-se pela selecdo dos insumos e pela sua forma de producdo (GADOTTI, et al., 2015).
A ideologia do consumo de cervejas artesanais envolve questdes historicas, culturais e o prazer
de produzir e consumir cervejas, harmonizadas com gastronomia de qualidade, além de
oportunizar o desenvolvimento de bebidas com caracteristicas individuais de cada cervejeiro
(FERREIRA et al., 2011).

As cervejas do tipo Ale possuem diversas origens, como as inglesas, sendo elas: Bitter,
Pale Ale, Porter; as irlandesas, como a Stout; as alemas, como Weizebier, Altbier, Kolsch; e a
belga, Trappiste (VENTURINI; CEREDA, 2008) as Lager tem origem alema, como as
Munchen, Bock, Malzbier e Rauchbier; e na Republica Tcheca, conhecida como Pilsen ou

Pilsener. Além dessas, existe as cervejas de fermentacdo espontnea, de origem belga,
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conhecidas como: Lambics, Gueuze (REINOLD, 2011; VENTURINI; CEREDA, 2008),

conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo das cervejas segundo o tipo de fermentacéo

CLASSIFICACAO DAS CERVEJAS

ALE LAGER Fermentacéo
Inglesas | Irlandesas | Alemds | Alemas Tchecas espontanea
Bitter Stout Weizebier | Munchen | Pilsen ou Lambics
Pale Ale Altbier Bock Pilsner Gueuze
Porter Kolsch Malzbie
Rauchbier

2.2 INSUMOS DA CERVEJA
2.2.1 Agua

A agua € um dos componentes mais importantes na producéo da cerveja. Deve apresentar
boa qualidade, uma vez que, compde cerca de 92 a 95% do produto. Na sua composicao existem
sais dissolvidos e compostos organicos presentes que podem influenciar diretamente nos
processos quimicos e enzimaticos que ocorrem durante a fermentacéo, afetando a qualidade da
cerveja (ALMEIDA; SILVA, 2005). No geral, a &gua ideal para fabricacdo de cerveja apresenta
as seguintes caracteristicas: pH entre 6,5 e 7,0; menos de 100 mg L de carbonato de calcio ou
magnésio; tracos de magnésio, de preferéncia na forma de sulfatos; de 250 a 500 mg L* de
sulfato de célcio; de 200 a 300 mg L™ de cloreto de sodio; e menos de 1 mg L™ de ferro
(AQUARONE et al, 1983).

2.2.2 Malte

O principal cereal utilizado na maltagem é a cevada, graminea da espécie Hondeum
vulgare L. (VENTURINI FILHO, 2008). Alguns paises utilizam outros cereais como 0 sorgo,
milho e trigo para produzirem maltes (HOUGH et al, 1971). O termo malte € utilizado para
nomear um cereal que passou por processo de germinacdo em condi¢des adequadas. O malte
de cevada pode ser obtido através de trés etapas: maceracdo, germinacdo e secagem
(BRUNELLLI, 2014). O processo de maceracdo do malte é essencial para liberacdo das enzimas

amiloliticas, sendo elas a alfa e a beta-amilase, responsaveis pela fermentacdo do mosto.
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Enquanto a germinacéo, é responsavel pela producéo de enzimas que auxiliam o processo de
fermentacdo (BRUNELLI, 2014; VIROLLI, 2015).

O malte é o componente da cerveja que fornece carbono para a bebida e lhe atribui sabor,
cor e participa na formacéo de espuma do produto (Figura 1). Também disponibiliza enzimas
necessarias a quebra das grandes cadeias de polimeros, tais como os amidos e as proteinas
presentes no préprio ingrediente (LEWIS e YOUNG, 2002; TOZETTO, 2017).

Figura 1- Malte de cevada

"%

-\

Fonte: Google

A cerveja pode ser considerada uma boa fonte de polifendis devido a quantidade
consideravel de compostos fenolicos presentes tanto no malte quanto no lupulo. Cerca de 50
compostos fendlicos foram identificados na cerveja, sendo 70 a 80% dos compostos fendlicos
sdo originarios do malte, enquanto 20 a 30% séo provenientes do lupulo. Contudo, durante o
processamento da cevada, esses compostos sofrem modificacdes e por isso ndo possuem
caracterizacdo definida quanto os derivados do lUpulo. Durante o processamento da cerveja,
parte desses polifenois sofrem alteracBes devido as altas temperaturas aos quais sao submetidos.
Dessa forma, a facilidade de oxidacdo e polimerizacdo de varios compostos fenolicos (DE
KEUKELEIRE, 2000; LUGASI, 2003; GERHAUSER, 2005).

2.2.3 Lapulo

O lapulo (Humulus lupulus) é uma planta didica, ou seja, produz flores masculinas e

femininas em diferentes plantas, pertencente a familia das Cannabinaceae. Suas flores possuem
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resinas e 6leos, que quando extraidos conferem sabor e aroma na cerveja (OLIVEIRA, 2011).
Dentre outras funcbes do lapulo, podemos citar a sua capacidade antimicrobiana, permitindo
maior seguranga para 0 mosto e uma maior estabilidade da cerveja, reduzindo contaminantes
que possam impedir a acdo das leveduras durante a fermentacdo (ALMAGUER et al., 2014).
Ainda possuem outras fungdes, como evitar a formacdo de espuma durante o processo da
fervura (BRIGIDO; NETTO, 2006). Existem véarias formas de comercializa¢cdo do lapulo,
dentre elas: flores prensadas, pd, extrato e na forma de pallets (SACHS, 2001).

As principais substancias do ldpulo no processo cervejeiro sdo os 0Oleos essenciais,
substancias minerais, polifendis e resinas amargas. Sdo altamente volateis, ocorrendo perda das
de 96 a 98% no decorrer do processo cervejeiro, 0s 0leos essenciais sdo responsaveis por
conferir ao mosto e a cerveja o carater aromatico do lupulo. Os polifendis séo ricos em taninos,
protetores da cerveja por desempenharem um papel antimicrobiano. As resinas do lupulo por
sua vez, podem ser resinas brandas totais, que apresentam a-acidos ou humulonas que apos
isomerizacdo tornam-se sollveis e responsaveis pelo principal amargor da cerveja, e resinas

duras, substancias soltveis e responsaveis por um amargor (VENTURINI FILHO, 2010).

2.24 Levedura

Pertencentes ao Reino Fungi, as leveduras sdo micro-organismos eucaridticos
unicelulares, cuja funcédo é transformar os agucares presentes no mosto cervejeiro. Durante o
processo de elaboracdo da cerveja, sdo comumente utilizadas duas espécies: Saccharomyces
uvarum, responsavel pela fermentacdo das cervejas do tipo Lager (baixa fermentacdo) e
Saccharomyces cerevisiae que fazem a fermentacdo das cervejas do tipo Ale (alta fermentacao).
A fermentacdo dos agucares presentes no mosto sdo responsaveis pelo teor alcodlico e pela
concentracdo de gas carbdnico presente na cerveja, sendo assim, quanto mais acgucar presente,

maior sera o teor alcoodlico e a producéo de gas carbénico (LEI; ZHAO; ZHAO, 2013).

2.2.5 Adjuntos e Especiarias

Adjuntos sdo definidos como todo ingrediente adicionado na cerveja além da dgua, malte,
lupulo e levedura. Normalmente sdo utilizados para conferir novos sabores, aromas, cores, ou
até mesmo de baratear o produto. Sdo comumente utilizados na producdo como adjunto
cervejeiro o milho, arroz, cevada, trigo e sorgo (VENTURINI FILHO, 2005).
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A possibilidade de empregar extratos de frutas e plantas podem agregar valores
nutricionais, criando aberturas para a producéo e diversificacdo de estilos de cervejas, com
novos sabores e aromas leves e refrescantes (D’AVILA et al., 2012). A utilizacdo de frutas e
especiarias como adjunto cervejeiro é um pratica antiga, sendo utilizada antes mesmo de o
lapulo ser considerado um dos ingredientes principais. Na Bélgica, € comum a utilizacdo de
frutas empregadas como insumo no processo de obtencdo da cerveja, sendo reconhecida
mundialmente nesse segmento (D’AVILA et al., 2012).

2.3 PROCESSO PRODUTIVO

O processo produtivo da cerveja é composto de algumas etapas, sendo elas: moagem do
malte, mosturacdo ou brassagem, filtracdo do mosto, fervura do mosto, fermentacdo,
maturacdo, carbonatacéo e envase (SANTOS, 2014). O processo de moagem tem como objetivo
principal a quebra dos gréos para exposicdo do amido presente no interior do malte. Esse
processo permite aumentar a superficie de contato da agua com as enzimas, dentre elas a alfa e
beta amilase, presente no malte que favorecem a hidrolise do amido, cujo objetivo € a
transformacéo desse amido em agucares, formando o mosto (GASTONI FILHO, 2010; CRUZ
et al., 2008).

A mosturacdo ou brassagem € a mistura do malte moido com a agua cervejeira no
mosturador. Durante essa etapa o controle de tempo e temperatura, também conhecido como as
rampas de temperatura, é essencial para que as reacdes bioquimicas desejadas no processo
sejam realizadas (BUSCH, 2015). Em seguida é realizado a filtracdo do mosto cujo objetivo é
separar a parte sélida ou o bagaco da parte liquida ou o0 mosto cervejeiro para dar inicio a fervura
do mosto (BLEIER et al, 2013).

Durante a fase da fervura, ocorre a desnaturacdo proteica, concentracdo do mosto para
atingir a densidade ideal para o tipo de cerveja, esterilizacdo e escurecimento do mosto a partir
da reacdo de Maillard, além da evaporacdo de compostos sulfurosos. Neste momento tambem
é realizado a adicdo do ldpulo. A fervura confere a extracdo dos compostos amargos e
aromaticos do lapulo e formacdo dos constituintes do aroma e sabor (PAPAZIAN, 2014;
VENTURINI FILHO, 2005)

O processo de fermentacdo € iniciado apos a adicao da levedura ao mosto ja resfriado no

fermentador. Durante essa etapa, as leveduras sdo responsaveis pela transformacao dos agucares
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obtidos durante a mosturacdo em gés carbonico e etanol em condigdes ideais de temperatura e
tempo (SCHMIDELL et al, 2001).

Apos o periodo de fermentacdo, € iniciada a fase de maturacdo. Conforme descrito por
MARTINS E FERREIRA (2013), o objetivo desta fase é o de refinar o sabor da cerveja através
da reducdo dos compostos formados, tais como: diacetil, aceltaldeido e &cido sulfidrico. Tais
compostos podem trazer off-flavors para a cerveja, além de carbonatar parcialmente o produto,
impedir a oxidacdo que pode afetar sensorialmente a bebida e clarificar o mosto através da
deposicdo do fermento e outros contetidos em suspensao.

Finalizado o processo de maturacao, é realizado a carbonatagdo ou gaseificacdo da cerveja
que pode ser realizada por injecdo de CO,, forma esta comumente utilizada pelas inddstrias
cervejeiras. Outra forma utilizada € através do priming, que consiste em formacéo de gases a
partir da adicdo de agUcares fermentaveis nas garrafas para a producdo de CO: realizado pelas
leveduras restantes. Ap0Os esse processo, € realizado o envase da bebida em embalagens como
latas, garrafas ou barris (MATOS, 2011).

2.4 Hibiscus sabdariffa L. E SUAS PROPRIEDADES

A utilizacdo de infusBes e chas vem sendo exploradas em diferentes setores da industria,
e 0 Hibiscus sabdariffa L. vem ganhando destaque devido a sua composicdo e propriedades
funcionais (HIGGINBOTHAM et al, 2014). Existem cerca de 300 especies de Hibiscus sp.
Cultivadas e o Hibiscus sabdariffa L vem sendo amplamente utilizado devido ao seu contetido
bioativo (SINDI et al, 2014).

O Hibiscus sabdariffa L., popularmente conhecida como hibisco, hibiscos, rosela,
groselha, azedinha. E uma importante planta pertence a classe das Dicotileddneas, familia das
Malvéceas e género Hibiscus. Esta espéecie é cultivada por suas fibras e calices e inclui trés
gen6tipos diferentes: verde, vermelho, sendo o mais utilizado, e vermelho escuro (BARHE;
TCHOUYA, 2016).

Os célices do hibisco (Figura 2) tém sido utilizados para elaboracdo de produtos
alimenticios, como chéas, xaropes, geleias, vinhos e também utilizados como corantes
alimentares naturais e para fabricacdo de medicamentos (BORRAS-LINARES et al., 2015). Os
principais constituintes do H. sabdariffa que possuem contexto farmacoldgico relevante séo 0s
acidos organicos, polissacarideos, flavonoides e as antocianinas (EGGENSPERGER,;
WILKER, 1996; MULLER; FRANZ, 1990).
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As antocianinas sdo um grupo de compostos fendlicos encontrados em uma variedade de
flores e frutas que apresentam coloracdo vermelho-arroxeada e MARTINS et al., 2016). tem
sido utilizada como uma fonte alternativa para substituicdo de corantes sintéticos utilizados pela
industria alimenticia (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014; BORRAS-LINARES et al, 2015;
IFIE et al., 2018) , além de apresentarem beneficios para o organismo como propriedades
antioxidantes e antimicrobiana (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

Figura 2 - Célices de Hibisco

Fonte: Google

Os compostos responsaveis pela cor vermelha desta planta séo: delfinidina-3-glicosideo,
cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-sambubiosideo e cianidina-3-sambubiosideo (BORRAS-
LINARES et al., 2015). Além do seu potencial de coloracdo, esses compostos possuem outras
propriedades como, por exemplo, antioxidante, anti-inflamatério, potencial antibacteriano,
antitumoral e hepatoprotetor, podendo atuar tanto como corantes naturais, como insumos
promotores de salde, despertando o interesse de pesquisadores com relacdo a sua aplicacdo na
industria alimenticia (L1U et al., 2016; VAGIRI; JENSEN, 2017).

Ha preocupacdo da industria com relacdo a extracdo desses compostos, uma vez que se
espera 0 rendimento maximo de um composto com o minimo de degradacgdo. As antocianinas
sdo sollveis em solventes polares e na presenca de HCL ou acidos organicos (NACZK;
SHAHIDI, 2004). Fatores como tempo e temperatura, influenciam na extracdo das
antocianinas. Modelos matematicos sdo utilizados para influéncia de efeitos isolados, bem
como combinacgéo de fatores, podendo maximizar extratos funcionais (ZHANG et al., 2006;
PEDRO et al., 2016). O tratamento térmico € um fator que afeta a estabilidade das antocianinas,

que sdo degradadas quando expostas a altas temperaturas. Elas também se mostram estaveis em
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valores de pH &cido, porém com niveis de pH acima de 6, comecam a apresentar perda de
coloracdo (PATRAS et al., 2010).

Diante do exposto, o presente estudo busca avaliar 0s aspectos sensoriais e capacidade
antioxidante em formulacGes de cerveja adicionada de cha de hibisco obtido em diferentes

condigdes.
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3 HIPOTESE

A adicdo da infusdo dos calices do hibisco na elaboragdo da cerveja artesanal do tipo ale
aumentara o conteudo de compostos fendlicos presentes na bebida, ampliando a atividade
antioxidante e inibindo a formacédo dos off-flavors, além de contribuir com a coloracéo para a
bebida.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Formular uma cerveja artesanal do tipo ale adicionada da infusdo dos célices do hibisco
(Hibiscus sabdariffa L.) e avaliar da presenca de compostos fendlicos e atividade

antioxidante.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a cerveja segundo os aspectos de graduacdo alcodlica, cor, amargor e
extrato real e primitivo;

e Determinar a capacidade antioxidante da cerveja com a incorporacao do hibisco;

e Avaliar o conteudo fendlico presente na cerveja;

e Verificar as melhores condicGes de extracdo dos compostos fendlicos do hibisco.
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5 METODOLOGIA
5.1 PLANEJAMENTO FATORIAL PARA ELABORACAO DOS EXTRATOS

Para o desenvolvimento da cerveja foi realizado um planejamento fatorial com desenho
de 23 para avaliar as condicGes ideais de extracdo dos célices do hibisco para obter a melhor
resposta da atividade antioxidante e quantidade de compostos fendlicos presentes nas

formulagdes.

Foram considerados como variaveis independentes a concentracéo de hibisco (2g; 3,59
e 5g), atemperatura (30 °C, 45 °C e 60 °C) e o tempo de extragdo (5 minutos, 7,5 minutos e 10
minutos). Para as varidveis de resposta foram consideradas as determinacdes da atividade
antioxidante: DPPH, ABTS, Poder Redutor (PR) e Contagem Total de Polifendis (CTP). Os
extratos obtidos no planejamento fatorial foram aplicados nas formulacbes de cervejas,

conforme descrito no Quadro 2.



Quadro 2 - Matriz do planejamento fatorial (2%) da adic&o das infusdes do hibisco com diferentes temperaturas e
tempo de extracdo

Concentracdo de Hibisco Temperatura de extracéo Tempo de extracao
ENSAIOS (g/100mL) (°C) (min)
1 2 (-1) 30 (-1) 5 (-1)
2 5 (+1) 30 (-1) 5(-1)
3 2 (-1) 60 (+1) 5(-1)
4 5 (+1) 60 (+1) 5 (-1)
S 2 (-1) 30 (-1) 10 (+1)
6 5 (+1) 30 (-1) 10 (+1)
7 2 (-1) 60 (+1) 10 (+1)
8 5 (+1) 60 (+1) 10 (+1)
9 3,5(C) 45 (C) 7(C)
10 3,5(C) 45 (C) 7(C)
11 3,5(C) 45 (C) 7(C)
12 35(C) 45 (C) 7(C)
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5.2 OBTENCAO DE MATERIA-PRIMA

Os insumos utilizados para formulacéo da cerveja artesanal foram obtidos em mercados
especializados em cervejas e o hibisco foi obtido em comércio local especializado em produtos
naturais, ambos localizados em Recife — PE.

5.3 ELABORACAO DA CERVEJA

Foi elaborada uma cerveja do tipo ale, cuja formulacdo foi descrita no Quadro 3,
desenvolvida no Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Catdlica de
Pernambuco — UNICAP/PE, através de uma planta piloto, cujo principal objetivo seria a
automatizacdo do processo de elaboracdo da cerveja artesanal, de modo que o tempo de
elaboracdo seja reduzindo, porém, sem perder a esséncia da producdo artesanal. Foram

produzidos 35 litros de cerveja para a realizacdo dos experimentos.

Quadro 3 - Descricdo da receita da formulacao.

Itens Quantidade
Agua 60Kg
Malte Pilsner 7 Kg
Malte Caramel Amber 0,6 Kg
Malte Crystal Dark Muntons 0,6 Kg
Lapulo (Northern Drewer) 0,2 kg
Levedura (S-04) 0,115 Kg

A planta elaborada consiste em trés tanques: um de mostura, um de lavagem e outro de
fervura. Os tanques sdo interligados por encanacdes. Possui um sistema de refrigeracao,
compostos por um trocador de calor de placas e um acumulador térmico feito a partir de um
cooler com serpentina. Todo o processo é controlado por um aplicativo conectado ao
computador, responsavel pelo controle dos comandos, como temperatura, transferéncia de um
tanque para outro, mistura e tempo de fervura. O processo produtivo foi descrito pela Figura
3.
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Figura 3 - Fluxograma do processo produtivo da cerveja
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O processo inicial para o preparo do mosto se deu na moagem dos graos, processo
responsavel pela divisdo dos grdos em partes menores e exposi¢cdo do endosperma, 0 que
facilitard o processo de quebra do amido. Em seguida, deu-se inicio a mosturacdo, também
chamada de brassagem, procedimento no qual é realizada a adi¢do dos gréos em &gua fervente,
processo controlado pelas rampas de temperatura cujo objetivo € a hidrdlise do amido. Apds
esse processo, realizou-se a recirculagdo e a transferéncia para o tanque de fervura. Apos
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transferéncia, atingiu-se a temperatura de 100 °C para inicio da fervura e adigdo do lupulo.
Terminada a fervura, realizou-se o Whirpool (forca centripeta a qual o liquido é submetido) e
iniciou-se o resfriamento do mostro e passagem para o fermentador.

O resfriamento foi realizado pelo trocador de placas de calor. Apds o resfriamento, o
mosto foi transferido para o fermentador, onde foi adicionado as leveduras e em seguida
mantido sob resfriamento adequado para favorecer a formacao do gas carbdnico e do etanol.
A cerveja permaneceu no fermentador durante 7 dias a uma temperatura de 20 °C.

Apbs a fermentacdo, realizou-se 0 processo de maturacdo. A cerveja permaneceu
maturando durante o periodo de 15 dias a uma temperatura de 2 °C. A adi¢do do hibisco (2g,
3,5 g e 5g) foi realizada a partir da infusdo dos seus célices nos tempos e temperaturas descritas
acima, e adicionados no fim do processo de maturacdo. Cerca de 25mL da infuséo foi
adicionada as cervejas.

Apos esse periodo, foi realizado o envase e a carbonatacéo a partir do priming, que
consiste em adicdo de agUcares fermentaveis para producéo de CO2 que serdo produzidos pelas

leveduras restantes.

5.4 CARACTERIZACAO DA CERVEJA
5.4.1. Graduacao alcodlica

O teor alcodlico foi realizado a partir da densidade relatica a 20 °C conforme descrito
pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Os valores de densidade relativa foram convertidos em
teor alcodlico utilizando a Tabela de Conversdo da densidade relativa a 20°C/20°C em
porcentagem de alcool do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

5.4.2 Determinacéo de pH

A determinacdo do pH, foi realizada através do método potenciométrico em medidor
de pH (DM 21 Digimed®) calibrado com soluc¢des tampédo (Merk®) pH 4,0 e 7,0.

5.4.3 Determinacdo de Cor
A determinacdo da cor foi realizada segundo a EBC (European Brewing Convention,

2005), realizada por espectofotometria. As amostras foram filtradas em papel filtro e em

seguida, realizada a leitura da absorbancia a 430 nm, com o uso de uma cubeta de vidro de 10
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mm. O resultado da cor foi expresso usando a seguinte equagdo 1 descrita abaixo, onde A é a
absorbéancia a 430 nm:

Equagédo 1: Cor = A430nm x 25

5.4.4 Determinagdo de Amargor

A determinagdo do amargor (IBU — International Bitterness Units) das cervejas foi
realizado segundo metodologia descrita pela American Society of Brewing Chemists (ASBC,
1996). As amostas filtradas e descarbonatadas foram previamente acidificadas pela adicao de
0,5 mL de HCI 6,0 mols L-1 misturadas com 20,0 mL de iso-octano. Em seguida procedeu-se
medicdo espectrofotométrica no comprimento de onda de 275 nm em cubeta de quartzo de 10
mm. O resultado do amargor foi calculado pela seguinte equacéo 2:

Equacéo 2: IBU = A275 nm x 50

5.4.5 Extrato Real

A determinacdo do extrato real por este método foi baseada na pesagem do residuo seco
de um certo volume de amostra submetido a evaporacdo, conforme metodologia descrita por
Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Para a quantificacdo do extrato real foi
mensurada 20mL de cerveja em triplicada colocadas em cépsulas de porcelana.
Posteriormente, as capsulas foram levadas ao banho-maria até a secagem na sequéncia foram
levadas a estufa a 100 °C por 1 hora, resfriadas a temperatura ambiente e pesadas em balanca

analitica com quatro casas de preciséo.

O extrato real representa todos os sélidos que fazem parte da composicdo da cerveja. O
extrato real aumenta a medida que aumenta a taxa de evaporacdo da agua. O extrato real
também estd relacionado com o corpo da cerveja pois indica a quantidade de agUcares,
dextrinas e proteinas restantes na cerveja depois da fermentacdo. A maioria das cervejas ricas

em extrato real sdo mais encorpadas que as demais.

5.4.6 Extrato primitivo ou original

Para determinacdo do extrato primitivo foi realizada a metodologia descrita pelo
ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC, 2006), no qual foi
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obtido por meio de calculo envolvendo os valores de teor alcodlico e extrato real segundo a
equacéo de Balling, conforme descrita abaixo. O extrato primitivo refere-se a quantidade de
extrato inicialmente presente no mosto, ou como traz a legislacéo brasileira, IN MAPA n°54
de 05/11/2001, “o extrato primitivo ¢ a quantidade de substancias (extrato) do mosto que deu
origem a cerveja e se expressa em porcentagem (%) em peso”. A quantidade de extrato
primitivo € uma das formas de classificacdo da cerveja, podendo ser classificada em cerveja
leve, cerveja, cerveja extra e cerveja forte dependendo do valor de extrato original (Quadro
4).

[(Px2,066)+ET]x 100
[100+(Px 1,066)]

Equacéo 3: Ext. primitivo =

P= % de alcool em peso; Er= % de extrato real

Quadro 4 - Classificacdo da cerveja segundo 0 extrato primitivo

Tipo de cerveja | Valor minimo (%om/m) | Valor maximo

(%om/m)
Cerveja leve Menor ou igual a 5 Menor que 10,5
Cerveja Maior ou igual a 10,5 Menor que 12,0
Cerveja Extra Maior ou igual a 12,0 Menor que 14,0

Cerveja Forte Maior que 14,0
Fonte: IN MAPA n 54 de 05 de novembro de 2001.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
5.5.1 Método DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH sera avaliado pela pela
atividade eliminatéria de radical livre DPPH (2,2—difenil-1-picrihidrazila). A avaliacdo da
atividade antioxidante da cerveja pelo método de sequestro de radicais livres foi mensurada
por meio de doacdo de hidrogénio usando o radical estdvel DPPH (VERAS et al., 2020;
CHEUNG et al., 2003). Um analogo da vitamina E (Trolox®) foi usado como padréo e a curva
de calibracdo foi preparada. Os dados foram expressos como equivalente ao Trolox (TE) da

capacidade antioxidante por litro de cerveja (mmol TE/L).
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5.5.2 Método ABTS

O método do ABTS (2,2-azino-bis (ethylbenzo-thiazoline6-sulfonic acid) diammonium
salt) estd baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar o cation ABTS. Esta captura
provoca um decréscimo na absorbancia, que é lida a partir da mistura do radical com o
antioxidante em diferentes tempos, sendo representadas graficamente (PEREZ-JIMENEZ;
SAURA-CALIXTO, 2006)

A atividade antioxidante das cervejas foi determinada usando o teste ABTS% +
(VERAS et al.,, 2019; RE et al., 1999). Amostras de 0,06 mL das infusdes e da cerveja foram
misturadas com 3 mL de solu¢gdo ABTS% + com absor¢do medida de 0,700 a um comprimento
de onda de 734 nm. Apds 6 minutos, a absorbancia das amostras foi medida. Os dados foram
expressos em mmol Trolox equivalente a capacidade antioxidante por litro de cerveja (mmol
TE/L).

5.5.3 Poder Redutor

A determinacéo foi realizada conforme descrito por BERKER, 2010. Resumidamente,
1 ml de amostra de cerveja diluida foi misturada com tampéo fosfato (2,5 ml, 0,2 mol /|, pH
6,6) e K3Fe (CN) 6 (2,5 ml, 1%). A mistura foi incubada a 50 ° C por 30 min. Uma porcao
(2,5 ml) de &cido tricloroacetico (10%) foi adicionado a mistura, que foi depois centrifugou-
se a 10.000 rpm por 10 min. A camada superior da solucdo (2,5 ml) foi misturado com agua
desionizada (2,5 ml) e FeCI3 (0,5 ml, 0,1%), e a absorvancia foi medida a 700 nm. A medicéo
foi comparada com uma linha de calibracdo de solucdo de acido ascorbico (AA), e o0s
resultados finais foram expressos em milimoles de equivalentes acido ascorbico (AAE) por
litro de cerveja (mmol AAE/L).

5.5.4 Determinacédo do Conteudo Total de Polifenois (CTP)

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais das infusdes e das cervejas foram
realizadas usando o reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich), conforme metodologia
descrita por LI et al. (2008). Acido gélico-GA (Sigma-Aldrich) nas concentracdes de 31,25;
62,5; 125,0; 250,0; 500,0 e 1000 pg/mL foi utilizado para obter a curva de calibragcdo padrao
(em triplicata). Os valores de absorbancia das amostras da cerveja foram convertidos em

equivalente de 4cido galico (GAE) mg/L.
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises executadas no presente estudo foram realizadas em triplicata. Os resultados
obtidos na caracterizacdo da cerveja foram submetidos ao teste t de student para comparacao
entre as formulagdes teste e controle. Esses resultados foram expressos em média + erro
padrdo da média. No planejamento fatorial, os resultados foram expressos através de graficos
de superficie e diagramas de pareto. As analises estatisticas foram realizadas no software
Graphpad Prism 7.0, os graficos obtidos no software Statistica 10.0. O nivel de significancia
foi mantido em p<0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 CARACTERIZACAO DA CERVEJA

A caracterizacdo da cerveja foi realizada a partir dos parametros de teor alcéolico,
amargor (IBU), cor (EBC), extrato real, extrato primitivo e pH, conforme descrito na
Legislacdo Brasileira (BRASIL, 2009), e foram apresentados na Tabela 1.

Com relacéo ao teor de alcool, as cervejas apresentaram um percentual de 4,7%. O teor
alcoolico encontrado foi semelhante aos valores encontrados por SANTOS (2016) em
formulacéo de cerveja adicionada de erva-mate. Nos estudos realizados por DUCRUET et al.
(2017) e ZAPATA et al. (2019), que desenvolveram cerveja com adicdo de frutas em cervejas
do tipo ale, obtiveram valores de teor alcodlico superiores a 5,2%. A presenca do hibisco nas
formulag6es parece ndo influenciar na concentragéo de alcool, uma vez que ndo foi adicionada
durante o processo de fermentacédo, sendo este realizado pelas leveduras, que como produto
final, sdo responsaveis pela producéo de alcool (DRAGONE et al, 2010). A adi¢cdo de novos
ingredientes ricos em carboidratos fermentaveis, como frutas ou outros adjuntos, durante essa
fase do processo, influenciam no aumento progressivo do teor alcodlico com a acréscimo do
adjunto devido ao aumento de substrato a ser utilizado pelas leveduras, e consequentemente,
contribuindo para o aumento do teor alcoolico (BRUNELLI, 2013).

Quanto ao amargor (IBU), houve diferenca significativa (p<0,05) entre as formulacdes,
apresentando a variacdo de 14,7 a 24,9 IBU, sendo a cerveja padrdo a que obteve maior
unidades de amargor. Quanto as demais formulacdes, observa-se grande variacdo entre as
unidades. COLLIN et al, (1994), verificaram que valores de amargor preferidos
sensorialmente em cervejas encontraram-se entre 17,5 a 25 BU. O estudo realizado por Silva
& Faria (2008) avaliou 0 amargor em cervejas americana e brasileira incluindo os tipos lager,
pale ale, microcervejarias e lager pilsener encontraram valores de IBU entre 12 a 27,
semelhante ao encontrado no presente estudo. O amargor da cerveja esta atribuido aos alfa-
acidos presentes no lupulo, e além dessa caracteristica, possui capacidade antibacteriana o que
contribui para a estabilidade da cerveja e afeta suas caracteristicas sensoriais como sabor e
aroma (DRESEL et al., 2016).



Tabela 1 - Caracterizacao das cervejas segundo os parametros de amargor (IBU), cor (EBC), extrato real, extrato

primitivo e pH comparados com o padrédo

EXTRATO EXTRATO

ENSAIO IBU EBC REAL PRIMITIVO pH

PADRAO 243 * 0,002 67,2 * 0,03 40 * 0,252 129 * 0,252 41 % 0,012
. 20,7 ¥ 0,06® 65,0 * 0,10° 55 ¥ 1,002 143 * 0,952 42 * 0,01°
2 19,2 * 065" 705 * 0,08° 3,7 ¥ 0,25° 12,6 * 0,252 36 * 0242
3 147 * 1,7° 70,0 * 0,08° 34 % 0,052 12,4 % 0,002 39 * 0,03°
4 16,8 * 1,3° 63,8 £ 0,05° 48 * 0,502 13,7 * 0,502 38 ¥ 0,07°
> 146 * 0,8° 61,3 * 0,08° 44 * 0,152 13,3 * 0,152 40 * 0,00°
6 21,1 £ 003" 61,4 * 0,08° 3,1 * 0,05° 12,1 % 0,052 39 * 0,01°
! 175 * 145 63,8 * 0,06° 31 * 0,15° 12,1 % 0,152 40 * 0,01°
8 19,3 ¥ 0,04® 599 * 0,63° 39 * 0,05° 12,9 % 0,052 41 * 0,01°
9 20,9 * 0,30° 59,9 * 0,03° 2,8 * 0,102 11,8 * 0,102 3,9 * 0,00°
10 15,6 * 0,25° 69,0 * 0,10° 46 * 0,352 135 * 0,352 41 * 0,042
- 21,9 £ 100% 647 * 0,11° 4,2 * 0,002 13,1 * 0,052 39 * 0,05°
12 194 * 040° 62,1 * 0,00° 30 * 0,25° 12,0 £ 0,252 40 * 0,01°

Dados expressos em média + erro padrdo. Ensaios 1-12 foram adicionados de hibisco extraido conforme descrito no
Quadro 2. Padréo é a cerveja padrdo sem adicdo de hibisco. Valores de média com letras diferentes na mesma coluna

sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Os parametros de extrato real e extrato primitivo ndo apresentaram diferencas
significativas entre as amostras comparadas com a formulacdo padréo. Os valores de extrato
real referem-se a quantidade de sélidos presente na cerveja, indicando presenca de agucares,
dextrinas e proteinas restantes da fermentacdo. J& o extrato primitivo é tido como parametro de
classificag@o da cerveja, proposto pela Legislacdo Brasileira, a fim de caracterizar a cerveja de
acordo com o percentual de extrato presente no mosto, classificando as bebidas como Cerveja
Leve, Cerveja, Cerveja Extra e Cerveja Forte (BRASIL, 2009), conforme descrito no Quadro
3. As formulagdes elaboradas foram classificadas como Cerveja Extra, segundo a Legislacéo.

A avaliacdo da cor foi realizada a partir do EBC, escala utilizada como parametro de
coloracdo das cervejas. Foi encontrada diferenca significativa entre todas as amostras
comparadas ao padrdo (p<0,05). Ao classificar as cervejas baseado no EBC, conforme descrito
pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2009), as cervejas sdo caracterizadas como Cerveja Escura
devido aos valores do EBC serem maiores que 20.

Quanto ao pH, houve diferenca significativa entre as formulagdes. Todas as cervejas
obtiveram valores abaixo de 4,5, garantindo a seguranca microbiologica, pois segundo Rosa
(2015), a suscetibilidade biologica da cerveja aumenta especialmente quando o pH é superior a
4,5. Com relacdo a estabilidade das antocianinas, estudos mostram que variacdes no pH
resultam em modificacdo da estrutura das antocianinas (GRADINARU et al., 2003,
GRAJEDA-IGLESIAS et al., 2016). Alteracdes no equilibrio e na forma estrutural podem

comprometer a capacidade antioxidante das antocianinas (BROUILLARD et al, 1989).

6.2 RESPOSTA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E COMPOSTOS FENOLICOS DA
CERVEJA APARTIR DO PLANEJAMENTO FATORIAL

Os resultados do planejamento 23 foram apresentados na Tabela 2. Observa-se que
guanto maior a concentracdo de hibisco presente na infusdo e quanto maior a temperatura e
tempo de extracdo, maiores sdo os valores de atividade antioxidante.

Os valores da Contagem Total de Polifendis (CTP) encontrados no presente estudo
variaram de 389,66 + 0,19 a 749,41 £ 0,26. O estudo de DUCRUET et al (2017), no qual goji
berrys foram adicionadas no processamento da cerveja, apresentaram valores de CTP variando
de 335 mg GAE/L na cerveja padréo, até 623 mg GAE/L na formulagdo em que 0s o goji berry
foi adicionado no inicio da fervura do mosto. As publicacBes apresentam grande variagdo de

valores de compostos fendlicos em diferentes tipos de cerveja. PIAZZON et al (2010) avaliou
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o conteudo de fenodlicos em diferentes estilos de cerveja e observou que houve aumento tanto
nos compostos fendlicos quanto na atividade antioxidante na seguinte sequéncia dos estilos:
cervejas sem alcool < lager < pilsner < trigo < ale < abbey < bock beer, concluindo que cervejas
mais escuras apresentam maior contetido fendlico e maior capacidade antioxidante do que as
cervejas sem &lcool e cervejas clara.

A atividade antioxidante com relagdo ao % de inibicéo do radical DPPH variam de 2,22
+ 0,05 a 5,73 £ 0,18 mmol TE/L, apresentando aumento proporcional entre as variaveis, ou
seja, quanto maiores a concentracdo do hibisco, tempo e temperatura, mais elevado o valor de
DPPH. No ABTS, os valores foram semelhantes ao DPPH variando de 2.28 £ 0.11 a 7.80
0.11 mmol TE/L.

Os resultados encontrados no presente estudo foram superiores aos avaliados em
cervejas comerciais do tipo Lager chinesas e exportadas (0.16 to 2.23 mmol/L TE) (ZHAO et
al., 2010, 2013) e em cervejas do tipo Ale Belgas (0.64-1.08) (TAFULO et al., 2010). Ja no
estudo de KAWA-RYGIELSKA (2019), onde foram adicionados extrato do suco de frutas
semelhantes a cerejas em cervejas do tipo ale durante o periodo da primeira e segunda
fermentacdo, apresentaram valores de atividade antioxidante semelhante aos encontrados na
presente pesquisa. Os resultados acima sugerem que a matéria-prima e o processo de fabricacéo
de cerveja podem ter influéncias significativas na atividade de eliminacao de radicais DPPH e
também possuem impacto na eliminagéo de cations ABTS da cerveja.

A formulacgéo 8 apresentou valor superior de atividade antioxidante (7,80 = 0,11 mmol
TE/L), quando comparado ao estudo citado por DUCRUET et al. (2017), indicando que a
presenca do hibisco favoreceu o aumento da atividade antioxidante. A adicdo de gojiberry em
cerveja do tipo ale obtiveram valores semelhantes de ABTS, variando de 2,26 a 3,87
(DUCRUET et al, 2017).



Tabela 2 - Resposta das variaveis independentes com as atividades antioxidantes e polifendis totais

Independentes Dependente 1  Dependente 2 Dependente 3 Dependente 4

Ensaios Concentragéo Temperatlfra Tempo~de DPPH ABTS PR Polifenois

de Hibisco*  d€ ez‘(’tcr?gao ex(tr:]?r?fo (mM Trolox) (mM Trolox/L)  (mg AA eq./g dry extract) (GAE mg/L)
1 2 (-1) 30 (-1) 5 (-1) 228+001  2.28+0.11 787.75+0.13 389.66 + 0.19
2 5 (+1) 30 (-1) 5(-1) 348+0.13  2.60+0.03 918.38 + 0.26 481.19 +0.12
3 2 (-1) 60 (+1) 5(-1) 255+0.14  3.04+0.02 832.52 +0.16 437.80 +0.18
4 5 (+1) 60 (+1) 5(-1) 409+021  2.71+0.01 988.29 +0.21 497.37 +0.15
5 2 (-1) 30 (-1) 10 (+1) 2914017  3.21+0.13 915.68 + 0.31 502.37 +0.23
6 5 (+1) 30 (-1) 10 (+1)  4.62+0.11  4.11+0.12 1060.54 + 0.26 574.07 + 0.45
7 2 (-1) 60 (+1) 10 (+1)  2.22+0.05  1.39+0.14 1097.66 + 0.28 672.29 +0.10
8 5 (+1) 60 (+1) 10 (+1) 573+0.18  7.80+0.11 1374.23 + 0.27 749.41 +0.26
9 3,5(C) 45 (C) 7,5(C) 2.65 +0.02 2.92 +0.02 883.24 £0.14 467.05 £ 0.28
10 3,5(C) 45 (C) 7,5(C) 2.68 £ 0.01 2.94+0.01 884.00 £0.13 468.21 +0.19
11 3,5(C) 45 (C) 7,5(C) 2.64 +0.13 2.92 +0.03 883.80 £0.12 466,16 + 0.12
12 3,5(C) 45 (C) 75 (C) 263+0.14  2.93+0.02 882.98 + 0.26 466,80 + 0.18

*Concentracdo de Hibisco (g/100mL; DPPH - (2,2-difenil-1-picrihidrazila); ABTS - (2,2 Azinobis (3-ethyl-benzothiazoline-

6-sulfonite); PR — Poder redutor. Valores dos resultados expresso em média = DP.
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Na Figura 4, a maior influéncia sobre a atividade antioxidante realizada pelo método
do DPPH decorreu da concentracdo de hibisco, seguido pelo tempo de extracdo (P< 0,05). As
combinagdes entre concentragdo de hibisco e tempo de extracdo; concentracdo de hibisco e T
(°C) de extracdo também se tornam relevantes quando avaliados pelo método do DPPH. A
temperatura de extracdo apresentou menor influéncia quando comparada com as demais
variaveis isoladas ou combinadas. Com relacdo a combinacdo entre os fatores de tempo e
temperatura de extracéo, o grafico nos mostra influéncia negativa relacionada com a atividade
antioxidante.

Ao relacionarmos as variaveis independentes (concentracdo de hibisco, tempo e
temperatura de extracdo) com a atividade antioxidante determinada pelo método ABTS,
observamos que os valores encontrados foram consistentes aos do DPPH. O método do DPPH
consiste na capacidade de eliminar os radicais DPPH podem doar hidrogénios para radicais
livres. J& 0 ABTS, atua na eliminagé@o de cétions pelo radical ABTS, que também reflete na
capacidade de doacdo de hidrogénio. Portanto, cervejas que possuem maior eliminacdo dos
radicais DPPH e maior atividade de eliminacdo de cations ABTS, possuem maior estabilidade
do sabor da cerveja uma vez que impedem a formacgédo de compostos relacionados a oxidacao
lipidica (VANDERHAEGEN et al., 2006). O diagrama mostra que as variaveis propostas
apresentaram relevancia na atividade antioxidante, indicando forte interacdo entre tais variaveis
pelo método utilizado.

O desempenho das variaveis relacionadas com a atividade antioxidante realizada pelo
método PR mostrou um comportamento semelhante ao ABTS. Contudo, diferente das demais
andlises, o fator tempo de extracdo teve maior relevancia do que a concentragédo de hibisco e a
temperatura de extracdo. O poder redutor esta associado a atividade antioxidante e pode servir
como um reflexo significativo da atividade antioxidante. Compostos com o poder redutor indica
que eles poderiam reduzir os intermediarios oxidados dos processos de peroxidacao lipidica e
atuar como antioxidantes primarios ou secundérios (LUGASI; HOVARI, 2003).

Com relacdo a CTP, o tempo e a temperatura foram as variaveis que mais apresentaram
influéncia nos polifendis, seguido pela concentracdo de hibisco. J& a combinacdo de tempo e
temperatura de extracdo, juntamente com a concentracdo de hibisco e tempo de extracgdo,

apresentaram influéncia negativa no processo.



Figura 4 - Diagrama de pareto expressando a relevancia das variaveis independentes (Concentracdo de hibisco, temperatura de

extracdo e tempo de extracdo) com a atividade antioxidante através do método DPPH, ABTS e PR, e da contagem total de
polifendis (CTP), respectivamente
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Avaliando o comportamento dos graficos de superficie (Figura 5.) com as variaveis
independentes relacionadas as atividades antioxidantes, as figuras apresentam comportamentos
semelhantes entre si. Nos graficos que relacionam as atividades antioxidante com o tempo e a
temperatura de extragdo mostram que os valores utilizados no estudo apresentam estabilidade
nos resultados encontrados, uma vez que chegando em sua temperatura e tempo 6timo de
extragdo, aumento dos padrfes utilizados n&do influenciaria no aumento da atividade
antioxidante.

A adicdo de hibisco em concentragfes superiores aos utilizados no presente estudo
através da infusdo dos célices do hibisco pode influenciar com o aumento da atividade
antioxidante e de compostos fendlicos presente nas cervejas, porém podem contribuir
negativamente no aspecto sensorial. Alguns fatores como o tipo de solvente utilizado, tamanho
das particulas e tempo e temperatura e de extracdo podem influenciar no rendimento dos
constituintes quimicos (ZHANG et al., 2006; CISSE et al., 2012).

Longos periodos de extracdo e temperatura mais elevadas, tendem a aumentar a
possibilidade de oxidacdo dos compostos fenolicos e degradacdo de antocianinas (NACZK;
SHAHIDI, 2004). O estudo realizado por MACIEL et al, 2018, no qual foi realizado um
planejamento fatorial 22 para avaliar a melhor condi¢do de extracdo de compostos em Hibisco
sabdariffa L. mostraram que a temperatura de 60 °C por 20 minutos foram as melhores

condicdes de extracdo do maior teor de antocianinas.
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Figura - Gréficos de superficie de resposta do efeito da atividade antioxidante pelo método DPPH (A), ABTS (B) e Poder Redutor (RP) (C) e

Contagem de Total de Polifendis (CTP) relacionando a Concentracdo dos Célices de Hibisco e Temperatura de Extracdo; ao Tempo de Extracao e
Quantidade de Hibisco; e Tempo e Temperaturas de Extracdo, respectivamente
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7 CONCLUSAO

Obteve-se uma cerveja classificada como Cerveja tipo extra, de coloragdo escura.
Conclui-se que a adi¢do de hibisco através da infusdo dos seus célices nas formulagGes de
cervejas aumentou a atividade antioxidante e do contetido de fendlicos no produto. Foi visto
que a maior concentragdo de hibisco sugerida no estudo, junto com os maiores tempos de
extracdo e maior temperatura, parece favorecer a resposta nos métodos de atividade
antioxidante testados e do contetdo de fendlicos.

Os resultados obtidos mostram que a adicdo da infusdo do hibisco potencializou a
capacidade antioxidante das cervejas, podendo ser utilizado pela indUstria como alternativa de
produto a ser utilizado na elaboracdo de produtos alimenticios que apresentam potencial

fendlico, antioxidante e caracteristicas fisico-quimicas relevantes.

7.1 PERSPECTIVAS

Sugere-se novos estudos com valores superiores aos testados para avaliar sua influéncia nos
aspectos antioxidante e a presenca de fendlicos. Além da realizacdo de analise sensorial para
verificar a aceitacdo do produto por consumidores. As condicdes testadas no presente estudo
podem ser utilizadas pela industria alimenticia para o desenvolvimento de alimentos com

potencial funcional utilizando o extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa L.
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