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RESUMO

A cerveja ¢ uma bebida fermentada, com grande variedade de compostos organicos e
inorganicos, muitos dos quais, estdo associados a beneficios a satide humana. Com isso, o
objetivo deste trabalho, foi formular e produzir uma cerveja de fermentacao mista, obtida pela
associagdo da levedura cervejeira comercial a kombucha ndo pasteurizada. Para isso, foi
produzida uma cerveja com adi¢cdo de 20% de kombucha e uma cerveja controle com adi¢ao
de 20% de uma solugdo de sacarose. Para caracterizacdo, foram realizadas as seguintes
analises e encontrado seus respectivos valores, para cerveja de kombucha e cerveja controle,
consecutivamente: pH; 4,05 e 4,10, grau Brix; 6,0 para ambas, atenuacdo; 83% para ambas,
teor alcoolico estimado de 5,5% ABV (4,3% ABW), acidez total; 46,10 e 34,35 mEq/L,
agucares totais; 23,72 e 20,89 mg Glicose/mL e compostos fenolicos totais; 241,05 e 165,12
ng de AG/mL, o que consequentemente, levou ao aumento da atividade antioxidante na
cerveja de kombucha em relagdo a controle, confirmada pelos métodos de DPPH e FRAP.
Com isso, foi observado que a adi¢do da kombucha para producdo da cerveja através da

técnica utilizada, resultou na formulagao de uma bebida com propriedade funcional adicional.

Palavras-Chave: Compostos Fendlicos. Antioxidantes. Biotecnologia. Bebida Funcional.



ABSTRACT
Beer is a fermented beverage, with a great variety of organic and inorganic compounds, many
of which are associated with benefits to human health. Thus, the objective of this work was to
formulate and produce a beer with mixed fermentation, obtained by the association of
commercial brewer's yeast and unpasteurized kombucha. For this, a beer was produced with
the addition of 20% kombucha and a control beer with the addition of 20% sucrose solution.
For characterization, the following analyses were performed and their respective values
found, for kombucha beer and control beer, consecutively: pH; 4,05 and 4,10, Brix degree;
6,0 for both, attenuation; 83% for both, estimated alcohol content 5,5% ABV (4,3% ABW),
total acidity; 46,10 and 34,35 mEq/L, total sugars; 23,72 and 20,89 mg Glucose/mL and total
phenolic compounds; 241,05 and 165,12 pg of GA/mL, the latter consequently led to
increased antioxidant activity in kombucha beer compared to control, confirmed by DPPH
and FRAP methods. With this, it was observed that the addition of kombucha for beer
production through the technique used, resulted in the formulation of a beverage with

additional functional property.

Keywords: Phenolic Compounds. Antioxidants. Biotechnology. Functional Beverages.
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FORMULACAO E ANALISE DE CERVEJA COM ADICAO DA BEBIDA KOMBUCHA

.o
Orneane de Castro Pires

RESUMO

A cerveja ¢ uma bebida fermentada, com grande variedade de compostos organicos e inorganicos,
muitos dos quais, estdo associados a beneficios a saide humana. Com isso, o objetivo deste
trabalho, foi formular e produzir uma cerveja de fermentagdo mista, obtida pela associacdo da
levedura cervejeira comercial & kombucha nao pasteurizada. Para isso, foi produzida uma cerveja
com adi¢do de 20% de kombucha e uma cerveja controle com adi¢ao de 20% de uma solugdo de
sacarose. Para caracterizagdo, foram realizadas as seguintes analises e encontrado seus respectivos
valores, para cerveja de kombucha e cerveja controle, consecutivamente: pH; 4,05 e 4,10, grau
Brix; 6,0 para ambas, atenuacdo; 83% para as duas, teor alcoolico estimado de 5,5% ABV (4,3%
ABW), acidez total; 46,10 e 34,35 mEq/L, acucares totais; 23,72 ¢ 20,89 mg Glicose/mL e
compostos fendlicos totais; 241,05 e 165,12 ng de AG/mL, este ultimo, consequentemente, levou
ao aumento da atividade antioxidante na cerveja de kombucha em relagdo a controle, confirmada
pelos métodos de DPPH e FRAP. Com isso, foi observado que a adicdo da kombucha para
producdo da cerveja através da técnica utilizada, resultou na formulagdo de uma bebida com
propriedade funcional adicional.

Termos para indexac¢ao: Compostos Fenolicos, Antioxidantes, Biotecnologia, Bebida Funcional.

FORMULATION AND ANALYSIS OF BEER WITH THE ADDITION OF THE KOMBUCHA
BEVERAGE

ABSTRACT
Beer is a fermented beverage, with a great variety of organic and inorganic compounds, many of
which are associated with benefits to human health. Thus, the objective of this work was to
formulate and produce a beer with mixed fermentation, obtained by the association of commercial
brewer's yeast and unpasteurized kombucha. For this, a beer was produced with the addition of 20%
kombucha and a control beer with the addition of 20% sucrose solution. For characterization, the
following analyses were performed and their respective values found, for kombucha beer and
control beer, consecutively: pH; 4,05 and 4,10, Brix degree; 6,0 for both, attenuation; 83% for both,
estimated alcohol content 5,5% ABV (4,3% ABW), total acidity; 46,10 and 34,35 mEq/L, total
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sugars; 23,72 and 20,89 mg Glucose/mL and total phenolic compounds; 241,05 and 165,12 pg of
GA/mL, the latter consequently led to increased antioxidant activity in kombucha beer compared to
control, confirmed by DPPH and FRAP methods. With this, it was observed that the addition of
kombucha for beer production through the technique used, resulted in the formulation of a beverage
with additional functional property.

Index terms: Phenolic Compounds, Antioxidants, Biotechnology, Functional Beverages.

1. INTRODUCAO

A cerveja ¢ uma bebida alcodlica fermentada, tendo sua producdo decorrente
basicamente de matérias-primas como; agua, malte (de cevada ou de outros cereais), lupulo e
leveduras (CADENAS et al., 2021). Usualmente, a classificagdo da cerveja ¢ caracterizada por
quatro tipos de producdo, sendo; cervejas de baixa fermentacdo, cervejas de alta fermentacao,
cervejas de fermentagdo espontanea e cervejas de fermentacdo mista (controlada), tais quais, sao
resultante da variabilidade da etapa de fermentagdo (BOUCHEZ & VUYST, 2022).

A adi¢do de adjuntos solidos e/ou liquidos na cerveja ¢ de grande importancia também,
sendo designados como tal qualquer substiancia adicional utilizada como fonte de acucares
fermentesciveis, cujo objetivo pode ser reduzir custos de produgdo e/ou acrescentar novas
caracteristicas sensoriais ou funcionais. Esta pratica ¢ recorrente desde os tempos remotos, onde
ingredientes como ervas amargas, especiarias, flores e frutos eram incorporados para acrescentar
diferentes aromas, potencial medicinal, perfis no sabor. Contudo, tal pratica, ja sofreu retragdo com
a lei de Pureza Alema (publicada em 1516) estabelecida com intuito de evitar ingredientes
prejudiciais nas cervejas (CADENAS et al., 2021; HUMIA et al., 2019; MOHAMED et al., 2019;
PEREIRA, 2015).

Atualmente as cervejas comerciais (mainstrain), sao as mais consumidas quando
comparadas com cervejas do tipo artesanais, de baixo teor alcodlico, sem alcool, cervejas
funcionais, etc. Porém, o mercado destas tltimas vem apresentando amplo crescimento uma vez que
muitos consumidores vém buscando por maior diversidade de opgdes para a bebida, com proposito
de experimentar novos estilos, novos sabores, € também, consumir uma cerveja mais saudavel e/ou
consumir sem afetar seus principios religiosos (EUROPEAN BEER TRENDS, 2019; HABSCHIED
et al., 2020; SALANTA et al., 2020).

Os cervejeiros e pesquisadores buscam atender as demandas, criando e reinventando
novos perfis da bebida. Dentre tantos, uma das propostas promissoras € a cerveja funcional, que esta

ligada a melhoria da satide e correlacionado a importancia dos alimentos tradicionais e organicos
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formando uma gama de possibilidades para criagao de produtos inovadores (HABSCHIED et al.,
2020; SALANTA et al., 2020).

Podem ser observados intimeros trabalhos na literatura envolvendo fungos, ervas e
probiodticos aplicados na producdo de cervejas com novas caracteristicas. Tais formulagdes
evidenciam um redesenhamento da cerveja, adicionando ingredientes alternativos e/ou alterando a
fermentagdo convencional com Saccharomyces cerevisiae (estilos da familia Ale) e/ou
Saccharomyces pastorianus (estilos da familia Lager) (GERBER, 2019; HABSCHIED et al., 2020;
SALANTA et al., 2020).

A utilizagdo de novas fontes de microbiota possibilitam diferentes interacdes entre
leveduras e bactérias (acidas e lacticas), podendo resultar em cervejas com maiores concentragdes
de &cidos organicos, tornando-se uma bebida caracteristicamente dcida (BOSSAERT et al., 2019).

As cervejas com baixo pH (entre 3,0 a 3,9), podem ser denominadas de Sour beer
(cervejas azedas), as quais possuem uma ampla variagdo de processos de produgdo e de matérias
primas utilizadas. As variagdes de processo podem estar associadas a mostura azeda ou semelhante,
fermentagdo espontanea e fermentagdo mista. Nesta tltima, bactérias e leveduras convencionais e
ndo-convencionais, sdo controladamente inoculadas ao mosto (BOSSAERT et al., 2019; DYSVIK
et al., 2020).

Os microrganismos utilizados na fermentacdo cervejeira podem ser isolados de
diferentes fontes e podem ser utilizados para formulacdo de diferentes perfis de cerveja, como ¢
facil observado na literatura. Como por exemplo, a partir da bebida kombucha, uma bebida antiga e
tradicional, obtida pela fermentacdo de cha por associacdo simbidtica de fungos e bactérias. O
inoculo da kombucha, denominado de SCOOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast), &
cendrio de pesquisas promissoras devido a grande diversidade de microrganismos tipicamente
encontrada neste consorcio (JAKUBCZYK et al., 2020).

Esta bebida possui uma variedade de compostos importantes para saude humana, sendo
seus beneficios relatados por consumidores e pesquisas cientificas, as quais indicam que a acao
protetora da bebida deve estar associada aos polifenodis, o maior grupo fitoquimico e importantes
antioxidantes atuantes na preven¢dao de doencas decorrente do estresse oxidativo. Destacam-se
também na kombucha os acidos organicos, os quais sao associados a atividade antibacteriana.
Dentre outros 4acidos presentes, o d4cido glucurdnico destaca-se atuando no aumento da
biodisponibilidade dos polifenodis e, ainda, na desintoxicagao hepatica de xenobidticos (LEAL et al.,
2018).

Neste contexto, este estudo busca obter uma cerveja com beneficios adicionais a satde
do consumidor, conciliando as propriedades funcionais da bebida kombucha as caracteristicas

benéficas conhecidas da cerveja. Deste modo, a presente pesquisa teve como objetivo produzir e
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caracterizar uma cerveja tipo sour beer a partir da fermentacao mista proporcionada pela associacao
da levedura cervejeira comercial a kombucha ndo pasteurizada (biologicamente ativa), na

fermentagdo do mosto cervejeiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Producio da cerveja de kombucha e da cerveja controle

Como estratégia para obtencao da cerveja de kombucha, optou-se pela adigdo da bebida
kombucha ndo pasteurizada (biologicamente ativa), junto ao mosto cervejeiro ja no inicio da
fermentagdo, permitindo deste modo a obtencdo de uma fermentagdo mista resultante da acao
conjunta da levedura cervejeira comercial e, da microbiota diversificada tipicamente presente na
kombucha.

Para elaboracdo da cerveja de kombucha seguiu-se a sequéncia de etapas: produgdo da
kombucha, produ¢do do mosto cervejeiro, adi¢do da bebida kombucha ou da solucio de sacarose ao
mosto cervejeiro (cerveja de kombucha e controle, respectivamente), fermentagdo dos mostos,

envase e carbonatagdo. Todos os processos sdo detalhados abaixo e na Figura 1.

Moagem dos graos
|
Mosturagao
|
Lavagem do malte

Fervura / Lupulagem

Solugdo de sacarose (20%) —l r Bebida Kombucha (20%)
Mosto da Cerveja controle (80%) Mosto da Cerveja de kombucha (80%)
Fermentacao Fermentacao
Envase / Carbonatacao Envase / Carbonatagdo

Figura 1- Representacdo esquematica das etapas do processo da produgdo das cervejas

Fonte: Elaborada pelo autor (2023)

A kombucha utilizada na cerveja foi obtida seguindo as recomendacgdes do manual de
preparo do fornecedor (Probioticos Brasil (SCOBY 8 CM)), iniciando com a infusdo de 8 g/L de
ché verde (Camellia sinensis), por 10 min, seguindo da adi¢ao de 80 g/L de agucar branco cristal.

ApoOs o resfriamento a temperatura ambiente, foi adicionado o SCOBY (Symbiotic Culture Of
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Bacteria and Yeast) e o residuo final da kombucha produzida anteriormente (10% do volume total).
A fermentacdo foi conduzida a temperatura ambiente (25°C — 30°C) por um periodo de 8 dias.

A receita do mosto foi elaborada com auxilio do software cervejeiro BeerSmith 2.0
(BEERSMITH LLC, 2011). Para elaboracao do mosto foi utilizado 4,8 kg de malte tipo pilsen
(Chdteau Pilsen 2RS — Castle Malting), 100 g de malte cristal (Chdteau Cara Crystal — Castle
Malting) e 10 g de lupulo de amargor da variedade Hallertauer Magnum (14% de alfa-acido).
Objetivou-se o preparo de 20L de mosto, com densidade inicial (OD) de 1,053 g/mL (13 °Bx) e,
amargor aproximado de 17 IBU. Em relagao a moagem do malte optou-se por uma moagem média,
a qual foi feita em moinho de malte de 2 rolos (DMO1 — Daddy Mill).

A brassagem foi conduzida em um microcervejaria automatica do tipo single vessel
(Brew Home Standard 20 — Brew Beer). A temperatura de sacarificagdo foi tinica de 63 °C, com
recirculacdo continua do mosto por 1h, seguida de mash-out a 78°C por 10 min. Para lavagem do
malte, utilizou-se o método sparge de modo a obter um volume final de mosto pré-fervura de 25,1
L, o qual foi entdo submetido a fervura por 1 h, com adi¢@o do lipulo no inicio da fervura. Apos a
fervura e decantacdo do mosto, o mesmo foi resfriado a 17 °C através do trocador de calor a placas
e transferido aos fermentadores.

Para fermenta¢do, o mosto foi dividido em duas porc¢des iguais: uma utilizada para
fermentagdo da cerveja com kombucha, onde foi acrescida a kombucha numa propor¢ao de 20% de
kombucha para 80% de mosto; e outra, utilizada como controle, na qual, foram acrescentados 20%
de solucao de sacarose com concentracdo ajustada para obter o mesmo Brix da kombucha utilizada
(70 g sacarose/L). Ambas foram fermentadas com leveduras Safale US-05 por 34 dias, a
temperatura de 17 °C, resultando, portanto, uma cerveja da familia das Ales. Apds a fermentacao
procedeu-se o envase em garrafas de vidro de 330 mL, que foram acondicionadas a 20 °C por 42
dias.

A carbonatagao foi pelo método de condicionamento na garrafa (bottle conditioning),
adicionando-se a cerveja no momento do envase 20 ml/L de uma solugdo de sacarose de modo a

resultar uma concentragcdo de 6 g/L na cerveja.

2.2. Analises Fisico-Quimicas

2.2.1. Determinacao do pH

Para determinagcdo do pH, foi realizada a leitura direta através de pHmetro digital

(AK88 — AKSO).
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2.2.2. Determinacao do grau Brix, atenuacdo e estimativa do teor alcoolico

A determinacdo do teor dos Solidos Soluveis Totais (grau Brix) foi realizada através da
leitura direta do refratdmetro manual, em duplicata.

Os valores da gravidade especifica (SG — Specific Gravity) e atenuagdo real e aparente
foram calculados a partir dos valores do grau Brix, estimados com auxilio do aplicativo
BREWFATHER 2.8.4 (BREWFATHER, 2022).

O teor alcodlico, ABW e ABV, foram estimados a partir da atenuagdo observada na
cerveja utilizando a equacao proposta por Hall (1995) (Equagdes 1 e 2, respectivamente).

ABW =76.08 * (OG - FQG) / (1.775 - OG) (1)
ABV = ABW * (FG/0.794) . (2)
Onde,
OG (Original Gravity): Gravidade especifica antes da fermentacao.

FG (Final Gravity): Gravidade especifica apds a fermentagao.

2.2.3. Determinacdo da Acidez Total

Para determinagdo da acidez total, seguiu-se o método titulométrico proposto pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento para caracterizacdo da acidez em bebidas

destiladas e mistas (BRASIL, 2013).

2.2.4. Determinacao de Acucares Totais, Agucares Redutores e Nao-Redutores

As determinacdes de agucares totais e redutores foram realizadas através do método
colorimétrico do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959) e modificado por
Vasconcelos et al., (2013). Para determinacao de acucares redutores, foram adicionados 0,2mL de
amostra, 0,2 mL do reagente DNS em um microtubo de 2,0 ml, e levado ao aquecimento em banho-
maria com agua em ebulicdo por 5 min, sendo posteriormente resfriado em banho de gelo. Apds o
resfriamento foi adicionado 1,6 mL de &4gua destilada, agitado e realizada a leitura em
espectrofotometro a 540 nm.

Para determinacao de agtcares nao-redutores foi utilizada a metodologia de Maldonade
et al., (2013), onde, em um tubos de ensaio foram adicionados 2,0 mL da amostra ¢ 2,0 mL de HCI
2M, sendo, o tubo levado em banho-maria em ebuli¢do por 10 minutos e resfriado em banho de
gelo. Apds esse processo foi acrescentado 2,0 mL de NaOH 2M, agitou e realizou o teste de DNS.

Ambos os resultados foram determinados pela curva-padrao.
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2.2.5. Determinagao de Fenolicos Totais

A determinacao de Fenolicos Totais foi realizada por meio do método de Folin-
Ciocalteu’ conforme Singleton & Rossi (1965) com modificacdes de Fu et al., (2011). As analises
foram efetuadas com 4 diluigdes das amostras em triplicata, as quais foram submetidas a reagdo em
meio basico composto por 1000 puL de reagente Folin-Ciocalteu (10%), 800 uL de solugdo de
carbonato de sodio (7,5%) e 200 uL. de amostra, sendo analisado por espectrofotometria em 760 nm
ap6s um tempo de reagao de 120 minutos em auséncia de luz.

A concentragdo foi determinada por meio de regressdo linear através da curva padrao de

acido galico e expresso em miligrama de acido gélico (GAE) por grama de amostra (mg GAE/g).

2.2.6. Determinacao da Acao Antioxidante

A atividade antioxidante foi verificada pelos métodos de captura do radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

O DPPH foi determinado através do método de Rufino et al., (2007), onde, as amostras
foram diluidas em 4 aliquotas, quais, foram submetidos a reacdes em volume total de 1 mL, sendo
25 pL de amostra e 975 pL de reagente DPPH, armazenado em ambiente escuro por 30 minutos ¢ a
leitura executada no comprimento de onda de 515 nm.

O resultado foi expresso em EC50 (concentracdo em mg.ml-1 da amostra necessaria
para reduzir 50 % do radical), o qual foi calculado por regressdo linear da concentracao dos extratos
pela atividade antioxidante (%).

A determinagao de FRAP seguiu o método descrito por Rufino et al., (2006). O teste foi
conduzido a partir de 4 diferentes dilui¢des, submetidos a reagdes na proporcao de 30 pL de
amostra, 90 pL de dgua e 900 puL do reagente FRAP. A reagdo foi armazenada em estufa protegida
de luz durante 30 minutos a temperatura de 37°C, com a leitura no comprimento de onda de 595
nm. Os resultados foram submetidos a regressao linear por meio de uma curva padrdo e expressos

em TEAC (atividade antioxidante equivalente ao 7Trolox) por grama de amostra (mmol TEAC/g).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2 Reagente quimico, cuja composicao inclui o 4acido fosfotingstico (H;PW,04) e o dcido fosfomolibdico
(H3PM012040) (PIRES et Cll, 2017)
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3.1. Caracterizacio Fisico-quimica da Kombucha

O resultado das andlises da bebida kombucha apos o periodo fermentativo, foram
significativo para estabelecer a composicdo dos mostos a serem fermentados e, caracterizar as
mudangcas fisicas-quimicas ocasionadas pela adi¢ao da bebida aos mesmos.

Desse modo, o resultado de pH foi 3,4, mantendo-se dentro da faixa decretada pela
Instru¢do Normativa n°® 41/2019 (MAPA) para a bebida kombucha, que estabelece um valor
aceitavel entre 2,5 e 4,2 para fins de consumo (BRASIL, 2013). Qual, também ¢ recomendada pelo
modelo de codigo alimentar da FDA (Food and Drug Administration) (MIRANDA et al., 2022).

O valor da acidez total foi de 82,3 mEq/L, através deste, pode ser observado a diferenca
de concentracdo de 4acidos na bebida em relacdo a outras etapas da formulacdo das cervejas,
demonstradas na Figura 2. A acidez da kombucha ¢ proveniente predominantemente de acidos
organicos oriundos do processo fermentativo, especialmente os acidos acéticos, glucuronicos,
citricos, laticos, malicos e oxalicos (SHAHBAZI et al., 2018), sendo também, um pardmetro
importante para finalizagdo da bebida.

Em relagdo ao grau Brix, a bebida apresentou um valor de 7 °Bx ao final da
fermentacdo, qual, foi utilizado como referéncia para elaboracdo da solugcdo de sacarose a ser

utilizada na cerveja controle em substitui¢do a kombucha.

3.2. Aspectos Fisico-quimicos dos Mostos e das Cervejas Obtidas

O pH do mosto da cerveja de kombucha resultou em 4,5, e na cerveja controle foi de
5,7. Pode ser observado, que a adicdo da kombucha (pH 3,4) ocasionou um decréscimo no pH do
mosto da cerveja de kombucha, em relagdo ao mosto da cerveja controle. Contudo, a reducao no pH
ndo foi intensa a ponto de afetar negativamente a fermentacdo. Segundo Liu et al., (2015), o pH
torna-se prejudicial para Saccharomyces cerevisiae quando encontra-se abaixo de 2,75.

Apesar da discrepancia nos valores de pH observados nos mostos da cerveja de
kombucha e controle, os valores de pH observados nas cervejas apds a fermentacao foram similares
(4,05 e 4,10 para cerveja de kombucha e controle, respectivamente). O pH da cerveja de kombucha
permaneceu acima da faixa de 3,0 a 3,9, o que impossibilita a cerveja de ser denominadas de Sour
beer, segundo Dysvk et al., (2020).

Os resultados das analises de acidez total dos mostos e das respectivas cervejas obtidas
estdo explicitas na Figura 2. A diferenca entre o mosto da cerveja de kombucha e o mosto da
cerveja controle foi de 15,37 mEq/L, determinando sua maior acidez, como relatado anteriormente

pela observagao do pH.
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Em relacdo as cervejas resultantes, ambas apresentaram um aumento na acidez
decorrente do processo fermentativo, elevando os valores de acidez em torno de 20 mEq/L (19,44 e
23,02 mEq/L para a cerveja de kombucha e controle, respectivamente). Indicando o aumento na
concentracao de acidos organicos, bastante similar nas duas cervejas durante a fermentacao.

Estes resultados apontam uma inibicdo das bactérias acidogénicas na condig¢ao
anaerobia, haja vista que na cerveja controle onde fora utilizado apenas a levedura comercial,
obteve um aumento similar de acidez que a cerveja com kombucha. Em decorréncia disto, pode ser
observada a viabilidade de controlar de forma mais precisa, o incremento na acidez da cerveja a
partir do controle da quantidade da kombucha utilizada, uma vez que, a contribuicdo da microbiota
da bebida na fermentacdo do mosto cervejeiro, estaria mais restrita a participagdo das leveduras
selvagens presentes, que contribuem fortemente na geracao de perfis sensoriais distintos, tipicos das

fermentacgOes mistas.

90 -

80 -

KOM. M.C.KOM. M.C.CON. C. KOM. C. CON.

Figura 2— Analise comparativa dos testes de Acidez Total
Kombucha (KOM), Mosto da Cerveja de Kombucha (M.C.KOM), Mosto da Cerveja Controle (M.C.CON), Cerveja de
Kombucha (C.KOM), Cerveja Controle (C.CON).
Fonte: Elaborada pelo autor (2023)

O aumento da acidez nas cervejas € um processo que esta associado a diferentes etapas
na producio da mesma, sendo classificados em trés grupos: (1) Acidos oriundos do malte utilizado
na produgdo do mosto (ex. acidos citrico, malico, fumaérico e férmico); (2) Acidos com
concentracdo um pouco elevada no inicio da fermentagdo, e produzidos durante o processo
fermentativo (ex. acidos acético e lactico); (3) Acidos que iniciam com baixa concentra¢io e so
produzidos no processo fermentativo (ex. acido succinico) (LI & LIU, 2015).

Apesar das diferencas em relagdo a microbiota utilizada nas duas cervejas e na
composi¢do do mosto, observou-se uma atenuacao idéntica entre as mesmas. Apds a adigdo da

kombucha ou da solu¢do de sacarose ao mosto obtido na brassagem (cerveja de kombucha e
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controle, respectivamente), ambos resultaram em 12,5 °Bx (OG de 1,050 g/mL), reduzido ao final
da fermentagdo para 6 °Bx (FG de 1,009 g/mL), correspondendo a uma atenuacdo de 83% e
graduagdo alcoodlica estimada em 5,5% ABV (4,3% ABW).

Cardoso et al., (2021) também fez uma analise de uma cerveja do estilo sour, onde o
mosto foi fermentado anaerobicamente em duas etapas: Inicialmente foi adicionado o SCOOBY da
kombucha ao mosto e, permanecido por 8 dias; Posteriormente, o SCOOBY foi retirado e
adicionado uma levedura cervejeira do tipo Ale por 5 dias, seguindo pela maturagdo por 2 semanas.
Dentre os parametros fisico-quimicos analisados na cerveja finalizada dos mesmos, esta o pH com o
valor de 3,7, e o teor alcodlico com 4,19%. Ambos com valores menores que os valores da cerveja
apresentada na presente pesquisa.

As andlises de acgucares totais e redutores, contudo, evidenciaram uma pequena
diferenca na concentragao de agucares residuais entre as duas cervejas (Figura 3). Observou-se que
a cerveja de kombucha apresentou maiores quantidades de aglcares totais em relagdo a cerveja
controle, sendo, 23,72+0,20 (mg Glicose/L) e 20,89£0,11 (mg Glicose/L), respectivamente. Tais
diferencas devem-se principalmente, a uma maior concentragdo dos aglcares nao redutores, pois, o
resultado para agucares redutores apresentou uma discrepancia muito menor dentre as duas

cervejas.

30 4 B ACUCARES REDUTORES
@ AGUCARES NAO-REDUTORES
O ACUCARES TOTAIS
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Figura 3— Resultado das analises de agucares totais, agticares redutores e ndo-redutores
Fonte: Elaborada pelo autor (2023)

A diferenga entre os valores de actcares residuais da cerveja de kombucha em relagdo a
cerveja controle, pode ser justificado pela introducdo de agtcares redutores, através da adicao da
solugdo de sacarose (100% fermentescivel) ao mosto da cerveja controle, para obtencdo do mesmo
grau Brix. Com isso, o nivel de agucares ndo-redutores foram maiores na cerveja de kombucha,
devido a presenca destes na bebida kombucha, contribuindo assim, com o aumento dos agtlicares

residuais (ndo-redutores) na cerveja de kombucha.
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Vale enfatizar que os graus Brix observados nas duas cervejas foram idénticos, nao
evidenciando a diferenca observada na concentragdo de agucares nas mesmas (Figura 3). A
quantificagdo destes carboidratos na cerveja sdo parametros importantes para sua caracterizagao,
pois, estes constituem 90% dos extratos do mosto, sendo que 64% a 77% sao fermentesciveis, parte
destes, permanecem como acucares residuais (FERREIRA, 2009).

Até o momento, ainda ndo foi encontrado na literatura referéncias para os niveis de
acucares em cervejas com adicdo da kombucha ao mosto, em qualquer propor¢do. Porém, Ferreira
(2009) fez uma revisao sobre parametros analiticos de uma variacao de tipos de cervejas, tendo
como base diferentes artigos, demonstrando que os aglcares totais na cerveja variam entre 2,8 a 61
g/L (2,8 a 61 mg/mL), sendo que, em Ales (tipo de cerveja analisada por se trabalho) variam de 15 a
60 g/L (15 mg/ml a 60 mg/mL). Com base nesses dados, observa-se que a cerveja com kombucha
produzida neste trabalho manteve-se dentro dos valores médios observados para cervejas

convencionais.

3.3. Determinacao de Fendlicos Totais e Atividade Antioxidante

Os dados referentes a concentracao de fenolicos totais nas bebidas, bem como os dados
referentes a atividade antioxidante avaliada pelos métodos DPPH e FRAP, podem ser observados na
Figura 4. A partir dos resultados constata-se, que a cerveja de kombucha apresenta maiores
concentracdes de fenodlicos totais quando comparada a cerveja controle, com valores de
241,054+2,05 (ug AG/mL) e 165,12+0,57 (ug AG/mL), respectivamente, representando um aumento
de 46% na concentragao de fenolicos.

Tais dados sdo corroborados pela observagdo de um aumento também na atividade
antioxidante na cerveja de kombucha em relagdo a cerveja controle, qual, fora observado através do
método FRAP, um aumento de aproximadamente 25% na cerveja de kombucha em relacdo a
cerveja controle (Figura 4). Pelo método DPPH, foi verificado também, um aumento na
concentracdo de antioxidantes na cerveja de kombucha, chegando a mais de 3x a capacidade de
neutralizagdo do radical DPPH (EC50) em relacao a cerveja controle.

Com isso, observa-se que os resultados das trés analises (A, B e C (Figura 4)), foram
positivas para cerveja de kombucha, indicando o aumento de compostos fenolicos através da adigao

da bebida kombucha, o que ocasionou no aumento da sua a¢do antioxidante.
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Figura 4— Analise de Fenolicos Totais e Atividade Antioxidante
A- Fendlicos Totais; B- DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil); C- FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).
Fonte: Elaborada pelo autor (2023)

Os compostos fendlicos t€m sido amplamente estudados, devido a sua importancia em
relacdo a qualidade dos alimentes que decorre de suas propriedades antioxidantes, sendo
importantes no combate ao estresse oxidativo nos organismos vivos, além de possuirem
propriedades  antimicrobianas e anti-inflamatorias. Adicionalmente, suas propriedades
antimicrobianas influenciam também de modo positivo na estabilidade das bebidas (ARNOSO et
al., 2019).

Visando esta importancia, considera-se que a formulacao proposta para fins de produgao

de uma cerveja com beneficios adicionais para consumo humano, foi efetiva, possibilitando desta

forma, o empego da técnica utilizada para producao de cerveja funcional.

4. CONCLUSAO

A estratégia adotada neste trabalho de adicdo de kombucha biologicamente ativa ao
mosto cervejeiro, demonstrou-se uma estratégia eficaz, para promover melhorias na cerveja em
relagcdo as suas propriedades funcionais, aumentando de forma expressiva a atividade antioxidante
na bebida obtida. Apesar da presenga da microbiota acidogénica tipicamente presente na kombucha,
a mesma, ndo ocasionou um aumento da acidificacio durante o processo fermentativo,

provavelmente devido a inibi¢do decorrente da condi¢do anaerdbia, o que permite uma manipulagao
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mais precisa da acidez desejada na cerveja, por meio da manipulacao das condigdes de produgao da
kombucha, de modo, a obter uma kombucha com maior ou menor acidez.

Estudos adicionais s3o recomendados para investigar possiveis estratégias de
fermentacdo, que poderiam influenciar no grau de participagdo destas bactérias acidogénicas,
essencialmente lacticas e acéticas, durante o processo fermentativo do mosto cervejeiro. Em relacao
a atenuacdo da cerveja, ndo se observou diferenga expressiva entre a cerveja com kombucha e a
cerveja controle, demonstrando ndo haver nenhuma inibicdo aparente da kombucha sobre a
levedura comercial utilizada.

A pequena diferenca de agucar residual observada na cerveja com kombucha em relagao
a cerveja controle, evidenciada nas determinagdes de aglicares ndo redutores, se deve possivelmente
ao fato de que, a kombucha apresentava acglcares ndo fermentesciveis ausentes na solugdo de

sacarose utilizada na cerveja controle.
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ANEXOS

Revista: Revista Cadernos de Ciéncia & Tecnologia

Diretrizes para Autores

1. Tipos de colaboragao

Sao aceitos pelos CC&T trabalhos que se enquadrem nas areas tematicas de ciéncia,
tecnologia e desenvolvimento rural e que ainda ndo foram publicados nem encaminhados a outra
revista para o mesmo fim, dentro das seguintes categorias: a) artigos cientificos; b) artigos de
revisao; c) ensaios.

Artigo cientifico

O contetido de cada trabalho deve primar pela originalidade, isto ¢, ser elaborado a
partir de resultados inéditos de pesquisa que oferecam contribuicdes tedrica, metodologica e
substantiva para o progresso do conhecimento cientifico e tecnoldgico e para o desenvolvimento
rural.

Artigo de revisao

E a revisdo critica de contribui¢des importantes, com o objetivo de apresentar o estado
atual do conhecimento sobre determinado tema.

Incluem-se aqui analises historicas, discussdes conceituais e metodoldgicas referentes a
aspectos politicos, institucionais, gerenciais € mercadoldgicos de P&D e transferéncia de tecnologia
para o desenvolvimento rural.

Ensaio

E um texto que enfoca determinado assunto sem o aprofundamento de um artigo
cientifico, mas que registra de forma sistematizada idéias, argumentos e dados, fruto de observacdes
e revisao critica da literatura pertinente.

2. Encaminhamento

Aceitam-se trabalhos escritos em portugués, espanhol e inglés. Entretanto os textos de
autores brasileiros devem ser apresentados, preferencialmente, no idioma portugués.

As submissoes serdo feitas por meio digital, neste site, pelo autor correspondente, que
deverd se cadastrar como AUTOR.

O processo de submissdo se constitui de cinco passos: 1) cadastramento; 2)
transferéncia do manuscrito; 3) inclusdo de metadados (nomes dos autores do trabalho, e-mails de
contato, vinculacdo institucional, titulo do artigo, resumo, termos para indexacdo, etc); 4)
transferéncia de documentos suplementares e 5) confirmagao.

Dois arquivos deverao acompanhar a submissao:

a) arquivo com o texto do trabalho a ser submetido
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b) carta de encaminhamento

A forma de apresentacdo do trabalho a ser submetido estd detalhada no item 4. destas
Diretrizes para autores.

A carta de encaminhamento deve conter: titulo do artigo; nome do(s) autor(es);
declaracdo explicita de que o artigo ndo foi enviado a nenhum outro peridédico para publicacdo;
formacao e qualificag¢do profissional dos autores.

3. Procedimentos editoriais

a) Apos a triagem, o editor submete os trabalhos encaminhados a apreciagao critica de
trés consultores cientificos da revista que recomendam: aprovagdo, aprovagao condicional ou nao
aprovagao. Os critérios adotados sdo os seguintes:

* adequacdo a linha editorial da revista;

» valor da contribuicao do ponto de vista tedrico, metodologico e substantivo;

 argumentagao logica, consistente, e que ainda assim permita contra argumentacao pelo
leitor (discurso aberto);

* correta interpretagdo de informagdes conceituais e de resultados (auséncia de ilagdes
falaciosas);

* relevancia, pertinéncia e atualidade das referéncias bibliograficas.

b) Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e 0s conceitos emitidos
nos trabalhos. Contudo, o editor, com a assisténcia de consultores especializados, reserva-se o
direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhadas ou necessarias.

c) Eventuais modificacdes de estrutura ou conteudo sugeridas aos autores deverdo ser
processadas e devolvidas ao editor no prazo de 30 (trinta) dias.

d) A sequéncia da publicacdo dos trabalhos ¢ dada pela conclusdo de sua preparacdo e
remessa a oficina gréafica, quando entdo nao serdo permitidos acréscimos ou modificagdes no texto.

e) A Editoria e ao Conselho Editorial dos Cadernos de Ciéncia & Tecnologia ¢é facultada
a encomenda de textos e artigos para publicagdo na revista.

4. Forma de apresentagao

a) Tamanho - Os trabalhos devem ser apresentados no programa Word, no tamanho
maximo de 30 paginas, espaco 1,5 entre linhas e margens de dois centimetros nas laterais, no topo e
na base. A fonte ¢ Times New Roman, tamanho 12 para o texto e tamanho 10 para notas de rodapé.
Utilizar apenas a cor preta para todo o texto.

b) Titulos, Autores, Resumo, Abstract ¢ Termos para indexacdao (Index terms) — Os
titulos, em Portugués e Inglés, devem ser grafados em letras maitsculas, com, no méaximo, 20
palavras. Devem ser claros e concisos e expressar o conteudo do trabalho. Grafar os nomes dos

autores por extenso, com letras iniciais maitsculas. O resumo e o abstract ndo devem ultrapassar
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200 palavras. Devem conter uma sintese dos objetivos, desenvolvimento e principal conclusao do
trabalho. E exigida, também, a indicagdo de no minimo trés e no maximo seis "Termos para
indexacdo" e "Index terms". Essas expressdes devem ser grafadas em letras mindsculas, exceto a
letra inicial, e seguidas de dois pontos. Os "Termos para indexacao" e "Index terms" devem ser
separados por virgulas e iniciadas com letras mintsculas, ndo devendo conter palavras que ja
aparegam no titulo.

¢) No rodapé da primeira pagina devera constar uma nota sobre cada autor, indicando
sua qualificagdo profissional principal, o Ultimo titulo académico a ele conferido, o cargo na
institui¢do a qual esta vinculado, o nome da institui¢cdo, cidade, UF e endereco eletronico do autor.

d) Introdugdo — A palavra Introducdo deve ser grafada em letras maitsculas e colocada
no centro da pagina. Deve ocupar no maximo duas paginas e apresentar o objetivo do trabalho,
importancia e contextualizacdo, o alcance e eventuais limitagdes do estudo.

e) Desenvolvimento — O desenvolvimento constitui o nucleo do trabalho, em que se
encontram os procedimentos metodologicos, os resultados da pesquisa e a sua discussdo critica.
Mas a palavra Desenvolvimento jamais servira de titulo para esse ntcleo, ficando a critério do autor
empregar os titulos que mais se apropriem a natureza do seu trabalho. O autor ndo esta
necessariamente obrigado a usar os termos tradicionalmente empregados nos artigos de peridodicos
das areas exatas e bioldgicas, tais como: material e métodos, resultados e discussdo. Sejam quais
forem as opcdes de titulo, ele deve ser posicionado no centro da pagina, grafado com letras
maiutsculas.

f) Conclusdes — A palavra Conclusdes, ou expressao equivalente (Consideracdes finais,
por exemplo), deve ser grafada com letras maiusculas e no centro da pagina. Sdo elaboradas com
base no objetivo e nos resultados do trabalho. Nao podem consistir, simplesmente, do resumo dos
resultados; devem apresentar as novas descobertas da pesquisa. Confirmar ou rejeitar as hipoteses
formuladas na Introducdo, se for o caso. Cabem inferéncias sobre a possivel aplicacdo dos
resultados obtidos a situagdes e circunstancias semelhantes. Cabe também a exposi¢ao de questdes
que ndo foram respondidas pelo trabalho, mas que podem ser objeto de pesquisas futuras.

g) Agradecimentos (topico opcional) — A palavra Agradecimentos deve ser grafada com
letras maiusculas, no centro da pagina. Devem ser breves e diretos, iniciando com "ao, aos, a ou as"
(pessoas ou instituigdes).

h) Citacdes — Quando incluidos na sentenca, os sobrenomes dos autores devem ser
grafados em caixa alta e baixa com a data entre parénteses. Se nao incluidos, devem estar também
dentro do paréntesis, grafados em caixa alta e baixa, separados das datas por virgula.

Cita¢do com dois autores: sobrenomes separados por "e" quando fora do paréntesis e

com "&"quando entre paréntesis.
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Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor, seguido da expressao
et al. Em fonte normal.

Citagdo de diversas obras de autores diferentes: obedecer & ordem alfabética dos
autores, separadas por ponto-e-virgula.

Citacao de mais de um documento dos mesmos autores: nao ha repeticao dos nomes dos
autores; as datas das obras, em ordem cronoldgica, sdo separadas por virgula.

Citagdo de citagdo: sobrenome do autor do documento original, seguido da expressao
"citado por" e da citagdo da obra consultada.

Citagdes literais que contenham trés linhas ou menos devem aparecer aspeadas,
integrando o paragrafo normal. Apds o ano da publicacdo acrescentar a(s) pagina(s) do trecho
citado (entre parénteses e separados por virgula).

Citagdes literais longas (quatro ou mais linhas) serdo destacadas do texto em paragrafo
especial e com recuo de oito espagos a direita da margem esquerda, em espago simples, fonte
tamanho 9.

1) Figuras e Tabelas — As figuras e tabelas devem ser citadas no texto em ordem
sequencial numérica, escritas com a letra inicial maitscula, seguidas do nimero correspondente. As
citagdes podem vir entre parénteses ou integrar o texto. As Tabelas e Figuras devem ser
apresentadas no texto, em local proximo ao de sua citacdo. O titulo de Tabela deve ser escrito sem
negrito e posicionado acima desta. O titulo de Figura, também deve ser escrito sem negrito, mas
posicionado abaixo desta. SO sdo aceitas tabelas e figuras citadas efetivamente no texto.

J) Notas de rodapé — As notas de rodapé¢ devem ser de natureza substantiva (nao
bibliograficas) e reduzidas ao minimo necessario.

k) Referéncias — A palavra Referéncias deve ser grafada com letras maiusculas, no
centro da pagina. As referéncias devem conter fontes atuais, principalmente de artigos de
periodicos. Podem conter trabalhos cldssicos mais antigos, diretamente relacionados com o tema do
estudo. Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptagdes
descritas a seguir. Os exemplos a seguir constituem os casos mais comuns, tomados como modelos:

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

SOUSA, A.B.O. de; SOUZA NETO, O.N. de; SOUZA, A.C.M. de; SAMPAIO, P.R.F.;
DUARTE, S.N. Trocas gasosas e desenvolvimento inicial de mini melancia sob estresse salino. In:
INOVAGRI INTERNATIONAL MEETING, 2., Fortaleza, 2014. Anais. Fortaleza: Inovagri, 2014.
p-3813-3819. DOI: 10.12702/ii.inovagri.2014-a510.

- Artigos de periddicos
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SILVA, T. P. da; VIDAL NETO, F. das C.; DOVALE, J.C. Prediction of genetic gains
with selection between and within S2 progenies of papaya using the REML/Blup analysis. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.52, p.1167-1177, 2017. DOI: https://doi.org/10.1590/s0100-
204x2017001200005

- Capitulos de livros

SHAHZAD, A.; PARVEEN, S.; SHARMA, S.; SHAHEEN, A.; SAEED, T.; YADAYV,
V.; AKHTAR, R.; AHMAD, Z.; UPADHYAY, A. Plant tissue culture: applications in plant
improvement and conservation. In: ABDIN, M.Z.; KIRAN, U.; KAMALUDDIN, ALI, A. (Ed.).
Plant Biotechnology: principles and applications. Singapore: Springer, 2017. p.37-72. DOI:
https://doi.org/10.1007/978-981-10-2961-5 2.

- Livros

SANTOS, H.G. dos; JACOMINE, P.K.T.; ANJOS, L.H.C. dos; OLIVEIRA, V.A. de;
LUMBRERAS, J.F.; COELHO, M.R.; ALMEIDA, J.A. de; CUNHA, T.J.F.; OLIVEIRA, J.B. de.
Sistema brasileiro de classificacio de solos. 3.ed. rev. e ampl. Brasilia: Embrapa, 2013. 353p.

- Teses

SAMUEL-ROSA, A. Analise de fontes de incerteza na modelagem espacial do solo.
2016. 278p. Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA. Zoneamento agroecologico. Available at:
<https://www.embrapa.br/temazoneamento-agroecologico>. Accessed on: Apr. 10 2018.

- Legislacao

BRASIL. Medida provisoria n° 1.569-9, de 11 de dezembro de 1997. Estabelece multa
em operagdes de importagdo, e dd outras providéncias. Diario Oficial [da] Repiblica Federativa
do Brasil, 14 dez. 1997. Se¢ado 1, p.29514.

SAO PAULO (Estado). Decreto n°® 42.822, de 20 de janeiro de 1998. Lex: coletinea de
legislagdo e jurisprudéncia, v.62, p.217-220, 1998.
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