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RESUMO

Catharina Sour é um estilo de cerveja brasileiro registrado internacionalmente, em sua
composicao é obrigatdria a presenca de acido latico, resultante de fermentacéo latica, e a adi¢do
de frutas. Trata-se de uma cerveja de trigo, leve e refrescante, com uma acidez equilibrada,
devido a predominancia de acido lactico, sendo obrigatoria a adicdo de frutas em sua
composic¢do, na forma de fruta in natura ou polpa (até 20%). O baixo amargor, corpo leve, teor
alcoolico moderado (4,0% a 5,5%), e a carbonatagdo moderadamente alta, permitem que o
sabor e 0 aroma da fruta se destaguem nesse estilo de cerveja. O uso de frutas € comum em
cervejas, agregando aroma, sabor e até mesmo o potencial nutracéutico da bebida, dependendo
do tipo de fruta, quantidade adicionada e etapa de adi¢do no processo de producdo. O maracuja-
da-caatinga (Passiflora cincinnata Mast) € uma das 200 espécies de maracuja encontradas no
Brasil. Esta espécie é produzida de forma extrativista por agricultores familiares que habitam o
Semiarido da regido Nordeste do Brasil, sendo considerado como um dos mais importantes
frutos do bioma Caatinga. E um fruto rico em compostos bioativos, com destaque para 0s
compostos fendlicos. Neste sentido, o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia de dois
métodos fermentativos, empregando géneros distintos de leveduras, no perfil fisico-quimico,
metaboldmico e aceitabilidade da cerveja elaborado no estilo Catharina Sour com adi¢do de
polpa de maracujd da caatinga. Para o método tradicional (kettle sour), foi conduzida
fermentacdo  latica  seguida de  fermentacdo  alcodlica, com adicdo de
bactérias Lactobacillus buchneri e leveduras American Ale Saccharomyces cerevisae,
respectivamente. Os resultados apontaram que o método tradicional foi mais efetivo para a
producdo de cerveja no estilo Catharina Sour, devido a melhor eficiéncia no processo
fermentativo, maior producéo de etanol (32,75 g L), glicerol (4,659 L), acido latico (4,71 g
L), além de aglicares e compostos fendlicos. Entretanto, o estudo destaca-se o potencial da
levedura Lachancea thermotoleran para o estilo de cerveja Catharina Sour, promovendo a
elaboracdo de produto de boa aceitacdo sensorial a um custo de producéo inferior. De modo
geral, aadicdo de polpa de maracuja da caatinga enriqueceu a cerveja Catharina Sour em termos
de compostos fenolicos, também chamados de bioativos, proporcionando a bebida teores de
miricetina, hesperidina, acido trans-caftarico, trans-resveratrol e da procianidina B1, além de
aumentar as concentracfes de (+)-catequina e procianidina A2. Assim a adi¢cdo de frutas a
cerveja, a exemplo do maracuja da caatinga, além de promover inovacao, tipicidade e melhoria
das caracteristicas do produto, pode melhorar seu aspecto nutracéutico e tornar seu consumo
moderado benéfico para a salde dos consumidores.

Palavras-chave: Cervejas acidas, bioma Caatinga, Passiflora cincinnata Mast., Kettle Sour,

Lachancea ssp.



ABSTRACT

Catharina Sour is a Brazilian beer style internationally registered, requiring the presence of
lactic acid resulting from lactic fermentation and the addition of fruits. It is a wheat beer, light
and refreshing, with balanced acidity due to the predominance of lactic acid. The addition of
fruits is mandatory, either in the form of fresh fruit or pulp (up to 20%). Low bitterness, light
body, moderate alcohol content (4.0% to 5.5%), and moderately high carbonation allow the
fruit's flavor and aroma to stand out in this beer style. The passion fruit of the Caatinga
(Passiflora cincinnata Mast) is one of the 200 passion fruit species found in Brazil. This species
is sustainably produced by family farmers in the Semi-Arid region of Northeast Brazil,
considered one of the most important fruits in the Caatinga biome. It is rich in bioactive
compounds, particularly phenolic compounds. The study aimed to evaluate the influence of two
fermentation methods, employing different yeast strains, on the physicochemical, metabolomic,
and acceptability profile of Catharina Sour beer with the addition of Caatinga passion fruit pulp.
For the traditional method (kettle sour), lactic fermentation was followed by alcoholic
fermentation, with the addition of Lactobacillus buchneri bacteria and American Ale
Saccharomyces cerevisae yeast, respectively. The results indicated that the traditional method
was more effective for producing Catharina Sour beer due to better efficiency in the
fermentation process, higher ethanol production (32.75 g L-1), glycerol (4.65 g L-1), lactic acid
(4.71 g L-1), as well as sugars and phenolic compounds. However, the study highlights the
potential of the Lachancea thermotoleran yeast for the Catharina Sour beer style, promoting the
production of a sensory-accepted product at a lower production cost. Overall, the addition of
Caatinga passion fruit pulp enriched Catharina Sour beer with phenolic compounds, also known
as bioactives, providing the beverage with levels of myricetin, hesperidin, trans-caffeic acid,
trans-resveratrol, and procyanidin B1, in addition to increasing concentrations of (+)-catechin
and procyanidin A2. Thus, the addition of fruits to beer, such as Caatinga passion fruit, not only
promotes innovation, typicity, and product improvement but also enhances its nutraceutical
aspect, making moderate consumption beneficial to consumers' health.

Keywords: Sour beers, Caatinga biome, Passiflora cincinnata Mast., Kettle Sour, Lachancea

ssp.
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Capitulo 1

Perfil fisico-quimico, metabol6mico e aceitabilidade da cerveja Catharina
Sour elaborada com maracuja da caatinga e utilizando diferentes métodos de fermentacéo
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1 INTRODUCAO

Com codigo X4 na atualizacdo do site do BJCP (2021), o estilo Catharina Sour é
originario do estado brasileiro de Santa Catarina, sendo a cerveja artesanal &cida criada no ano
de 2015, com o objetivo de criar uma cerveja com ingredientes locais, adequada para se

consumir no clima quente.

As caracteristicas que definem as cervejas no estilo Catharina Sour é o uso de malte
de trigo, originando uma bebida leve e refrescante, com boa acidez, originada da presenca de
acido latico a partir da ocorréncia de fermentacdo, equilibrada, sendo obrigatdria a adi¢do de
fruta, na forma fresca in natura ou como polpa. O baixo amargor, corpo leve, teor alcodlico
moderado, e carbonatacdo moderadamente alta, permitem que o sabor e aroma da fruta sejam
o foco principal da cerveja. A fruta € normalmente, mas ndo sempre, de natureza tropical. Pode
ser complementada por especiarias, mas estas nunca devem sobrepor o carater de fruta (BJCP,
2021).

No estilo Catharina Sour utiliza-se maltes do tipo pilsen e trigo, geralmente (50/50%).
A acidificagdo da cerveja é em geral resultante da aplicagdo do método kettle sour, que consiste
em acidificar a cerveja na tina de mostura com bactérias do género Lactobacillus,
posteriormente é feita a fermentacédo alcodlica utilizando uma levedura do género S. cerevisae.
A adicdo de fruta na cerveja é feita apos a fermentacdo, na etapa chamada de maturacéo,
fazendo-se a adicdo de um ou mais frutas, na forma in natura ou de polpa, ressaltando que é

desejavel que a bebida adquira um carater que lembra a presenca de fruta fresca (Silva, 2019).

O mercado cervejeiro vem buscando por inovagdes. Nesse sentido, algumas leveduras
selvagens estdo sendo isoladas e testadas para utilizacdo em substituicdo as do género S.
cerevisae, a exemplo da Lanchancea ssp., uma levedura ndo-Saccharomyces com capacidade
de produzir o etanol e o acido latico simultaneamente, em uma unica etapa fermentativa
(Osburn et al., 2018).

Este trabalho estudou dois tipos de métodos de fermentacdo, tradicional (kettle sour)
e alternativo para a elaboracdo de cerveja artesanal no estilo Catharina Sour com adigédo de
polpa de maracuja da caatinga (Passiflora cincinnata Mast.), utilizando leveduras
Saccharomyces cerevisae ssp. e Lanchancea ssp, respectivamente. O objetivo foi avaliar o
impacto dos diferentes géneros de leveduras no processo fermentativo, perfil fisico-quimico e

metabol6mico, e aceitabilidade do produto por consumidores. Além disso, propds-se
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desenvolver um novo tipo de cerveja artesanal utilizando maracuja-da-caatinga, um dos
principais frutos extrativistas do Bioma da Caatinga de grande importancia para a agricultura

familiar do semiarido do Nordeste brasileiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

v Desenvolver cerveja e processo para elaboracdo de cervejas no estilo Catharina Sour
com adi¢do de polpa de maracuja da caatinga, testando dois métodos fermentativos e
géneros distintos de leveduras.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar o processo de fermentacao latica e alc6olica para a elaboracdo da cerveja no
estilo Catharina Sour utilizando leveduras dos géneros Saccharomyces cerevisae ssp.
e Lanchancea ssp e os métodos tradicional e alternativo, respectivamente;

v" Avaliar o perfil fisico-quimico das cervejas elaboradas no estilo Catharina Sour, apds
a adicdo de polpa de maracuja da caatinga e engarrafamento;

v" Identificar e quantificar os metab6litos do mosto de cerveja, da polpa de maracuja da
caatinga e das cervejas elaboradas no estilo Catharina Sour;

v" Avaliar a aceitacdo das cervejas elaboradas no estilo Catharina Sour por consumidores

de cervejas artesanais.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cerveja

A cerveja é uma das primeiras bebidas da historia, veio com o advento da agricultura,
a partir do desenvolvimento da humanidade e da organizacdo coletiva, no qual o homem
cacador vira agricultor e tendo a formacdo das civilizagdes, surgiu o cultivo de alimentos, a
agricultura surgiu com os primeiros povos antigos, os egipcios, fenicios, babilénios, essa regido

era conhecida como regido da Crescente Fértil, ia do Egito até a Mesopotamia (Morado, 2017).

A cerveja ndo foi inventada, e sim descoberta, com o plantio de cereais para consumo,
0s graos in natura eram de dificil digestdo, entdo eram demolhados e utilizados no preparo de
sopas, caldos ou mingaus, a descoberta veio através do mingau deixado para ser consumido no
dia seguinte, no qual ficou efervescente e levemente alcoolico através do contato que teve com

leveduras selvagens (Standage, 2005).

A cerveja inicialmente ndo tinha adicéo do IGpulo, que veio ocorrer depois do século
X, e até se tornar obrigatorio depois do século XVI na Alemanha, atraves da Reinheitsgebot,
quando o duque Guilherme IV padronizou a producdo de cerveja, destinando os cereais
especificos (cevada) na producédo, o uso de lupulo e agua, feita de fermentacdo espontaneas e

sem conhecimento técnico das leveduras e sua fung¢éo na producdo da cerveja (Morado, 2017).

No Brasil, as cervejas chegaram depois da vinda da Familia Real Portuguesa ao Brasil
em 1808, a cerveja era importada de paises como Alemanha, Inglaterra, Dinamarca, Holanda e
Noruega, eram cervejas fortes e encorpadas, como do estilo Porter, em 1836 tem relatos da

primeira cerveja produzida no Brasil, na cidade do Rio Janeiro (Cascudo, 2004).

As primeiras fabricas de cervejas vieram a surgir depois de 1870 no Brasil, a primeira
fabrica surgiu no Rio Grande do Sul que tinha influencia alema e italiana com o consumo de
vinho, a Friedrich Christoffel foi a primeira cervejaria do pais e ja em 1878 produzia 1 milhao
de garrafas, no Rio de Janeiro surgiu a Antartica em 1888 e em 1904 surge a Brahma em S&o
Paulo (Cascudo, 2004; Santos, 2004).

Segundo relatério 2021/2022 do grupo alemdo Barth-Hass, o Brasil € o 3°maior
produtor mundial de cerveja, com uma producgéo de 14,3 bilhdes de litros de , contra dos 20,

3 bilhes dos Estados Unidos, e 35,9 bilhdes da China, o Brasil esta a frente de paises
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tradicionais como Alemanha que aparece 5° posi¢do com producédo de 85,4 bilhGes e 0 Reino

Unido que ocupa a 9° posicdo com 38,4 bilhdes de litros (Barthaas, 2022).

O consumo de cerveja vem com o aumento de cervejarias, comparando o ano de 2000
com 2021, o Brasil teve um salto de 40 cervejarias para 1.549 cervejarias registradas no
Ministério da Agricultura e Pecudaria. Sendo em média, existe uma cervejaria para cada um dos
137.713 habitantes, apesar que a média de cervejarias por habitantes é proporcionalmente
maior nas regides sul e sudeste (BRASIL, 2022).

A média de registros de produtos € de 23,1 por cervejaria no Brasil, isso significa pode
ser de cervejas com estilo diferentes ou até mesmo o produto com a composicao igual, mas ao
total sdo 35.741 produtos, a fracdo destinada para exportacdo apesar da alta quantidade de
registros e cervejarias, uma parte da producdo no Brasil é destinada para exportacdo (BRASIL,
2022). No Brasil, o consumo médio de cerveja é de 6 litros por més de cerveja (SINDICERYV,
2021).

As cervejas podem ser classificadas em relacdo a sua fermentacdo (Ale,Lager e
Lambic). Nas cervejas tipo ales, a fermentacao ocorre em cima do tanque de fermentacdo( alta
fermentagdo), e com temperaturas na faixa entra 15-25°C, sendo utilizados variedades da
levedura Sacharomyces Cerevisae, a alta fermentagcdo tende a produzir cervejas mais
aromaticas (Silva, 2019). As cervejas lagers tem a fermentacdo ocorrendo na parte baixa do
tanque (baixa fermentacdo), ocorre na faixa entre 9-14°C, as leveduras utilizadas em maioria
espécie Saccharomyces pastorianus, que produzem cervejas mais limpas e claras, tanto no

aroma e no visual (Morado, 2017).

As cervejas do tipo Lambic, sdo cervejas feitas de fermentagdo esponténea, a
fermentacdo ocorre por leveduras selvagens do préprio ambiente, as Lambics tém como

caracteristica os aromas e sabores complexos (Keersmaecker, 1996).

Segundo o Ministério da Agricultura (BRASIL, 2009), a cerveja é uma bebida
resultante do mosto de cevada fermentando e com coccdo prévia para adicdo do lapulo ou
extrato dele, apresenta o decreto menciona sobre o uso de outros cereais e adjuntos e classifica
(Quadro.1) a cerveja em relagdo ao seu extrato primitivo, cor, teor alcodlico, proporcao do uso
do malte de cevada e tipo de fermentagéo.
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Quadro 1 - Classificacdo das Cerveja segundo o Instru¢cdo Normativa do Ministérios da
Agricultura

Leve: apresenta extrato primitivo igual ou
superior a 5% e inferior a 10,5%, em peso;
Comum: apresenta extrato primitivo igual
ou superior a 10,5% e inferior a 12%, em
peso;

Extra: apresenta extrato primitivo igual ou
superior a 12% e inferior ou igual a 14%, em
peso;

Forte: apresenta extrato primitivo superior a
14%, em peso;

Clara: a que tiver cor correspondente a
menos de 20 unidades EBC (European
Brewery Convention);

Escura: que tiver cor correspondente a 20
ou mais unidades EBC,;

Colorida: que por acédo de corantes naturais,
apresentar coloracdo diferente das definidas
no padréo EBC,;

Cerveja sem alcool: que seu contetido em
alcool for menor que 0,5% em volume, ndo
sendo obrigatdria a declara¢do no rotulo do
conteldo alcodlico;

TEOR ALCOOLICO Cerveja com alcool: que seu contetdo em
alcool for igual ou superior a 0,5% em
volume, devendo ser obrigatoriamente
constar no rétulo o percentual de alcool em
volume;

Puro Malte: aquela que possuir 100% de
malte de cevada, em peso, sobre 0 extrato
primitivo, como fonte de acucares;

Cerveja: que possuir proporcdo de malte de
cevada maior ou igual a 50%, em peso, sobre
0 extrato primitivo, como fonte de aglcares;

EXTRATO PRIMITIVO

COR

PROPORCAO DE MALTE DE
CEVADA

Cerveja com o0 nome do vegetal
predominante: que possuir propor¢ao de
malte de cevada maior do que 20% e menor
do que 55%, em peso, sobre o extrato
primitivo, como fonte de acUcares;

De baixa fermentagdo: quando a cerveja
tem fermentacdo em baixa temperatura;

FERMENTACAO De alta fermentagdo: quando a cerveja tem

fermentacdo em alta temperatura.

Fonte: (BRASIL, 2009)
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3.2 Cervejas artesanais

O mercado das cervejas artesanais € um mercado crescente junto ao surgimento das
novas cervejarias, as microcervejarias surgiram no Brasil comeco da década de 1980, sendo a
regido Sul e Sudeste terem as primeiras do pais (Morado, 2017). O termo em relacao a cerveja
artesanal é que nessa microcervejarias, ocorrem a producdo de cervejas diferenciadas, com
maltes diferenciados, coloracéo diferente das convencionais, aromas e sabores diferenciados, a
producdo é industrial, mas numa escala de volume menor. As microcervejarias tem buscado
mercado com a producdo de cervejas diferenciadas, diferente das cervejas de massa produzida
pelas grandes cervejarias, tem influéncia das cervejas da escola alemd, inglesa, belga e
americana (SEBRAE/NA, 2017).

As cervejas artesanais podem ser produzidas em nano cervejarias, microcervejarias,
brewpubs ou até nas grandes cervejarias, ndo existe um conceito e classificacdo e nem um limite
minimo e maximo de producdo (BRASIL, 2022). As nano cervejarias segue 0 mesmo principio
das microcervejarias, mas ndo tendo as mesmas obrigac0es tributarias e fiscais que o governo
cobra das microcervejarias, existem os homebrewing ou produtores caseiros que fazem a sua
cerveja, a principio pelo prazer da producdo, posteriormente para troca de experiéncias e
compartilhar conhecimento, associado a gastronomia e evitando a massificagdo (Ferreira et al.,
2011)

No Brasil existe a ABRACERVA (Associacéo Brasileira das Cervejarias Artesanais),
entidade reline as cervejarias artesanais, empresas da cadeia da bebida, retine as cervejarias,
cervejarias ciganas, sommeliers, fornecedores, pontos de venda e apoiadores da cerveja
artesanal (Morado, 2017). Nos estados existem as ACERVA (Associacdo dos Cervejeiros
Caseiros), que buscam discussdes e atuacdes aos cervejeiros que buscam atuar no mercado
cervejeiro (SEBRAE, 2017).

3.3 Fabricacdo de cerveja

A producéo de cerveja é feita na producdo do mosto cervejeiro (extracao dos agucares
e componentes do malte e dos outros adjuntos utilizados); esse processo inicial & denominado

de brasagem seguido da fervura (esterilizacéo e carameliza¢cdo do mosto e adicéo do lupulo para
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funcdo antibactericida, amargor e aroma da cerveja); 0 processo posterior é o de fermentacéo

alcoolica(consumo dos acUcares e producdo de etanol e seus compostos) (Morado, 2017).

No processo de mosturacdo da cerveja, vai se trabalhar as principais matérias-primas
(malte, adjuntos opcionais e dgua) na producdo, 0 processo envolve temperatura e tempo
aplicado para se trabalhar cada enzima presente do grdo maltado; na faixa de 40-45°C/5-10min
se trabalha beta-glucanase e fitase, que vai trabalhar o beta glucano (presente em grande
guantidade na aveia, trigo e centeio) que causa viscosidade na cerveja, a fitase ajuda a diminuir
0 pH na mostura; na faixa de 50-55°C/10-15min se trabalha a protease, que vai fazer a quebra

das proteinas, contribuindo para espuma e corpo da cerveja (Kunze, 2004).

A etapa mais importante no processo de mostura € a sacarificacdo, em que ocorre a
conversdo do amido em acucares, a beta-amilase ocorre entre 55-65°C e extrai 0s agucares
fermentaveis (maltose, glicose), a alfa-amilase transforma o amido em aglcares ndo
fermentaveis (dextrina) e ocorre entre 66-74°C, o processo € feito trabalhando em temperaturas
médias entre as duas rampas, sendo uma rampa Unica, ou trabalhando uma de cada vez (maior
tempo para beta, 45min/beta-15min/alfa, o processo dura de 60-75min. Posteriormente as
enzimas do grdo é inativado no processo de mash-out, as enzimas sdo inativadas para ndo ter
alteracdo durante os processos posteriores de fervura e resfriamento, o processo ocorre na faixa
de 75-78°C/10-15min (Mosher, 2018).

A cerveja passa pela filtracdo para separar o mosto clarificado do bagaco do malte, o
proprio bagaco do malte ajuda no processo, por servir de uma cama filtrante. A filtracdo separa
0 mosto inicial recircula pelo bagaco para clarificar e depois e separado para uma nova tina no
qual vai ser feita a fervura. Na segunda parte, é feita a adi¢cdo de uma parte de adgua definida
para lavar o grdo (75°C/30min), esse processo é importante para extrair os agtcares e nutrientes

retidos no bagaco, melhorando o rendimento do mosto cervejeiro (Mosher, 2018).

No processo de fervura, que visa trabalhar aspectos importante na cerveja, a
conservagao, seguranga microbiologica, e a influéncia de aroma e sabores na cerveja. Na
fervura, os aspectos de coloracdo, sabor e aroma na cerveja mudam, ja que ocorre uma
concentragdo do mosto no processo. E feito a adicdo do lGpulo para amargor, aroma e
conservacao, e dos adjuntos cervejeiros opcionais (actcar, melado, frutas) se for utilizado, o
processo ocorre a 100°C/60-90min, posteriormente € feito o resfriamento, para a separacdo do
precipitado (trub), 0 mosto passa por aeracdo, pois 0 0xigénio € necessario paras o crescimento

e reproducéo das leveduras no processo inicial de fermentagdo (Mosher, 2018).
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Na fermentacdo, os agucares fermentaveis serdo convertidos em alcool e gas carb6nico
(CO2) devido a levedura, esse processo € chamado de fermentacdo primaria ou inicial. No
processo seguinte, a maturacdo ou fermentacédo secundaria, ocorre uma fermentacéo lenta dos
compostos fermentaveis residuais e uma eliminacdo de compostos indesejados como diacetil
no qual a levedura reabsorve e elimina, seguido disso é feito envase tanto em barris ou garrafas.
(Silva, 2019).

3.4 Matéria primas producédo de Cerveja

Entre os principais ingredientes bases utilizados na producéo de cerveja, independente
do estilo, vai a utilizacdo de dgua, malte, lapulo e levedura. A agua € o ingrediente em maior

quantidade, seguido do malte, ltpulo e levedura (Morado, 2017).

3.4.1 Agua

A agua é o ingrediente em maior composi¢do na cerveja, representa em média mais de
90% da composicao das cervejas, a depender do estilo feito. A agua é essencial na cerveja pela
composic¢do ibnica, a composicdo da agua € importante para definir o estilo de cerveja a ser
feito, as cervejas lagers utilizam &gua mole, cervejas do tipo Stout e India Pale Ale (IPA)
utilizam agua com maior teor de sulfato, que realcam a questdo do amargor que o estilo pede
(Oliver, 2021).

O que determinava a producdo de cerveja em uma determinada regido era a questdo da
fonte de agua, como ocorria na regido de Pilsen (Republica Tcheca) que produz cervejas lagers,
em Burton-upon-Trent (Inglaterra) com as Pale Ale, a regido da Val6nia (Bélgica) que é
conhecida por produzir Saison, mas hoje com o avango dos estudos e tecnologias, qualquer
agua apropriada para um tipo de cerveja pode ser reproduzida em qualquer lugar do mundo,

com a correcdo de minerais. (Silva, 2019; Oliver, 2021).

Os minerais presentes na agua impactam em varios fatores da cerveja, no pH, pois é

necessario no processo de mostura, um pH &cido na faixa entre 5,2 e 5,5 para ter um melhor
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aproveitamento na conversdo enzimatica do malte, no sabor da cerveja, minerais como
magnésio serve como nutriente para leveduras e sabor da cerveja, outros minerais essenciais
para cerveja € o calcio, bicarbonato, sédio, os sulfatos, que vao influenciar na questao do aroma,

sabor e corpo da cerveja (Palmer, 2013).

A &gua utilizada na fabricacdo da cerveja deve atender padrfes em relacdo a pureza,
atendendo padrdes sanitarios, principalmente sobre os contaminantes quimicos e bioldgicos
(micro), no Brasil o fornecimento de agua garante padrbes que sdo determinados na legislacao,
nas cervejarias € necessario fazer um tratamento na agua cervejeira, utilizando filtros para

remocao de materiais organico e remocdo de cloreto de sédio (BRASIL , 2011; Palmer, 2013).

3.4.2 Malte

O malte é qualquer cereal que passa pelo processo de malteacdo, que consiste em
utilizar um grdo selecionado (cevada, trigo, centeio, aveia, milho, sorgo) e colocar para
germinar em condicdes controladas, o grao passa por umidificacdo para desenvolver o embrido
e depois germinar, no processo a parede celular do gréo, tendo formagdo das enzimas e
modificacdo na estrutura do amido presente no gréo, depois que 0 gréo atinge o ponto ideal, 0
grdo € seco com exposicao ao calor para interromper a germinacdo, posteriormente o grao de

malte dos pequenos caules formados no processo (Morado, 2017)

Na cerveja, se utiliza em maior quantidade os maltes bases (pilsen, pale ale, vienna,
munich), por ter maior quantidade de enzimas, tem os maltes caramelo e cristal que passa por
maior tempo de secagem e maior temperatura, que confere sabores e aromas destacados na
cerveja como de casca de péo torrada, caramelo, biscoito, e maltes torrados ou escuros, que
passam por uma temperatura maior, que confere notas de chocolate, café e torra na cerveja,
guanto maior a temperatura de secagem e tempo de exposicdo, o malte perde eficiéncia

enzimatica (Kunze, 2004).

Os graos de trigo, centeio ou aveia, sdo utilizados tanto malteado ou ndo, na forma de
flocos pré-gelatinizados, esses grdo sdo propicios se utilizado em grande quantidade (40-60%)
para cervejas propicias ao uso do cereal (Roggenbier, Witbier, Weissbier), conferem sabores e
aromas tipicos do grdo, fornecem maior quantidade de proteinas na cerveja, tendo uma retencéo

de espuma, corpo mais intenso e aveludado que as cervejas feita s6 com cevada, se esse gréo



| 24

passarem por malteacdo, também pode posteriormente passar por caramelizacdo e torrefagdo
(BJCP, 2021; Morado, 2017).

As principais enzimas presentes nos maltes quando se trabalha a conversdo na mostura
é beta glucanase (35-45°C), que trabalha os beta-glucanos e deixa 0 mosto menos viscoso, a
protease (46-55°C), que trabalha na degradacédo das proteinas do grdo que trabalha a espuma e
corpo da cerveja e as enzimas de sacarificagdo, beta-amilase (60-65°C) e alfa-amilase (65-
71°C), seguido da inativacao dos graos (Silva, 2019).

A cevada é o grdo mais utilizado na produg&o de cerveja, o malte da cevada é o melhor
grdo na questdo de fornecer aglcares e enzimas, isso devido ao seu poder diastatico, melhor
conversdo e fornecimento de acUcares para formacdo do etanol presente na cerveja, alem de
fornecer vitaminas e minerais necessarios para a levedura no processo de fermentacdo (Kunze,
2004; Silva, 2019).

Os graos de trigo, centeio ou aveia, sdo utilizados tanto malteado ou ndo, na forma de
flocos pré-gelatinizados, esses grao sao propicios se utilizado em grande quantidade (40-60%)
para cervejas propicias ao uso do cereal(Roggenbier, Witbier, Weissbier), conferem sabores e
aromas tipicos do gréo, fornecem maior quantidade de proteinas na cerveja, tendo uma retencéo
de espuma, corpo mais intenso e aveludado que as cervejas feita s6 com cevada, se esse gréo
passarem por malteacdo, também pode posteriormente passar por caramelizacdo e torrefacéo
(BJCP, 2021; Morado, 2017).

3.4.3 Lupulo

O lapulo (Humulus lupulus L.) € uma planta que pertence a familia das Cannabinacae,
utilizada para conferir amargor e aroma na cerveja, além da fungéo antibactericida, protegendo
a cerveja de micro-organismos indesejados, o lapulo se desenvolve melhor em regides
temperadas e com maior tempo de exposic¢do solar, os maiores produtores de lipulo sdo Estados
Unidos, Alemanha, Republica Tcheca e China (Barthaas , 2022; Morado, 2017).

Da planta, que é um tipo de trepadeira perene, se utiliza as flores da planta fémea, as
resinas amargas que estao presentes na flor, o lipulo também contém polifendis que durante o
processo de fervura e resfriamento na cerveja, ajuda na clarificacdo da cerveja, precipitando

proteinas excedentes e melhorando a espuma da cerveja, os lupulos podem ser encontrados
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frescos se a producdo de cerveja for perto da colheita, secos, ou em forma de pellets (prensados)
(Silva, 2019).

O lapulo é composto por sua maioria de resinas totais (15-30%), 6leos essenciais (0,5-
3%), polifendis (4%), monossacarideos (2%), os alfa-acidos representam cerca de (5-13%) do
percentual das resinas, enquanto 0s beta-acidos representam (3-8%), O amargor que o lipulo
proporciona na cerveja em maior parte é através dos alfa-acidos (Comuhulona e Humulona),
extraidos pela isomerizagédo atraves do calor, o processo de fervura na cerveja que ocorre essa
alteracdo (Roberts, 2016).

3.4.5 Leveduras

As leveduras sdo microrganismos eucaridticos unicelulares que pertencem ao Reino
Fungi. E importante no processo de fermentacdo da cerveja, a levedura converte o agticar do
mosto cervejeiro em alcool, didéxido de carbono (CO2) e outros compostos que influencia na
questdo de aroma e sabor da cerveja (Speers & Forbes, 2015) . Existem mais de 1000 espécies
de leveduras conhecidas, que representa uma fragdo das que existem na biodiversidade da terra,
as leveduras j& sdo utilizadas pelos humanos ha milénios, na produgéo de cerveja, vinho e péo,
a levedura mais utilizada e estudada é da espécie Saccharomyces cerevisae, que é referenciada

como levedura de pao (Walker, 2009).

A reproducdo das Sacharomyces ocorre de forma assexuada ou sexuada, podem
crescer entre 0°C a 47°C, mas a temperatura ideal para seu crescimento esta na faixa mesofila
de 25°C a 30°C, crescem numa faixa de pH mais baixo (4,0-4,5) do que outros microrganismos,

nédo se reproduzem bem numa faixa de pH mais alcalina (Bullerman, 2003).

Na cerveja o processo de fermentacgdo alcodlica (FIG.1) ocorre quando uma levedura
consome 0s agulcares presentes no mosto (maltose, glucose, frutose), transformando em etanol
e gas carbonico, também ocorre a produgdo de compostos de aroma(flavor) e sabor, esse sdo

considerados subprodutos da fermentacéo (Silva, 2019).
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Figura 1 - Fermentacdo Alcoodlica

/

Fonte : Akhtar et al., 2018.

3.4.5 Lactobacillus

Os Lactobacillus correspondem a um género de bactérias que produzem é&cido latico,
sdo bactérias gram-positivas, aerobicas ou anaerobicas. Sdo bactérias utilizadas principalmente
na fabricacdo de laticinios fermentados, alimentos fermentados com carne ou vegetais, ou como
probidticos. Em produtos lacteos, como leites fermentados e queijos, os Lactobacillus tem
multiplos efeitos, variando da espécie, cepa, condicBes de fabricacdo e os produtos (De Angelis;
Gobbetti, 2011).

O género Lactobacillus geralmente é divido em 3 grupos, baseado nas vias de
fermentacdo: (1) homofermentativo obrigatorio, (2) heterofermentativo facultativo, e (3)
heterofermentativo obrigatério. Os dois papéis benéficos mais 6bvios dessas bactérias sdo como
culturas iniciais (para produzir &cido latico) e como culturas probidticas (De Angelis; Gobbetti,
2011).
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Os Lactobacillus produzem acido latico através da fermentacéo latica (FIG.2), com o
consumo de glicose, sendo gerado acido latico, dioxido de carbono (CO2) e ATP (adenosina
trifosfato). A producéo de acido latico nos alimentos fermentados inibe o crescimento de outras
bactérias, sendo utilizada na producéo de cervejas &cidas e vinhos, principalmente tintos (Malo;
Urquhart, 2016).

Figura 2- Fermentacdo Latica

2 NAD* 2 ADP
2 NADH + H* 5 2 ATP
Piruvato Piruvato
( c!nlol') ( C,H,O,‘)
NADH + H* M NADH + H*
i‘ Fermentacgio latica g
NAD" NAD'

Fonte: Oliveira et al., 2021.
3.4.6 Lachancea ssp.

As leveduras do género Lanchancea ssp. comecaram a ser discutidas por Kurtman
(2003), depois de fazer uma reclassificagdo nos géneros das leveduras, baseado no parentesco
genético, em vez das semelhancas fenotipicas. Antes a classificacdo era dentro dos géneros das
Zygosacharomyces, Kluyveromyces e Sacharomyces (Kurtzman, 2003). A classificacéo era
feita em agrupamento pelos respectivos géneros, com base na morfologia das células
vegetativas e estados sexuais, bem como testes de fermentacdo e crescimento (Kurtzman;
Robnett, 2003; Fell; Statzell-Tallman; Kurtzman, 2004).

O uso de algumas espécies de Lachancea ja foram testadas na producdo de vinhos e
cervejas, € uma levedura com capacidade na producdo de etanol e acido latico no mosto de
forma simultanea, sendo uma alternativa ao uso das Saccharomyces cerevisae ssp.,
convencionalmente utilizadas na producédo das duas bebidas (Domizio et al., 2016; Morata et
al., 2018).
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3.5 BICP

Uma das entidades conhecidas por avaliacdo de cerveja e aceita mundialmente é o
Beer Judge Certication Program Inc. (BCJP). Uma organizacgao sem fins lucrativos fundada no
Colorado (Estados Unidos), em 1985, durante a American Homebrewers Association Annual
Conference, tem como objetivo certificar criticos e avaliadores de cerveja. O BCJP apresenta
em seu guia cervejas, hidromel e sidra, abrange 121 estilos reunidos em 35 grupos (Morado,
2017). O BJCP considera as denominadas 4 escolas cervejeiras, sendo Alemanha com algumas
cervejas da Republica Tcheca, Austria e Poldnia; Bélgica, Inglaterra e Estados Unidos, alguns
paises fora do eixo buscam catalogar um tipo de cerveja no estilo, quando o estilo de cerveja
fica como provisorio, para depois ser aceito em definitivo, paises como Brasil e Argentina

entraram com pedido de registro de estilo (Morado, 2017).

3.5.5 Fruit Beer

Fruit Beer ¢é qualquer estilo de cerveja (Weiss, Witbier) feito com a adicdo de fruta,
pode ser utilizada qualquer fruta (maca, pera, morango, mirtilo, entre outras), ndo tendo uma
determinacdo de limite da quantidade e em qual periodo vai ser adicionado na producéo da
cerveja (fervura, fermentacdo, maturacdo). As Fruit Beers estdo na categoria 29A do BJCP e

suas variacOes em relacdo de ingredientes utilizado, algumas (BJCP, 2021).

Dentro da categoria 29 no BJCP, existe algumas subcategorias dentro das Fruit Beers
no BJCP, existe suas subcategorias; as Fruits and Spiced Beer (29B) que vai 0 uso de de
temperos e especiarias( pimenta do reino, baunilha semente de coentro; as Specility Fruit
Beer(29C) que leva ingredientes adicionais( lactose, mel, adocantes); e as Grape Ale(29.D)
que geralmente sdo cervejas de base belga( Sainso, Blonde, Single) com mosto de uva( tintas
ou brancas) (BJCP, 2021).

Entre alguns estudos de producéo de cervejas com adicdo de frutas no Brasil, tem
cervejas Catharina Sour feita com adicdo de Mirtilo; Araca-boi(Eugenia Stipita) e Pitaya,
também tem cervejas feitas com adi¢do de Graviola (Annonamuricata) e Maracuja (Passiflora
edulis Sims) (Luz et al., 2022)
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Estudos demonstram que uso o uso de frutas como (cereja, péssego, magd, framboesa
e damasco) adicionadas em quantidade de 5-30% na cerveja aumenta a quantidade dos
compostos bioativos e da atividade antioxidante comparados com cervejas convencionais
(Nardini e Garuso, 2020).

3.5.6 Catharina Sour

Catharina Sour € um estilo de cerveja brasileiro recém adicionado no catalogo do
BJCP, o estilo entrou com pedido de registro na categoria 29, das Fruits beers, o estilo surgiu
em 2015, através de cervejeiros caseiros no estado de Santa Catarina, derivou do estilo alemao
Berlinne Weisse da categoria X4 do guia, no que é uma cerveja ale leve de trigo com
fermentacdo latica, sendo uma cerveja de sabor acido, a diferenca do estilo Catharina Sour, é

obrigatdrio o uso de frutas na cerveja (BJCP, 2021).

O estilo é feito tradicionalmente atraves do método kettle sour (FIG.3), no qual é feito
a brassagem tradicional, mas com uma etapa para adificidicar a cerveaja, fazendo a inoculacéo
de bactérias do &cido latico no mosto para poder baixar o pH e produzir acido latico na cerveja.
(Silva, 2019)

Figura 3 - Fluxograma de Producédo de Catharina Sour

MOSTURAGAO/BRASSAGEM ACIDIFICAGAO/KETTLE SOUR

FERVURA/LUPULAGEM RESFRIAMENTO/WHIRPOOL 1°FERMENTAGAO

2° FERMENTAGAO ADICAO DE

FRUTA MATURAGAO/CLARIFICACAO ENVASE

Fonte: Adaptado de Silva (2019).
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3.6 Maracujé Da Caatinga (Passiflora cincinatta mast.)

O maracuja da caatinga (Passiflora cincinatta mast) pertence aos mais de 200 de tipos
de espécies de maracujas nativos do Brasil, é conhecido popularmente como maracuja-da-
caatinga, maracuja-de-boi e maracuja-do-mato (Araujo et al., 2019). O maracuja da caatinga
(FIG.4) é um tipo de maracuja azedo que detém uma extensa distribuicdo no territorio brasileiro,
seu cultivo é de forma espontanea na regido do Semiarido, sendo o bioma da Caatinga a

principal area de producéo (Faleiro et al., 2016).

Figura 4 - Maracuja da Caatinga (Passiflora Cincinatta Mast.)

Fonte: Embrapa (2016).

O maracuja da caatinga ¢é fruto de uma herbacea semiperene (2-3 anos de vidal), € um
tipo de planta trepadeira, normalmente glabra, com caule cilindrico ou subangular, ¢ comum
nas regides de mata do Pantanal do Mato Grosso, da parte Central do Brasil, Para, Minas Gerais,

S&o Paulo e Nordeste do pais (Lorenzi, 2015; Araujo et al., 2019).

Suas folhas sdo palmatipartidas, descolores e subcoriaceas, medindo de 4-8cm de
comprimento, com peciolo de 2-5cm com 2 glandulas localizadas a 1 cm da base foliar, com
estipulas linear-subuladas, de bordos finos e serrilhados, de 6-15mm de comprimento. Flores
solitarias perfumadas, de 7-12 de diametro, formadas de outubro a dezembro (Lorenzi, 2015).
Apresenta frutos globosos, do tipo baga, lisos geralmente verdes, a polpa € suculenta de sabor
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acido e doce, revestido de sementes negras, o periodo de maturacao do fruto ocorre entre janeiro

e maio (Lorenzi, 2015).

Estudos demostram que o maracuja da caatinga tem maior resisténcia ao déficit
hidrico em regides como do Semiarido. O maracuja da cantiga por apresentar resisténcia e facil
plantio nessas regides, foi avaliado para estudos de melhoria dos seus genes, a EMBRAPA
desenvolveu o BRS Sertdo Forte, selecionando variedades do maracuja da caatinga de varias
regibes, com o propdsito de desenvolver um maracuja com melhor rendimento do seu fruto e

melhor condicédo de plantio (Araujo et al., 2019; Neto et al., 2017).

Alguns estudos feitos com Passiflora Cincinatta Mast. apresentam beneficios a saude,
contém propriedades anti-flamatdrias e antinociceptivo a (reducdo do estimulo da dor) devido
a presenca dos seus compostos fenolicos (Lavor et al., 2018). Também com pesquisas

relacionadas por ter efeito antibidtico (Siebra et al., 2018).

O fruto do maracujé da caatinga pesa entra 109 g a 212 g, sua polpa tem coloragdo
amarelo-clara a esbranquicada e apresenta em média na quantidade de sélidos soltveis de 8°
brix a 13°brix nas varia¢fes. A polpa tem rendimento baixo que varia de 35% com extracao
manual em peneira, e de 50% quando se extrai em despolpadeira rotativa (Araujo et al., 2019).
Em relacdo a sua composi¢do, 0 maracuja da caatinga (Passiflora cincinatta Mast.) é uma fruta
rica em &cidos organicos, sendo 0s seus principais &cidos o cido citrico e mélico, a presenga

de compostos fendlicos e carotenoides (Santos et al., 2021).

As Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) sdo descritas como plantas ou
partes delas aptas para consumo, mas que nao fazem parte de nossos habitos alimentares. Muitas
delas sendo tradicionais em uma regido ou culturas. A expressao ndo convencional vem é
relacionado a planta ser nativa ou exotica, e que também ndo estd na grande cadeia produtiva
dos alimentos, e por isso acaba sendo desconhecida e ignoradas por uma parte da populacéo
(Bass et al., 2020).

O maracuja da caatinga esta entre algumas do PANCs da Caatinha, assim como o
umbu, caju da caatiga e mangaba da caatinga, 0 maracuja da caatinga vem sendo utilizado com
o cultivo através da agricultura familiar, e a producdo ligada a polpa para producao de sucos e
doces como geleia, devido a grande quantidade de pectina presenta na fruta, que possibilita a
producéo (Camacam e Messias, 2022).
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As Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANCs), ou, também chamados de
“matos comestiveis”, Sao vegetais com alto potencial nutricional que raramente sao
consumidos ou vendidos, seja por falta de conhecimento ou por questfes culturais (Padilha et
al., 2017). As PANCs geralmente sdo cultivadas apenas por pequenos produtores e em escala
nacional. Variam de plantas nativas e atipicas a plantas exoticas e silvestres que sao utilizadas
direta e indiretamente na alimentacdo, como vegetais, frutas, nozes, 6leos, amido de gréos e até
especiarias e corantes naturais. Muitos dos PANCSs sao rusticos, o que significa que raramente
séo atacados por pragas, requerem pouca manutencao e podem ser fertilizados em locais nao
convencionais, como beira de estradas ou terrenos ndo urbanizados (Silva e Andrade, 2022).

3.7 COMPOSTOS BIOATIVOS DA CERVEJA E SEUS BENEFICIOS

A cerveja € uma bebida com beneficios a saude humana, € uma bebida rica em
composto fendlicos provenientes do malte e do ldpulo, em média de 20 a 30% vem dos maltes
e 70 a 80% dos lupulos, as cervejas do tipo ale com maltes torrados e maior adi¢ao de Iupulo
apresentam maior concentracdo dos compostos fendlicos. (Dias; Koblitz, 2021) . O uso de
diferentes cepas de leveduras S.cerevisae influenciam na questdo da formacéo dos alcoois,
acidos e sabores da cerveja, diferentes leveduras também vao influenciar na preservagédo e

formacdo dos compostos fenolicos da cerveja (Viana et al., 2021).

A cerveja é uma bebida rica nos compostos fendlicos, cerca de 70-80% dos polifendis
totais vem do malte e 30-20% vem dos lUpulos (Quifer-Rada et al., 2015). O uso de frutas que
é comum em alguns estilos de cerveja também contribui com os compostos fenolicos na cerveja,
0 uso de frutas é feito na fermentacdo ou no preparo do mosto, isso influencia na extracdo da
quantidade dos compostos, assim como da atividade antioxidante (Nardini; Foddai, 2020).

A cerveja é um produto com uma acidez suave, o malte de cevada possui um pH entre
4,0-5,0, cervejas do tipo ale possuem um pH entre 3-6. Os acidos orgéanicos sdo subprodutos
excretados pelas leveduras. A funcdo mais importante dos acidos organicos € aumentar a acidez

tornando a bebida agradavel sensorialmente ao paladar humano (Araujo et al., 2003).
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3.8 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos pertencem aos grupos diversos de metabolitos secundarios
sintetizados de plantas e vegetais, atuam como agente de defesa a estresses causados aos frutos
e vegetais, confere adstringéncia, cor, sabor e aroma. (Arnoso et al., 2019). O consumo
frequente dos compostos através dos alimentos é relacionado aos beneficios da saude humana

e combate de doencas cardiovasculares, diabetes, cancer (Correa e Angelis-Pereira, 2014).

Os compostos fendlicos sdo categorizados nos seguintes grupos (FIG 5): acidos
fendlicos, flavondides, estilbenos, taninos, ligninas, cumarinas, curcumindides e quinonas.
(Basli, Belkacem e Amrani, 2017).

Figura 5 - Principais Classes de compostos fendlicos.
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i
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Miricetina EGCG

Rutina

Fonte: Adaptado de Basli, Belkacem e Amrani (2017).

Os écidos fenodlicos sdo compostos polifendlicos ndo flavonodides que podem ser
divididos em dois tipos principais, acido benzoico(C6-C1) e derivados do acido cinamico (C6—
C3) (Tsao, 2010). Entre os acidos hidroxibenzoicos, os principais sdo o galico e o elagico,

encontrado principalmente em vegetais (Basli, Belkacem e Amrani, 2017). Presentes em
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algumas plantas e alimentos, os acidos hidroxicinamicos sdo mais comuns do que os acidos
hidroxibenzoicos e consistem principalmente de p-cumarico, caféico e &cidos ferulico, sendo
o cafeico o maior um dos mais abundantes e encontrados em muitas frutas, o &cido ferulico é
encontrado principalmente em grdos e cereais (Manach et al., 2004). Os flavanoides é o mais
abundante e diversos dos compostos fendlicos encontrados.sua estrutura € montada pelo

esqueleto C6-C3-C6, é amplamente encontrado em plantas (Silva; Barreira; Oliveira, 2016).

Nos grupos dos flavonoides esta incluso as flavonas, isoflavonas, flavonaéis, flavandis,
flavanonas e antocianinas (Fig.5). Dos flavondis a quercetina, o campferol, a miricetina e a
rutina, quercetina-3-Orutinosideo, que é o glicosideo da quercetina. Assim como, séo
importantes flavandis a (+)-catequina, (-)-epicatequina e a epigalocatequina-3-galato (EGCG),
um derivado da catequina que € o éster da epigalocatequina e do &cido galico (Basli, Belkacem
e Amrani, 2017).

Os compostos fendlicos também estdo presentes na cerveja e sao importantes para a
salde humana, pois foi comprovado que muitos deles possuem atividades antitumoral e
antioxidante, o que fornece dados valiosos para estudos de inclusdo moderada de cerveja na
dieta. Os compostos fendlicos estdo associados aos beneficios na sadde humana, o consumo
baixo moderado de cerveja esta ligado na redugéo de riscos cardiovasculares sendo semelhantes
ao vinho (Gaetano et al., 2016).

3.9  ANALISE SENSORIAL

A anélise sensorial de alimentos e bebidas € feita utilizando normas da Associagédo
Brasileira de Normas Técnicas com o objetivo de definir termos na préatica, € uma disciplina
cientifica usada para evocar, medir, analisar e interpretar reacGes das caracteristicas dos
alimentos e materiais como sdo percebidas pelos sentidos da visao, olfato, gosto, tato e audi¢do
(ABNT, 1993).

A analise sensorial é uma ferramenta importante para a inddstria alimenticia que busca
satisfazer os seus consumidores, pensando na demanda de um mercado competitivo. Os testes
sensoriais foram se tornando assim obrigatérios na industria alimenticia (Bento; Andrade;
Silva, 2013).
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A andlise sensorial se baseia-se em técnicas fundamentais para a percepgao
psicoldgica e fisiologica, depende de julgamento feito por humanos, tendo seus atributos
sensoriais relacionados aos orgdos do sentidos(olfato, tato, paladar, visdo e audicdo) que
descrevem aspectos como aroma, textura, sabor e cor, e sdo estritamente ligados a composi¢éo
quimica e seus aspectos fisicos que definem a avaliagdo do provador; local da anélise,
assimilacGes de um certo alimento, estado emocional e de salude e formas que o produto foi
apresentado influenciam no quesito entre outros. A evolugdo dos estudos de analise sensorial e
métodos de aplicagdo trazem resultados eficientes mesmo perante esses fatores (Alamar, 2020;
Dutcosky, 2019)
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Capitulo 11

Manuscrito: Influéncia do tipo de levedura no perfil metabolémico e aceitabilidade da

cerveja estilo Catharina Sour com Maracuja da Caatinga
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INFLUENCIA DO TIPO DE LEVEDURA NO PERFIL METABOLOMICO E
ACEITABILIDADE DA CERVEJA ESTILO CATHARINA SOUR COM MARACUJA
DA CAATINGA

RESUMO

Catharina Sour é um estilo brasileiro de cerveja acida ja registrada internacionalmente e muito
apreciada entre consumidores de cervejas artesanais, sendo obrigatdria em sua composicao a
presenca de fruta e de acido latico resultante de fermentacdo latica. O objetivo do estudo foi
avaliar a influéncia de dois métodos fermentativos, utilizando géneros distintos de leveduras,
no perfil metabolémico e aceitabilidade da cerveja elaborada no estilo Catharina Sour com
maracuja da caatinga (Passiflora cincinnata Mast). Para o método tradicional (kettle sour), foi
conduzida fermentagdo latica seguida de fermentacdo alcodlica, com adicdo de bactérias
Lactobacillus buchneri e leveduras American Ale Saccharomyces cerevisae, respectivamente.
Pelo meétodo alternativo, foram adicionadas somente leveduras Lachancea thermotolerans,
capazes de produzir além do etanol, o acido latico, fazendo simultaneamente as fermentacdes
latica e alcoolica. Os resultados mostraram que a levedura Saccharomyces cerevisae
proporcionou melhor rendimento do processo fermentativo, com maior producdo de etanol
(32,75 g LY), glicerol (4,65g L), acido latico (4,71 g L™), aglicares e compostos fenolicos.
Entretanto, destaca-se também o potencial da levedura Lachancea thermotoleran para a
producdo de cervejas acidas, uma vez que promoveu a elaboracéo de produto com boa aceitacao
entre consumidores a um valor inferior, j& que elimina o custo da aquisicdo de culturas
comerciais de bactérias laticas. De modo geral, a adi¢do de polpa de maracuja da caatinga
enriqueceu o potencial nutracéutico da cerveja Catharina Sour, aumentando os teores de
compostos bioativos, entre eles: miricetina, hesperidina, acido trans-caftarico, trans-

resveratrol, procianidinas A2 e B1 e (+)-catequina.

PALAVRAS-CHAVES: Cervejas artesanais, bioma Caatinga, Kettle Sour, Lachancea ssp.,
compostos bioativos.
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1.  INTRODUCAO

Catharina Sour é um estilo brasileiro de cerveja, criada por cervejarias sendo seu
conceito originado a partir de cerveja estilo Berliner Weisse, inovando-a com a adi¢do de frutas.
Entre os anos de 2014-2016, a Associacdo de Micro Cervejarias Artesanais de Santa Catarina
(ACASC) junto com as cervejarias artesanais locais criou a cerveja no estilo Catharina Sour e
comegou a incentivar a producdo pelo pais (ESCM, 2021), estando hoje registrada no guia

mundial de estilos de cerveja BJCP (Beer Judge Certification Program).

Trata-se de uma cerveja de trigo, leve e refrescante, com uma acidez equilibrada, devido
a predominancia de &cido lactico, sendo obrigatdria a adicdo de frutas em sua composicéao, na
forma de fruta in natura ou polpa (até 20%). O baixo amargor, corpo leve, teor alcodlico
moderado (4,0% a 5,5%), e a carbonatacdo moderadamente alta, permitem que o sabor e 0

aroma da fruta se destaquem nesse estilo de cerveja (BJCP, 2021; SILVA, 2019).

Para a elaboracdo de cervejas no estilo Catharina Sour é aplicado geralmente 0 método
Kettle sour, mundialmente usado na producgdo de cervejas acidas (Sour beer). Nesse método, o
mosto passa por uma fervura curta de 15 minutos sem lupulo, depois € resfriado para inoculacéo
da bactéria lactica (Lactobacillus spp.). Quando o mosto de cerveja alcanca o nivel de acidez
desejada e pH entre 3,0-3,2, 0 mosto ¢ fervido novamente para interromper a fermentagéo latica
e € iniciada a fermentacdo alcoodlica, apds a adicdo de leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisae (SILVA, 2019).

O uso de bactérias Lactobacillus ssp. em cervejas acidas ja € antigo, existindo varias
espécies exclusivas para essa finalidade, a exemplo: Lactobacillus brevis, Lactobacillus
plantarum e Lactobacillus buchneri (DYSVIK et al.,, 2019; RUSSELL; BHANDARI,
WALKER, 1954).

A crescente busca por inovacdo no mercado cervejeiro e reducdo de custos,
principalmente para a producéo de cervejas artesanais, levou a uma busca por novos insumos
cervejeiros, entre diferentes tipos de malte, lupulo e leveduras. Assim, para a producdo de
cervejas acidas, ja vem sendo testadas leveduras ndo-Saccharomyces, a exemplo do género
Lachancea ssp., capazes de produzir além do etanol, o acido latico, ja que realizam as
fermentacOes latica e alcdolica simultaneamente em uma Unica etapa fermentativa (DOMIZIO
et al, 2016).
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A utilizacéo de leveduras Lachancea ssp. para a producdo de cervejas acidas comegou
a ser estudado por Kurtzman et al (2003), ap6s uma selecdo de novos géneros de leveduras para
a producdo de cerveja, com base na similaridade de perfil genético e cinética fermentativa
comparativamente com leveduras Saccharomyces cerevisae ssp. (FELL; STATZELL-
TALLMAN; KURTZMAN, 2004; KURTZMAN e ROBNETT., 2003). Entretanto, o uso de
diferentes cepas de leveduras deve ser mais bem estudado, ja que se sabe que pode impactar o
perfil metaboldmico da cerveja, alterando as concentracdes de compostos volateis, fenolicos,
acucares, &cidos organicos, alcoois, entre outros metabdlitos, e a qualidade sensorial da bebida
(DYSVIK etal., 2019; VIANA et al., 2021).

O uso de frutas € comum em cervejas, agregando aroma, sabor e até mesmo o potencial
nutracéutico da bebida, dependendo do tipo de fruta, quantidade adicionada e etapa de adi¢do
no processo de producdo (NARDINI; GARAGUSO, 2020). O maracuja da caatinga (Passiflora
cincinnata Mast) é uma das 200 espécies de maracuja encontradas no Brasil. Esta espécie é
produzida de forma extrativista por agricultores familiares que habitam o Semiérido da regido
Nordeste do Brasil, sendo considerado como um dos mais importantes frutos do bioma Caatinga
(ARAUJO, et al., 2019).

E um fruto rico em compostos bioativos, com destaque para os compostos fenélicos.
Em relacéo a sua composicéo, o maracuja da caatinga (Passiflora cincinatta Mast.) € uma fruta
rica em acidos organicos, sendo os seus principais acidos, o &cido citrico e malico (SANTOS
etal., 2021).

Esse estudo objetivou avaliar a influéncia de métodos dos processos fermentativos,
que utilizam géneros distintos de levedura (Saccharomyces cerevisae spp e Lachancea ssp),
composicdo fisico-quimica, perfil metabolémico e aceitabilidade da cerveja elaborada no estilo

Catharina Sour com adicdo de maracuja da caatinga.

MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Metanol, acetonitrlia, persulfato de potéssio, acido sulfarico, acido ortofosférico,

fosfato de potassio monobasico, e os padrdes de alcool etilico e glicerol foram obtidos da da
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Merck( Darmstadt, Alemanha). Padrdes de acido galico, acido clogénico, acido trans-caftarico,
hesperedina, proacinidina B1, (+)-catequina e (-)- epicatequina foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os estilibenos cis-reveratrol e trans-revesveratrol foram
adquiridos da Cayman Chemical Company (Michigan, EUA). (-)-galato epigalocatequina, (-)-
galato epicatequina, procianidina A2, kaempferol-3-O-glicosideo, quercetina-3-B-D-
glucosideo, e miricetina foram comprados da Extrasynthese (Genay, Franca). Padrdes de acidos
organicos (acético, malico, citrico, latico, propibnico, succinico e formico) foram adquiridos da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), e de acucares( glicose, frutose, rhamnose e maltose) da Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, EUA).

A 4gua ultrapura foi obtida em sistema de purificacdo (Marte Cientifica, S&o Paulo,
Brasil).

3.2 Polpa de maracuja da caatinga

O maracuja da caatinga (Passiflora cincinnata Mast) utilizado foi adquirido de
produtores da regido de Petrolina-PE (Latitude: 9° 23' 39" Sul, Longitude: 40° 30" 35" Oeste).
Apos o despolpamento em despolpadeira elétrica, a polpa passou por tratamento de
desacidificacdo com a adicdo de 8,6 g L™ de desacidificante enoldgico (Desacid®, AEB
BIOQUIMICA, Sio José dos Pinhais-PR, Brasil) para reducio da acidez e elevacdo do pH de
2,8 para 3,3. Na sequéncia, a polpa foi despectinizada com a aplicacdo de 0,05g L de enzima
pectinolitica (Endozym Pectofruit®, AEB BIOQUIMICA, S&o José dos Pinhais-PR/Brasil),

durante 2h a temperatura por 45°C, e pasteurizada a 85°C durante por 30 segundos.

3.3 Producéo da cerveja

Para a producdo da cerveja foram utilizados 6,5kg de malte de pilsen (Bahia Malte,
Salvador, Brasil) e 6,5kg de malte de trigo (Swaen, Holanda). O mosto inicial foi obtido por
brasagem, que consistiu na adicdo de agua mineral aquecida ao malte de pilsen e trigo

misturados em panela cervejeira de ago inoxidavel com capacidade de 71L (CentralBrew, S&o
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Paulo Brasil), obtendo-se 66L de mosto. Para essa etapa, a temperatura inicial foi de 55°C (10
min), sendo aumentada para 67°C por 60min, e depois para 75°C (10min). O mosto apos
brassagem apresentou pH igual a 5,6, 10°Brix de solidos sollveis, densidade de 1,040 gmL™e
IBU (International Bitterness Unit) igual a 3 (BJCP, 2021).

Na sequéncia, 33L de mosto foram destinados para a producdo em triplicata de cerveja
Catharina Sour pelo método tradicional kettle sour, codificado como LAB, com fermentacao
lactica e alcoolica separadas, a partir da adi¢do de 10mL L™ de bactéria Lactobacillus buchneri
(Levtek, Santa Catarina, Brasil) e depois 10mL L™ de levedura American Ale Saccharomyces
cerevisiae (TeckBrew 10, Levtek, Santa Catarina, Brasil). O restante foi utilizado para a
producdo de cerveja Catharina Sour pelo método alternativo, codificado como LAN, também
em triplicata. Para LAN, a levedura adicionada foi a Lachancea thermotolerans (WildBrew
Philly sour™, Lallemand Brewing, Canada) na dosagem de 0,6g L™ (SILVA, 2019

Para a elaboracdo do tratamento LAN, o mosto foi previamente fervido durante 1h a
100°C com adicéo de 0,75g L do lapulo perle (5% alfa-acido, Barth Hass, Alemanha). Nos 15
minutos finais da etapa, foram adicionadas duas pastilhas floculantes de algas marinhas
“whrifloc” (Bahia Malte, Salvador, Brasil), possibilitando que ocorresse o “trub”, que
proporciona a sedimentacdo de microparticulas do mosto clarificando-o. Na sequéncia, a
fermentac&o latica e alcodlica do mosto foram iniciadas simultaneamente, apos o resfriamento
do mosto até 25°C com o resfriador de imersdo do tipo “chiller”. J& para a elaboracdo do
tratamento LAB, 0 mosto inicialmente ferveu até 100°C (15min) e depois foi resfriado a 35°C
para iniciar a fermentacdo latica. Para iniciar a fermentacdo alcoolica, o mosto foi fervido
novamente (1h a 100°C) com adigdo do lupulo perle e “whifloc”, nas mesmas quantidades de
LAN, sendo realizado o “#rub” e 0 resfriamento de forma semelhante a LAN (SILVA, 2019).

No tratamento LAB, a fermentacdo latica ocorreu a temperatura de 37°C, sendo
controlada em panela cervejeira de aco inoxidavel, e finalizada quando o pH do mosto reduziu
para 3,2 (duracdo de 2 dias). Para a fermentacdo lactica e alcodlica do mosto do tratamento
LAN e fermentacdo alcodlica do mosto LAB, os mostos foram colocados em garrafdes de vidro
com vélvula do tipo airlock de 9L e mantidos a 20°C em camara refrigerada com controle de
temperatura. Apos o término das fermentacdes de LAN e LAB, que foram praticadas utilizando
0 mesmo tempo de duracgdo (total 11 dias), a polpa do maracuja da caatinga foi adicionada aos
garrafdes na propor¢do de 10% em peso, permanecendo em maceragdo no mosto de cerveja

durante quatro dias (20°C). Né&o foi elaborado tratamento sem a adi¢do de polpa de maracuja-
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da-caatinga, uma vez que para a producdo de cerveja no estilo Catharina Sour é obrigatoria a

adicdo de fruta, na forma in natura ou de polpa.

Na sequéncia, foi realizada a etapa de estabilizacdo a frio e clarificacdo por 18 dias
(0°C), com adicéo de 1,0g L™ de silica coloidal (Eversol®, Ever, Rio Grande do Sul, Brasil)
como agente clarificante. Durante o envase da cerveja, foi adicionado agtcar (8g L) para que
ocorresse 0 processo de carbonatacdo na garrafa. Para essa adi¢do, o agucar foi previamente
diluido em agua quente (100°C) na propor¢éo de 1:1.

3.4 Controle do processo de fermentagéo

Durante toda a etapa de fermentacdo dos tratamentos LAB e LAN, foram realizadas
analises diarias para determinacao dos teores de sélidos sollveis e densidade, a partir de leitura
direta em balanca hidrostatica digital Super Alcomat (Gilbertini, Itélia), e pH, utilizando
pHmetro portatil (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brasil). Também foi realizada a contagem de
leveduras em camera de Neubauer com uso de microscopio dptico para determinar a viabilidade
celular (ANDRIETTA; ANDRIETTA, 2000). Essa anélise sO teve inicio no mosto do
tratamento LAB ap0s o término da fermentacéo latica (48h).

Ao longo da fermentacdo, os alcoois (etanol e glicerol) e acucares (frutose, glucose e
maltose) também foram quantificados. A analise desses metabolitos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando cromatdégrafo Agilent 1260 Infinity
Cromatografia LC System (Agilent Technologies, Santa Clara — EUA) e detector de indice de
refracdo RID (modelo G1362A) (HPLC/RID), seguindo a metodologia de Ball e Lloyd (2011),
com as modificages propostas por Viana et al,. (2021). Foram retiradas aliquotas do mosto
inicial de LAN e de LAB (ap0s finalizacdo da fermentacéo latica), e dos mostos em fermentacéo
alcéolica com 1, 4, 7, 9 (final da fermentacdo para LAB) e 11 dias (final da fermentacdo para
LAN). Essas aliquotas foram filtradas em membrana de nylon de 0,45 um (Millex-HA,
Millipore, Badford, MA) e injetadas no volume de 10uL no cromatografo. Coluna de troca
ibnica Agilent Hi-Plex H (300 x 7,7 mm) com particulas internas de 8,0 um, protegida por uma
pré-coluna PL Hi-Plex H (5 x 3 mm) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), foi

utilizada para a separacao dos compostos com temperatura do forno mantida em 60°C. A fase
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movel foi constituida de solucdo de acido sulfirico (H2SO4) na concentragéo de 0,004 mol L,

com fluxo de 0,8 mL min*e o tempo total da corrida foi de 20 minutos.

3.5 Andlises fisico-quimicas e colorimétricas nas cervejas

Apbs o engarrafamento, foram determinados nas cervejas obtidas dos tratamentos LAB
e LAN os teores de extrato seco e alcool, apds destilacdo da cerveja em destilador enoldgico
Super Dee (Gilbertini, Italia) e leitura na balanca hidrostatica digital Super Alcomat, além de
acidez total, a partir de titulagdo com NaOH 0,1N, acidez volatil, apos destilacdo por arraste a
vapor no Super Dee e titulagdo com solucdo de NaOH 0,1N, e pH, utilizando pHmetro portatil

previamente calibrado (Kasvi, S&o José dos Pinhais, Brasil) (IAL, 2008).

Os parametros de cor das cervejas foram analisados por espectrofotometro (Modelo
Espectrofotdmetro SP-220, Biospectro, Brasil) e colorimetro portatil (modelo Delta Vista
450G, Delta Color, Rio Grande do Sul, Brasil). Foram colocadas aliquotas de cervejas filtradas
em cubeta de quartzo e foi realizada a leitura no espectrofotdmetro no comprimento de onda de
430nm. Os resultados foram expressos em SRM (Standart Reference Method), onde a
absorbancia a 430nm foi multiplicada por 12,7. Os parametros colorimétricos avaliados
utilizando colorimetro foram: L* - luminosidade [branco (0) a preto (100)], a* - coordenada
vermelha/verde [vermelho (+) a verde (-)], b* - amarelo/azul coordenar [amarelo (+) para azul

(- )], C* - cromaticidade ou saturacao, e o angulo h - matiz ou tonalidade (EBC,2010).

3.6 Determinacao de metabolitos nas cervejas

As quantificacdes de compostos fenolicos, &cidos orgénicos e aglcares nas cervejas
engarrafadas foram realizados em cromatdgrafo liquido Agilent 1260 Infinity Cromatografia
LC System (Agilent Technologies, Santa Clara — EUA), acoplado aos detectores de Arranjo de
diodos DAD (modelo G1315D) e RID.

Os alcoois foram determinados por HPLC/RID, utilizando o mesmo método citado no
item 2.3. Os compostos fendlicos foram determinados por RP-HPLC/DAD, utilizando método

validado por Padilha et al., (2017) e adaptado por Dutra et al., (2018). As cervejas foram
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previamente filtradas em membrana de 0,45 um (Millex-HA, Millipore, Badford, MA) e
injetadas no volume de 20 pL. Coluna Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 % 4,6 mm, 3,5 um) e
pré-coluna Zorbax C18 (12,6 X 4,6 mm, 5 um) (Zorbax, EUA) foram utilizadas para a separacao
dos compostos, com temperatura do forno mantida em 35°C. A fase A foi constituida por acido
fosférico (HsPO4) em solugdo aquosa a 0,52% (pH = 2,0), e como fase B foi utilizado metanol
acidificado com 0,52% de acido ortofosforico. As condi¢des cromatograficas por eluicdo por
gradiente foram: 0 a 5 min - 5% fase B e 95% fase A; 5-14 min - aumenta para 23% de B; 14-
30 min — aumento para 50% de B; 30-33 min —aumento para 80% de B.Todos 0s compostos
fendlicos quantificados apresentaram curvas de calibragdo com R? > 0,996. Os limites de
deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para os compostos determinados foram inferioresa 0,12

mg L e superiores a 0,28 mg L, respectivamente.

Acidos organicos e aclcares foram determinados simultaneamente por HPLC-
DAD/RID de acordo com a metodologia validada por Coelho et al., (2018). As cervejas foram
filtradas em membrana de nylon de 0,45 pum e injetadas no volume de 10 pL. Acidos organicos
foram detectados em DAD a 210 nm e os agucares usando o RID. Coluna de troca idnica Agilent
Hi-Plex H (300 x 7,7 mm) com particulas internas de 8,0 um protegida por um PL Pré-coluna
Hi-Plex H (5 x 3 mm) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), foram utilizadas para a
separacdo dos compostos, com temperatura do forno foi mantida a 70°C. A fase mével foi
constituida por uma solugéo de H2SO4 a 4 mmol L™ com fluxo de 0,6 mL min™,

Todos os &cidos e aglcares quantificados apresentaram curvas de calibragdo com R? >
0,997. Os limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram inferiores a LOD <0,044 ¢

L e superiores LOQ >0,151 g L%, respectivamente.

3.7 Avaliacgéo sensorial das cervejas

Para a realizagdo da analise sensorial, a pesquisa foi previamente aprovada no Comité
de Etica em Pesquisa (protocolo CAAE 4417021.5.0000.5189). Cem voluntérios (52 mulheres
e 48 homens, com idades entre 21 e 65 anos), funcionarios da Embrapa Semiarido, Petrolina-PE, e
funcionarios e estudantes do curso superior de Viticultura e Enologia do Instituto Federal do Sertdo
Pernambucano, Campus Petrolina. O critério de selecdo foi consumir cerveja artesanal pelo menos

uma vez a cada 15 dias, gostar de suco de maracuja e conhecer 0 maracuja da caatinga.
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O teste de consumidor foi realizado em cabines individuais sob luz branca, com
temperatura controlada ao redor de 22°C. As amostras de cerveja (30mL) foram servidas a
temperatura de 8 £ 2 °C, em tagas de cristal em formato de tulipa, codificadas com trés digitos,
e cobertas com vidros de relogio para evitar perda de compostos volateis e em ordem monadica.
Os voluntarios foram orientados a enxaguar a boca duas vezes com agua mineral por 20
segundos entre as amostras. Os consumidores avaliaram a aceitacdo das cervejas Catharina Sour
com maracuja da caatinga obtidas dos tratamentos LAB e LAN, com relacdo a aparéncia,
aroma, sabor e impressdo global, utilizando escala hedénica hibrida (VILLANUEVA et al.,
2009), ancorada nos extremos com 0s termos “1 = desgostei extremamente” e “9 = gostei
extremamente”, & esquerda e direita, respectivamente. Na mesma sessdo de teste, 0S
consumidores avaliaram a intensidade dos atributos acidez e sabor de maracuja utilizando

escala ndo estruturada de 9cm, ancorada nos extremos com 0s termos “pouco” e “muito”.

3.8 Analise estatistica

Os dados obtidos das andlises fisico-quimicas, cromatograficas e sensoriais foram
submetidos a ANOVA e teste T de comparacdo de médias para duas amostras (p < 0,05)
utilizando o software XLSat (Addinosoft Inc, Paris, France, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Mudangcas fisico-quimicas e no perfil de metabdlitos durante o processo fermentativo

A Figura 1 apresenta mudancas no perfil de metabdlitos durante o processo de
fermentacdo do mosto de cerveja Catharina Sour, produzida a partir das leveduras American
Ale Saccharomyces cerevisae (LAB) e Lachancea thermotolerans (LAN). A Figura 2 apresenta
as variacGes em parametros fisico-quimicos e viabilidade celular das leveduras ao longo da
fermentacdo. Verifica-se na Figura 1, que o mosto inicial de LAN apresentava maior
concentracéo de maltose (55,869 L), seguido de glucose (9,959 L) e frutose (2,81g L™?). Ja o
mosto inicial de LAB, que passou por uma etapa anterior de fermentacéo latica e maior tempo
de fervura, apresentou uma concentragio maior de maltose que LAN (59,85g L), porém menos
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glucose (7,959 L) e frutose (2,64g L™). Estes trés aglcares sdo produzidos durante o processo
de brasagem do mosto, a partir da conversdao do amido do malte (ALFEO et al., 2021; DACK
et al., 2017). Os agucares presentes no mosto de cerveja séo utilizados pelas leveduras para
gerar os produto e subprodutos ao longo do processo fermentativo, como o etanol (produto),
acidos succinico e acetico, ésteres, aldeidos, entre outros, modificando o aroma e sabor da
bebida final (SILVA, 2019).

Figura 1 - Graficos mostrando as mudancas nos perfis de metabdlitos durante o processo de
fermentacdo alcodlica dos mostos de cervejas estilo Catharina Sour elaborados com as
leveduras American Ale Saccharomyces cerevisae (LAB*) e Lachancea thermotolerans
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(LAN), sdo eles: (A) maltose, (B) glucose, (C) frutose, (D) etanol, e (E) glicerol.

*0 inicio da avaliacdo do mosto do tratamento LAB ocorreu apos o término da fermentacéo
latica e adicdo das leveduras, sendo o tempo total de fermentacdo alcdolica de nove dias,
enquanto para LAN o tempo de fermentagdo foi de 11 dias.
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O género de levedura utilizado para a elaboracdo da cerveja no estilo Catharina Sour,
influenciou no tempo de consumo dos acgucares durante o processo fermentativo (Fig 1). No
tratamento LAB com levedura American Ale Saccharomyces cerevisae, com quatro dias de
fermentacdo a maltose ja havia sido convertida quase que em sua totalidade em outros
compostos, restando 0,42g L (Fig 1A). Enquanto a glucose e a frutose diminuiram
drasticamente em concentragdao logo no primeiro dia de fermentagdo, chegando a 0,00 e 0,309
L, respectivamente (Fig 1 B e C). Por sua vez, no mosto do tratamento LAN com levedura
Lachancea thermotolerans, o consumo expressivo de maltose sé ocorreu apos sete dias de
fermentacéo, diminuindo para 1,299 L. J4 a concentragdo de frutose e glicose diminuiram

consideravelmente somente ap0s 4 dias de fermentagéo

Ao final da etapa de fermentacdo alcéolica o mosto de cerveja LAB alcangou as maiores
concentracdes de etanol (32,489 L) e glicerol (4,659 L), conforme mostram as Figuras 1D e
E. Enguanto o mosto do tratamento LAN, com 11 dias de fermentacdo apresentou
concentragdes menores dos alcoois quantificados, contendo 30,64g L™ de etanol e 3,47g L™ de
glicerol. Na producéo da cerveja pelo tratamento LAB, a concentragdo de etanol elevou-se e
estabilizou logo no quarto dia da fermentagéo alcoolica, ja pelo tratamento LAN, somente no
sétimo dia do processo é que aconteceu um aumento significativo no teor desse metabdlito, e
seu conteudo se estabilizou somente com 11 dias. A formacdo do glicerol no mosto do
tratamento LAB elevou-se logo no primeiro dia de fermentacéo, atingindo 3,85g L™ e depois
continuou crescendo até 4,659 L. No mosto do tratamento LAN, a formagcéo de glicerol teve
um comportamento diferente e mais lento, aumentando gradativamente a partir do 4°dia (1,28¢
L1) até atingir 3,47g L no ultimo da fermentago. Assim, constata-se que o tratamento LAN
demorou mais tempo para finalizar o processo fermentativo. Esses resultados apontam também
para um melhor rendimento do processo fermentativo a partir do uso da levedura
Saccharomyces cerevisae, uma vez que a taxa de conversdo de agucar em alcool do tratamento
LAB foi superior a LAN.

Os acucares no processo fermentativo de cervejas acidas também sdo consumidos para
a formacéo de acidos organicos, entre eles o latico (DYSVIK et al., 2020). Assim a Fig 2A
mostra que os valores do pH dos mostos de cerveja de LAN e LAB reduziram-se ao longo da
fermentacdo, sobretudo nos primeiros dois dias do processo, possivelmente em funcdo do
aumento da concentracdo de ions H+ durante a fermentacdo latica. Para o mosto do tratamento

LAB, o pH estabilizou-se ap0s o quarto dia de fermentacdo em torno de 3,20. O valor de pH do
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mosto de LAN estabilizou-se no mesmo intervalo de tempo, atingindo, porém, um valor maior,
ao redor de 3,40.

Adicionalmente, na Figura 2B verifica-se uma grande queda das densidades dos mostos
dos tratamentos LAB ap0s quatro dias de fermentacdo e LAN ap06s o sétimo dia. Essa variagdo
das densidades justifica-se pelo aumento significativo no consumo de solidos sollveis
(incluindo agucares) no mesmo periodo (Figura 2D). Ao mesmo tempo, a Fig 2C mostra que a
viabilidade celular foi maxima no quarto e quinto dia de fermentacdo do tratamento LAB, e
entre o sexto e oitavo dia de fermentagdo do tratamento LAN. Adicionalmente, é importante
ressaltar que, no tratamento LAB as leveduras apenas foram adicionadas no terceiro dia do
processo fermentativo, quando acabou a fermentacgéo latica. Contudo, destaca-se que, ainda que
pelo método tradicional sejam necessarias duas fermentagdes, o processo fermentativo foi mais

eficiente do que pelo método alternativo (LAN).
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Figura 2 - Gréaficos mostrando as mudangas fisico-quimicas e a viabilidade celular durante o processo de
fermentagdo latica e alcéolica dos mostos de cervejas estilo Catharina Sour elaborados com as leveduras American
Ale Saccharomyces cerevisae (LAB*) e Lachancea thermotolerans (LAN), onde: A) pH; B) densidade; C)
viabilidade celular; e D) solidos soltveis — SST. *A avaliagao da fermentacdo do mosto de cerveja do tratamento
LAB iniciou-se na fermentacdo latica, assim as leveduras foram adicionadas somente no terceiro dia do processo,

enquanto em LAN as leveduras foram adicionadas no primeiro dia.
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4.2  Caracteristicas fisico-quimicas e perfil de metabdlitos das cervejas

As Tabelas 1 e 2 apresentam a composicao fisico-quimica e os perfis de acidos,
acucares, alcoois e compostos fenolicos das cervejas Catharina Sour com maracuja da caatinga
produzidas utilizando as leveduras dos géneros American Ale Saccharomyces cerevisae (LAB)
e Lachancea thermotolerans (LAN). Os dados da Tabela 1 mostram que as quantidades de
acucares residuais na cerveja LAB, com 1,75g L™ de maltose e 1,17g L de frutose, foram
maiores quando comparadas com a cerveja LAN, que apresentou 0,51g L™ de maltose e 0,519
L de frutose. A cerveja LAB também se destacou no contetido residual de solidos sollveis
residuais (6,17°Brix). Adicionalmente, observou-se a presenca de rhamnose (0,18g L) na
cerveja LAN. Pode-se atribuir a formacdo da rhamnose a adi¢do de polpa de maracuja da
caatinga. A rhamnose é derivada de glicosideos dos flavondis, como a rutina e quercetina
(DADIC; BELLEAU, 1980). O maracuja da caatinga apresenta significativa quantidade de
flavonais ligados aos glicosideos (SANTOS et al., 2021).

Quanto ao teor alcoodlico, as cervejas ndo apresentaram diferencas significativa, estando
ambas com teor alcéolico préximo a 4%, no entanto, a concentracdo de etanol na cerveja LAB
foi de 32,759 L, maior que na cerveja LAN (30,15g L™1). Assim como ocorreu no estudo, é
comum encontrar na literatura informacdes que as leveduras S. cerevisae produzem maior
qguantidade de etanol comparativamente a outros géneros, independentemente do teor de
acucares disponiveis, micronutrientes e oxigénio (CANONICO et al, 2019). Da mesma forma,
a producdo de glicerol na cerveja LAB (4,30 g L) foi maior do que em LAN (2,51 g L™).
Destaca-se que a formacéo do glicerol em cervejas acidas € interessante para equilibrar a acidez
do produto. O glicerol é um tipo de alcool que promove aumento na intensidade da percepcéo
de gosto doce e de corpo em bebidas alcoolicas, mascarando a acidez acentuada, e
possibilitando melhorias na aceitabilidade desse tipo de cerveja (ZHAO ; BECKER, 2015).

Conforme os dados da Tabela 1, a coloracdo das duas cervejas LAB e LAN ndo
diferiram em nenhum dos parametros de cor avaliados pelos sistemas CIELab e CIEL*C*h. De
forma geral, a tonalidade das cervejas tem relacdo com uso do malte e adjuntos, incluindo frutas,
e cervejas mais claras tendem a ter um valor de luminosidade (*L) maior, assim como para a

tonalidade amarela (+ *b), ao contrario de a*, que se aproxima de valores negativos,
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representando maior tonalidade verde na bebida (KOREN et al., 2020). Através dos resultados
encontrados, observa-se que as cervejas produzidas sdo mais claras, e a adi¢cdo de 10% de polpa
de maracuja da caatinga nao influenciou na coloracdo do produto. O método aplicado para
anélise de cor das cervejas por espectrofotometria, mostrou que LAN e LAB diferiram
significativamente em relacdo a intensidade de cor pelo protocolo SRM, destacando a cerveja
LAN (7,27). De toda a forma, ambas as cervejas apresentaram coloracao amarela predominante,
com valores para o angulo de tonalidade h bem proximos a 90°, sendo h igual a 89,74 para LAN
e 89,95 para LAB.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas, perfil de alcoois, acidos organicos e acucares do
mosto de cerveja apds o processo de brassagem, da polpa de maracuja da caatinga (Passiflora
cincinnata Mast), e das cervejas elaboradas no estilo Catharina Sour com adicdo de maracuja
da caatinga a partir das leveduras Saccharomyces cerevisae (LAB) e Lachancea thermotolerans
(LAN).

Mosto de Polpa de maracuja Cervejas Catharina Sour de
Variaveis!?? cerveja da caatinga® maracuja da caatinga
LAB LAN
SST (°Brix)* 10,4+0,13 11,4+0,0 6,17+0,052 5,93+0,01°
pH 5,66+0,04 3,31+0,0 3,51+0,00 2 3,53+0,00 2
Acidez Total (g LY)® 0,12+0,01 3,77+0,01 0,94+0,012 0,79+0,01°
Acidez Volatil (g L) NA NA 0,71+ 0,422 0,20+ 0,057
Alcool (%viv) NA NA 3,9%0,18 3,8+0,0°
Cor (SRM) NA NA 5,26+0,85° 7,270,082
L* NA NA 41,67+1,62° 43,59+1,46%
a* NA NA 0,09+0,162 0,17+0,012
b* NA NA 21,08+0,992 20,64+1,107
C* NA NA 21,08+0,992 20,65+1,102
h NA NA 89,95+0,732 89,74 +0,59°
Aclcares (g L)
Maltose 55,37+1,36 1,29+0,00 1,75a+0,012 0,51b +0,11°
Glucose 9,78+0,48 20,95+2,21 ND ND
Frutose 2,58+0,16 23,44+2 50 1,17+0,01° 0,51+0,0°
Rhamnose ND ND ND 0,18+0,01
Acucares (%) 67,73 56,68 2,92 1,20
Alcoois (g L)
Etanol ND ND 32,75+0,212 30,63+0,37°
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Glicerol ND ND 4,650,122 3,47+0,68"
Alcoois (2) - - 37,05 32,66
Acidos Organicos (g L)

Citrico 0,16+0,00 27,45+2,28 4,12+0,032 4,3310,042
Propi6nico 2,47+0,01 0,89+0,11 2,12+0,072 1,29+0,05?
Malico 0,39+0,02 8,30+0,91 1,25+0,03? 1,24+0,042
Succinico ND 3,44+0,38 0,58+0,28 ND
Lético 0,21+0,01 0,23+0,02 4,710,252 2,58+0,17°
Férmico 0,45+0,00 0,15,+0,01 0,33+0,012 0,360,012
Acético 1,10+0,02 0,70,+0,18 0,87+0,062 0,970,022
Acidos orgdnicos (%) 4,78 41,16 13,98 10,77

Valores médios com + desvio padréo. ! Letras diferentes na mesma linha indicam variagio significativa (p<0,05)
entre as cervejas produzidas pelos dois métodos testados para o parametro avaliado. ?NA = ndo avaliado. *ND =
néo detectado.* SST = Solidos sollveis. SAcidez total expressa em &cido latico para o mosto de cerveja e cervejas,
e em é&cido citrico para a polpa de maracuja da caatinga. SPolpa de maracuja da caatinga analisada apés 0s
tratamentos térmicos de pasteurizacdo e despectinzagao.

Além de se destacar nos teores totais dos agucares e alcoois quantificados por HPLC-
RID, a cerveja LAB apresentou uma concentracdo maior de acidos organicos totais, diferindo
significativamente de LAN em relagédo ao contetido de &cido latico, sendo o teor desse de 4,71
gLlemLABe258gL?emLAN. Assim, o uso das bactérias Lactobacillus buchneri foi mais
eficiente para a fermentacdo latica da cerveja do que o emprego das leveduras do género
Lachancea thermotolerans. O &cido latico é o principal acido organico nas cervejas acidas e
elaboradas no estilo Catharina Sour (DYSVIK et al., 2020; STRONG; ENGLAND, 2021).
CANONICO et al., (2019), também utilizou Lachancea thermotolerans, resultando em cerveja
acidas com menor teor de cido latico do que LAN (1,83 g L), além de maior acidez volatil
(0,38g L1). Adicionalmente, ressalta-se que foi produzido pouco &cido acético na cerveja
originaria dos tratamentos LAB e LAN (<1 g L?). O 4cido acético dependendo de sua
concentracdo pode resultar em off-flavor na cerveja, originando notas de aroma/sabor descritas
como “solvente” e “avinagrado” (DYSVIK et al., 2020).

O acido citrico é o principal acido organico encontrado no maracuja da caatinga, seguido
pelo acido malico (SANTOS et al., 2021). Assim, ainda que o mosto inicial de cerveja
apresentasse baixas concentrag@es desses dois acidos (0,169 L™ e 0,39g L™, respectivamente),
0s conteddos desses compostos aumentaram nas cervejas produzidas, em decorréncia da adicao
da polpa de fruta. A cerveja LAB apresentou 4,129 L™ de &cido citrico e 1,25 g L™ de &cido
malico, enquanto a cerveja LAN apresentou 4,33g L™ e 1,24g L™ respectivamente, e ambas néo

diferiram significativamente. O acido propidnico, que € um acido que é encontrado no llpulo,
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também foi quantificado nas cervejas, sendo identificado na concentragdo de 2,12 g L™ em
LAB e 1,299 L™*em LAN. Cervejas com maior amargor(IBU) tendem a ter uma concentragao
maior do acido (SEO et al., 2020). O acido formico encontrado em baixa concentragcdo no
mosto inicial de cerveja (0,45g L) e na polpa de maracuja da caatinga (0,159 L), foi
encontrado em concentragdes ainda menores nas duas cervejas, LAB com (0,33g L) e LAN
(0,369 L1). De fato, a literatura cita que este acido tende a ser eliminado lentamente durante o
processo de fermentagdo (LI; L1U, 2018). Finalmente, o acido succinico, encontrado somente
na cerveja LAB (0,58g L), é produzido geralmente durante a fermentacéo alcoolica (LI; LIU,

2018), e pode contribuir para uma cerveja mais “harmoniosa” ¢ “delicada” (XU et al., 2018).

Quinze compostos fendlicos foram quantificados por RP-HPLC/DAD (Tabela 2),
pertencentes as classes dos flavondides (flavandis e flavonadis), acidos fendlicos e estilbenos.
Nas cervejas 0os compostos fenodlicos majoritarios foram a miricetina, &cido gélico, (+)-
catequina e procinidina A2, nessa ordem de importancia. Os demais compostos fendlicos foram
encontrados nas cervejas em quantidade inferiores a 1,0 mg L. A cerveja LAB se destacou no
contetudo de (+)-catequina e procianidina A2 e no total de flavanois. J& LAN apresentou
concentracdo significativamente maior de acido galico e maior conteddo de acidos fendlicos
totais. Por sua vez, o teor de miricetina ndo diferiu significativamente entre LAB e LAN, sendo
ao redor de 15-16mg L. A mirecitina ¢ um composto bioativo que auxilia no combate de
inflamagdes, patologias cardiovasculares e canceres (DEVI et al., 2015).

Tabela 2 - Perfil de compostos fendlicos do mosto de cerveja ap6s 0 processo de brassagem,
da polpa de maracuja da caatinga (Passiflora cincinnata Mast), e das cervejas elaboradas no
estilo Catharina Sour com maracuja da caatinga a partir das leveduras Saccharomyces cerevisae
(LAB) e Lachancea thermotolerans (LAN).

Composto Fenolicos Mosto de Polpa de Cervejas estilo Catharina Sour
1 cerveja maracuja da com maracuja da caatinga
(mg L) Caatinga®
LAB LAN

Acidos Fenolicos

Acido trans-caftarico ND 7,73+0,02 0,60+0,012 0,56+0,022
Acido galico 6,11+0,01 4,89+0,21 5,72 +0,07° 6,90+0,10?
Acido clorogénico 0,35+0,06 ND 0,73+0,012 0,57+0,03°
Acidos Fendlicos () 6,46 12,62 7,05 8,03
Estilibenos

trans-resveratrol ND 1,16+0,55 0,15+0,012 0,13+0,012
cis-revesratrol ND 11,23+0,5 ND ND

Estilbenos (}.) 12,39 0,15 0,13
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Flavonols

Hesperidina ND 14,57+0,04 0,63+0,03% 0,58+0,072
Quercetina-3-B-D glucosideo 0,16+0,01 8,94+0,07 0,73+0,032 0,63+0,032
Miricetina ND 225,51+1,99 16,23+0,32? 15,31+0,69°
Kaempferol-3-O-glucosideo 0,04+0,0 0,21+0,01 0,70+0,062 0,02+0,00°
Flavondis ().) 0,20 249,23 18,29 16,54
Flavanols

(-) -galato epicatequina 0,21 +0,00¢c ND 0,19+0,002 0,18+0,002
(-) - galato Epigalocatequina 0,91+0,01 0,62+0,0 0,12+0,002 0,07 +0,00P
(+) -catequina 0,91 +0,05 5,52+0,04 3,20 +0,03° 1,76+0,05"
(-) -epicatequina 0,23 £0,02 ND ND ND
Procianidina A2 ND 0,89+0,07 5,92 +0,122 0,71+0,03°
Procianidina B1 ND 0,79+0,01 0,10+0,00% 0,07+0,042
Flavandis (Y.) 2,26 7,82 9,53 2,79
Fenolicos Totais (})) 8,92 282,27 35,02 27,49

Valores médios com + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam variagéo significativa (p<0,05)
entre as cervejas produzidas pelos dois métodos testados. 2ND = ndo detectado. 3Polpa de maracuja da caatinga
analisada ap6s os tratamentos térmicos de pasteurizagdo e despectinzacao.

A cerveja LAB apresentou maior contetdo total dos compostos fenolicos quantificados
por RP-HPLC/DAD (35,02 mg L), apresentando concentragdo 21% superior em relacéo a
cerveja LAN (27,49mg L. Os compostos fendlicos presentes nas cervejas sdo derivados dos
maltes de cevada e trigo, ou podem vir da adi¢do de frutas (BYEON et al., 2022; NARDINI;
GARUSO, 2020; YANG; GAO, 2021). A analise da polpa de maracuja (Tabela 2), mostra que
dentre os compostos quantificados, ndo foram encontrados apenas o acido clorogénico, e 0s
flavandis (-)-galato epicatequina e (-)-epicatequina, destacando a miricetina como 0 composto
fendlico majoritario do fruto (222,51 mg L), seguido da hesperidina (14,57 mg L) e cis-
resveratrol (11,23 mg L™). A miricetina e a hespiridina ndo foram encontrados no mosto de
cerveja inicial, mas foram quantificados nas cervejas LAB e LAN, sendo, portanto,
possivelmente resultantes da adicdo da fruta na cerveja Catharina Sour. Outros compostos
fenolicos que ndo foram detectados no mosto de cerveja, mas foram encontrados na polpa de
maracuja da caatinga e nas cervejas, sdao: acido trans-caftarico, trans-resveratrol e as
procianidinas A2 e B1. Na cerveja LAB, possivelmente a levedura S. cerevisiae também
produziu proacidina A2, uma vez que foi encontrada nesta cerveja quantidade bem superior do
composto (5,92 mg L) comparativamente a identificada na polpa do maracuja (0,89mg L) e
na cerveja LAN (0,71mg L™Y).
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No trabalho de NARDINI e FODDAI (2020), que avaliaram cervejas enriquecidas com
nozes, castanhas, cacau, mel, cha verde, café e alcaguz, os principais compostos fendlicos
agregados a cerveja foram a (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina, miricetina, quercetina e o
trans-resveratrol. Compostos fenodlicos influenciam nas caracteristicas sensoriais da cerveja
(sabor e aroma), na estabilidade coloidal (turbidez e formacdo de espuma) e no tempo de vida
de prateleira (HUMIA et al., 2019; ZHAO et al., 2013). Além disso, a presenca de compostos
fenolicos esta ligada a beneficios a saide humana. O consumo moderado de cerveja rica em
compostos fendlicos pode auxiliar na reducdo de doengas cardiovasculares, semelhantemente a
ingestdo de vinho (GAETANO et al., 2016).

4.3 Aceitabilidade das cervejas e intensidade da acidez e do sabor de maracuja-da-caatinga

O resultado do teste de consumidor mostrou que a aceitacao das cervejas LAB e LAN
néo diferiu significativamente em relacdo a aparéncia, aroma, sabor e impressao global (Figura
3A). As médias de aceitacdo da aparéncia, aroma e impressdo global das cervejas estdo
proximas a sete na escala hedonica utilizada, que corresponde a “gostei moderadamente”.
Enquanto a média de aceitacdo do sabor das cervejas ficou proxima a seis, correspondente a
categoria “gostei ligeiramente”. Adicionalmente, destaca-se que 74% dos consumidores
avaliaram a aceitagdo global das cervejas LAB e 73% da e LAN (Figura. 3B) com notas de
aceitabilidade, iguais ou superiores a seis, e apenas 26% e 27% deram notas de rejeicdo para
as amostras, inferiores a quatro (“desgostei ligeiramente™). Assim, considera-se que as
leveduras testadas Americam Ale S. cerevisiae e Lachancea thermotoleran néo influenciaram
na aceitabilidade da cerveja produzida no estilo Catharina Sour com maracuja da caatinga e que
este produto tem potencial de mercado, uma vez que foi bem aceito por consumidores de cerveja

artesanal.
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Figura 3 - Gréficos mostrando o resultado da avaliacdo sensorial pelos consumidores das
cervejas elaboradas no estilo Catharina Sour com maracuja da caatinga (Passiflora cincinnata
Mast) a partir das leveduras Saccharomyces cerevisae (LAB) e Lachancea thermotolerans
(LAN), sdo eles: (A) avaliacdo da aceitacdo da aparéncia, aroma, sabor e da impresséo global
das cervejas utilizando a escala heddnica hibrida de nove pontos (1= “desgostei extremamente;
9 = “gostei extremamente”); (B) intensidade dos atributos acidez e sabor de maracuja da
caatinga, avaliados utilizando escala néo estruturada de 9cm.

As cervejas LAN e LAB também néo apresentaram diferencas significativas em relagéo
a intensidade dos atributos acidez e sabor de maracuja da caatinga (Fig. 3 C) de acordo com a
percepcao dos consumidores, sendo ambos avaliados com média acima de 5,0 (> “moderado”).
Entretanto, as médias de intensidade de LAN para estes atributos foram inferiores. De fato, a
cerveja LAB apresentou maior contetdo total de acidos organicos e valor de acidez total, fator
que deve ter influenciado em leve aumento da percepc¢éo de acidez na bebida. Por outro lado, a

cerveja LAB também apresentou maiores concentracdes de maltose, frutose e glicerol, além de
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solidos soltveis (em °Brix), que podem ter promovido um leve aumento na intensidade de sabor
de maracujad da caatinga nesta amostra, devido a maior volatilizacdo no headspace dos

compostos volateis que contribuem para a percepcao do atributo e aumento do gosto doce.

CONCLUSAO

O estudo demonstrou que o método tradicional kettle sour, utilizando bactérias
Lactobacillus buchneri e leveduras American Ale Saccharomyces cerevisiae, é mais efetivo
para a producdo de cerveja no estilo Catharina Sour, devido ao melhor rendimento do processo
fermentativo, e maior producéo de etanol, glicerol, acido latico, aglcares e compostos fendlicos,
em menor intervalo de tempo. Entretanto, destaca-se o potencial da levedura do género
Lachancea thermotolerans para a producdo de cervejas &cidas, promovendo a elaboracgéo de
cervejas de boa aceitacdo pelos consumidores de cervejas artesanais de modo geral, a adi¢do de
polpa de maracuja da caatinga enriqueceu a cerveja Catharina Sour em termos de compostos
fendlicos, proporcionando a bebida teores de miricetina, hesperidina, acido trans-caftarico,
trans-resveratrol e da procianidina A2 e Ble (+)-catequina. A adicdo de frutas no processo de
elaboracdo da cerveja, a exemplo do maracuja da caatinga, alem de promover o fortalecimento
da agricultura familiar no Bioma Caatinga, proporciona inovacdo ao mercado, e pode melhorar
0 aspecto nutracéutico da cerveja, tornando o consumo moderado da bebida benéfico para a
salde dos consumidores. Os resultados dessa pesquisa sdo de grande interesse para a inddstria
cervejeira, sendo Uteis na producdo de cervejas artesanais no estilo Catharina Sour e para outros
tipos de cervejas acidas. Em cervejas Sours ndo existe parametros de avaliacdo em relacéo a
acidez, algo que possa ser discutido nos guias de estilo. Fica aberto em relacéo estudos futuros
sobre a eficicia do reaproveitamento das leveduras Lachancea thermolerans na producdo de

cerveja sours.
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APENDICE - Ficha de avaliagio sensorial das cervejas

Nome: Idade: Data: / /
Amostra: 941 )

1- Vocé esta recebendo uma amostra codificada de “Estilo Catharina Sour” COM ADICAO DE MARACUJA DA
CAATINGA. Por favor, observe a bebida. Em seguida, avalie o quanto vocé gostou ou desgostou da APARENCIA
da amostra e atribua uma nota para ela, marcando com um traco na escala abaixo a posicao que melhor indica sua
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