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Abstract

Beer is the most consumed alcoholic beverage in the world, obtained by cooking barley malt with the addition
of hops and brewer's yeast. The craft beer market has been growing, and, at the same time, the demand for
studies on nutritional issues, compounds, and chemical reactions. The forced aging analysis assesses the
long-term stability of the drink to simulate the reality of storage. During the shelf life, the drink may undergo
reactions that alter the physical-chemical characteristics, color, and flavor. Thus, this research aimed to
evaluate changes in phenolic compounds and physical-chemical parameters of beers subjected to the forced
aging process. After production, beer samples remained at 50 °C for 1, 3, 6, 9, and 13 days. Afterward, color-
EBC analyses were performed through reading at 430 nm, pH, dry extract, phenolic compounds’ content, and
physical-chemical analyses in the Beer Analyzer® equipment. The most significant results were related to
color, which showed a darkening during the experiment; the pH was more alkaline during aging, and the total
phenolic compounds dropped over the days. The results obtained can be related to changes due to storage
temperature and product instability after bottling.
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1. Introducao

De acordo com o decreto n° 9.902, a
cerveja € obtida pela coc¢cdo do mosto de cevada
malteada ou extrato de malte, com adic&o de lupulo
ou extrato deste e fermentacdo por uma levedura
cervejeira (Brasil, 2019). A bebida é considerada
puro malte quando em seu processo fabril sao
utilizados somente acglcares oriundos de malte de
cevada ou de trigo (Sleiman et al., 2010).

Diferentes compostos presentes
naturalmente na cerveja apresentam efeitos
benéficos a saude (de Gaetano et al., 2016). Os
polifendis, como os flavonoides, possuem acgéao
antioxidante. Os folatos, fluor, colina e silicio,
também presentes na bebida, servem de cofatores
enzimaticos celulares (Muller et al., 2020). Ha relatos
de que o seu uso moderado auxilia no controle de
doencas  cardiovasculares e o  diabetes,
especialmente em bebidas adicionadas de frutos e
plantas em seu processo produtivo (Redondo et al.,
2018).

A produgdo de cervejas artesanais tem
ganhado espaco na economia nacional e apresenta
um publico distinto dos consumidores das cervejas
industriais, demonstrando maior interesse pela
histéria e produgéo da bebida, além do conhecimento
sobre a qualidade do produto (Menezes Filho, Silva
& Castelo, 2020; Alves et al., 2020).

Alguns aspectos de qualidade sofrem
alteracdo durante a estocagem de produtos
alimenticios. O que determina o tempo de prateleira
da cerveja é a avaliagdo microbiolégica e os aspectos
sensoriais, principalmente sabor, aroma e cor. A
validade é determinada pelo tempo desde a
producdo e fatores do ambiente em que foi
armazenado, como a temperatura. Processos fisico-
quimicos podem afetar as concentragbes de
compostos fendlicos (Reinert et al, 2023; Siqueira,
Bolini & Macedo, 2011). O principal meio de
deterioracdo da bebida parecem ser as reagbes de
oxidacdo (Mutz, Rosario & Conte-Junior, 2020;
Martinez et al., 2017).

O teste de envelhecimento forcado é
utilizado na industria cervejeira a fim de avaliar a
estabilidade do produto a longo prazo e delimitar sua
validade, a qual pode ser um problema para as
cervejarias, principalmente as de pequeno porte
(Vanderhaegen et al., 2006). O conhecimento sobre
0os parametros fisico-quimicos durante o
envelhecimento, visando garantir a estabilidade
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microbiolégica e sensorial da cerveja é importante.
Nesse sentido, a medida que a demanda por
cervejas artesanais cresce, os estudos dos diferentes
aspectos que a cercam devem seguir 0 mesmo ritmo,
especialmente sobre questdes nutricionais, de seus
compostos e reacdes quimicas.

Com algumas excecdes notaveis, o0s
consumidores preferem que sua cerveja seja
brilhante e livre de particulas. Quando a cerveja é
armazenada, ela tem o potencial de produzir turbidez
e o brilho ficara comprometido. Estabilidade fisica da
cerveja (também chamada estabilidade coloidal ou
simplesmente formacdo de névoa) ndo pode,
infelizmente, ser assegurada ao produto final. A
estabilidade sera afetada por todo o processo de
fabricacdo de cerveja; consequentemente, deve-se
tomar cuidado em todas as etapas. As matérias-
primas séo a fonte de precursores de névoa. Embora
existam varios tipos de névoa de cerveja, a reacado
primaria é a polimerizacéao de polifendis e sua ligacao
com proteinas especificas (Stewart, Russell &
Anstruther, 2017).

Quando a cerveja é resfriada abaixo de 0
°C, forma-se uma névoa fria, que consiste em uma
associacao reversivel de pequenos polifenois
polimerizados e proteinas. Restaurada a temperatura
ambiente, essa névoa se dissolve novamente e a
bebida fica brilhante novamente. Se o produto for
resfriado e aquecido varias vezes, ou se a cerveja for
armazenada em temperatura ambiente por um
periodo prolongado (6 meses ou mais), uma névoa
permanente se formara. Esta névoa nao redissolve
mesmo quando a cerveja é aquecida a 30 °C ou
superior (Mayerhéfer, Pahlow & Popp, 2020).

O equilibrio entre os polifendis flavonoides
e conteudo proteico dita em grande parte a
estabilidade fisica (coloidal). As cervejas podem
diferir amplamente no conteltdo dessas espécies,
cujos niveis relativos dependem sobre as matérias-
primas e as condicbes de processo empregadas
(Anderson, et al., 2019). Nesse sentido, os testes de
envelhecimento forcado ganham importancia técnica
e aplicabilidade efetiva no dia a dia da industria
cervejeira. Dessa forma, o intuito deste trabalho foi
avaliar as alteracdes de compostos fendlicos e
parametros fisico-quimicos de cervejas do tipo ale de
alta fermentacdo submetidas ao processo de
envelhecimento for¢ado.



Marin et al.

2. Material e Métodos
2.1 Processo cervejeiro

Para elaboracédo da bebida utilizada no
experimento moeu-se 6 kg de malte de cevada do
tipo pilsen (Agraria®, Guarapuava-PR, Brasil) em
moinho de rolos. Esses grédos foram adicionados
juntamente com agua a panela semi-automatizada
BeerMax® (Campo Mourdo-PR, Brasil), com
capacidade para 30 L, dando inicio ao processo de
producdo do mosto (Fig. 1).

Moagem do malte Fermentacéo Maturacéo
Mosturagéo Resfriamento Primer e envase
Fervura e adigéo ; N
do lapulo Whirpool Pasteurizagao

Fig. 1 Fluxograma simplificado da produgéo da cerveja.

A mosturacgéo foi dividida em trés etapas, a
primeira em 50 °C no tempo de 15 min, seguida de
66 °C por 85 min e a Ultima rampa de temperatura a
76 °C durante 10 min. Ap0s, iniciou-se a etapa de
fervura, durante 60 min, na qual foram adicionados
os lupulos, 14 g de Saaz Barth-Hass Group® (Reino
Unido e Alemanha) no inicio e 14 g de Tradition
Barth-Hass Group® (Reino Unido e Alemanha) em
30 min do processo. Faltando 15 min para o fim,
adicionou-se o whirfloc, como agente floculante,
auxiliando na clarificagdo e diminuic&o da turbidez da
bebida. Na sequéncia, fez-se o resfriamento com
auxilio de um chiller de imersao, com circulagéo de
agua, até atingir a temperatura de fermentagéo e
transferiu-se 0 mosto para o tanque fermentador. A
levedura ale Lallemand Nottingham® (Canada) foi
inoculada para fermentacdo sob temperatura de 14
°C. Ao fim do processo fermentativo a temperatura
do tanque foi reduzida para 1 °C para maturagdo da
bebida por 14 dias. Na sequéncia procedeu-se o
envase em garrafas de vidro &mbar, com adigcéo de 6
g de sacarose por litro da cerveja, para primer
(carbonatagé@o na garrafa). Por fim, apds a completa
carbonatagéo, empregou-se pasteurizacdo amostral.
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2.2 Envelhecimento forcado

A metodologia de envelhecimento foi
realizada segundo o trabalho de Li e colaboradores
(2015) com adaptacdes, em sextuplicata, totalizando
36 amostras, submetidas a temperatura constante de
50 °C e auséncia de luz em uma estufa
bacteriol6gica. As amostras foram divididas em seis
grupos: T0, T1, T2, T3, T4 e T5 (Tabela 1).

Tabela 1 Cddigos das amostras e o tempo do regime de
envelhecimento.

Cadigo Tempo
TO Geladeira
T 1 dia
T2 3 dias
T3 6 dias
T4 9 dias
T5 13 dias

As cervejas de TO (tempo zero)

permaneceram sob refrigeracdo em geladeira desde
o inicio do experimento. As demais amostras (T1, T2,
T3, T4 e T5) ficaram acondicionadas em 50 °C, pelo
tempo indicado na tabela.

2.3 Andlises fisico-quimicas
2.3.1 Analise de cor — EBC

A coloragdo foi obtida através de um
método espectrofotométrico da Analytica EBC
(European Brewery Convention, 2000), em
sextuplicata. As amostras de cerveja foram filtradas
em papel filtro (100 g/m?), e logo apos, sua
absorbancia foi lida em 430 nm no espectrofotémetro
Zhoulin Bio-Spectrum Technology, SP-22 (Pequim,
China) previamente zerado com agua deionizada. Os
resultados foram expressos através da equagéao: Cor
EBC = Abs x 25.

2.3.2 Analise de pH

O pH foi determinado em sextuplicata, por
método potenciométrico, baseando-se na
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz
(2008), com auxilio de um pHmetro digital (PHS-
3BW, lonlab®) previamente calibrado com solu¢des-
tampéo de pH 4 e 7, em sequéncia, o eletrodo foi
imerso diretamente nas amostras de cerveja.
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2.3.3 Analise do teor alcool

A analise de alcool (v/v) foi realizada em
sextuplicatas, em amostras descarbonatadas e
filtradas em papel filiro quantitativo (100 g/m2) no
equipamento Beer Analyser Anton Paar, DMATM
4500M® (Europa), o qual tem sua metodologia
baseada na determinacdo da densidade de alta
precisao e infravermelho proximo.

2.4 Compostos fenolicos totais

Os compostos fendlicos totais foram
determinados segundo a metodologia
espectrofotométrica de Singleton, Orthofer e
Lamuela-Raventés (1999) com modificagbes.
Empregou-se reagentes de grau analitico Alphatec®
(Sdo Paulo, Brasil). A cerveja, previamente
descarbonatada, foi diluida em 1:20 com etanol 70%
e transferida uma aliquota de 500 pL para um tubo
de ensaio, adicionando 2,5 mL da solugéo de Folin-
Ciocalteau e 2 mL da solugdo de NaCOs 7,5%
(Alphatec®). Posteriormente, as aliquotas foram
deixadas no escuro durante duas horas, em seguida
determinou-se a leitura da absorbancia em 725 nm
no espectrofotdbmetro  (Zhoulin  Bio-Spectrum
Technology, SP-22). Foi construida uma curva de
calibracdo de acido galico nas concentragdes de 5 a
150 pg para comparagdo com as leituras amostrais,
0s resultados foram expressos por miligramas de
equivalente de acido galico (GAE) por mL de cerveja.
Equacéo da reta y = 220x-6,7611 e R? = 0,9933.

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a Analise
de Variancias - ANOVA e post-hoc Student-Newman-
Keuls (SNK) com p < 0,05 usando o software SPSS
Statistics versao 23.0 para Windows. Antes, porém,
os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk
no Microsoft Excel 2016, a fim de verificar a
normalidade amostral.

3 Resultados e Discussao
3.1 Envelhecimento forcado

Na analise de envelhecimento forcado as
amostras foram submetidas a temperatura constante
de 50 °C, Li et al. (2015) ao estudarem a cinética do
envelhecimento da cerveja, verificaram que as
bebidas envelheceram 30 vezes mais rapido sob 50
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°C do que em temperatura ambiente. Por
conseguinte, a cada dia nessa temperatura, é
possivel representar alteracdes quimicas
semelhantes a aproximadamente 30 dias de
prateleira da cerveja em temperatura ambiente.

O processo de envelhecimento da bebida
faz com que algumas caracteristicas organolépticas
e fisico-quimicas se alterem. Desse modo, o
presente artigo realizou o envelhecimento
acompanhando as modificacbes de pH, cor e
compostos fendlicos para verificar efetivamente se
essas andlises se alterariam, por isso realizou-se a
andlise estatistica desses parametros.

3.2 Analise de cor — EBC

A cor das cervejas se manteve pouco
variavel até o 9° dia de envelhecimento, conforme
Fig. 2, apresentando variacdo de 15,19 EBC na
amostra sob refrigeracéo, até 18,59 EBC na amostra
com 13 dias em regime de envelhecimento, sendo
este Ultimo, o Unico grupo que apresentou diferenca
estatistica dos demais. Isso quer dizer que, pode-se
observar um escurecimento na cerveja em fungdo do
tempo de aquecimento, devido ao fato de que ela ndo
se encontra em equilibrio ao ser engarrafada e por
iSSO 0s processos quimicos e bioquimicos continuam
acontecendo simultaneamente, embora em taxas
diferentes, e isso influencia na cor final do produto
(Vanderhaegen et al., 2006).
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Fig. 2 Variacéo da cor em funcdo do tempo de
envelhecimento. Resultados expressos como média com
barra de erro padréo, letras distintas nos marcadores
indicam diferencga estatistica (p < 0,05; SNK apés ANOVA
One-Way). O tempo representa a quantidade de dias em
que a cerveja permaneceu em envelhecimento forcado a
50 °C. A unidade EBC representa a variagdo de cor que a
cerveja apresentou durante os 13 dias em que foi realizado
o envelhecimento for¢ado.
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Assim, as amostras em todos os tempos de
envelhecimento podem ser caracterizadas como
claras e de cor ambar. A bebida sofreu um
escurecimento de 22,4% durante o experimento,
enquanto Lehnhardt e colaboradores (2019)
observaram em seu estudo um aumento de 40,6% na
coloragao. No Brasil, as cervejas com menos de 20
unidades EBC sao consideradas claras (Rosa &
Afonso, 2015).

Em decorréncia do armazenamento,
principalmente em temperaturas elevadas, a cerveja
escurece (Collin et al, 2013). Segundo
Vanderhaegen e colaboradores (2006) a bebida
recém engarrafada ndo estd em equilibrio quimico,
de maneira que as reac¢des continuam acontecendo
no periodo de prateleira. Na pratica, as taxas de
reacdes aumentam em maiores concentracées de
substrato e temperatura de armazenamento, o que
pode acarretar o escurecimento do produto. Os
resultados encontrados neste estudo corroboram
com estas observacdes, em especial para o tempo
de 13 dias, neste ponto a bebida apresentou
diferengcas matematicas com os demais tempos
amostrais.

3.3 Analise de pH

A variacéo do pH para cervejas submetidas
a andlise de envelhecimento forcado foi
relativamente baixa, no entanto é normal que o pH da
cerveja se alterar durante o envelhecimento, porém
ndo foram observadas mudancas significativas
nesse parametro. A amostra sob refrigeragéo
apresentou resultado médio de 4,48, enquanto a
amostra que permaneceu 13 dias sob 50 °C
expressou uma média de 4,54; como pode ser
observado na Fig. 3, sendo a Ultima, assim como na
andlise de cor, a Unica com diferenca estatistica das
demais, nesse caso, pode-se correlacionar o
escurecimento da cerveja com o0 aumento do pH.

As reacdes de oxidagdo sdo um dos fatores
que levam ao envelhecimento fisico-quimico e
organoléptico da cerveja. Essas, tendem a diminuir
em pH maiores, manter a cerveja em pH acima de
4,0 pode ser favoravel a estabilidade do sabor
(Kaneda et al.,, 1997). Saison et al. (2010)
observaram que a medida que o pH aumenta, o
sabor envelhecido diminui.
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Fig. 3 Evolucdo dos resultados de pH. Resultados
expressos como média com barra de erro padrao, letras
distintas nas colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05;
SNK ap6s ANOVA One-Way). O tempo representa a
quantidade de dias em que a cerveja permaneceu sob
regime de envelhecimento forcado a 50 °C. O pH
representa a sua variagdo em que a cerveja apresentou
durante os 13 dias em que foi realizado o envelhecimento
forgado.

3.4 Compostos fendlicos

A quantificacdo de compostos fendlicos
apresentou-se em declinio pelo tempo de
envelhecimento, conforme a Fig. 4.

600
550 b y = -16,756x + 442,75
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2450 @..b.
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Tempo de envelhecimento (dias)

Fig. 4 Teor de compostos fenodlicos totais. Resultados
expressos como média com barra de erro padréo, letras
distintas nos marcadores indicam diferencga estatistica (p <
0,05; SNK ap6s ANOVA One-Way) n = 36. Fendlicos totais
expressos em mg de equivalentes de acido gélico (GAE)
por mL de cerveja. O tempo representa a quantidade de
dias em que a cerveja permaneceu em envelhecimento
forcado a 50 °C.

Siqueira, Bolini e Macedo (2011) ao realizar
o teste de envelhecimento, observou que a
concentracdo de compostos fenélicos das suas
cervejas nao se alterou durante 6 dias a 42 °C,
concluindo que esse tempo e temperatura, do ponto
de vista bioquimico, ndo foram suficientes para
alterar o perfil oxidativo da bebida.

Em contrapartida, Onate-Jaén, Bellido-
Milla e Hernandez-Artiga (2006) perceberam que ao
envelhecer suas amostras a 60 °C por 7 dias os
valores de fendlicos totais e a capacidade
antioxidante diminuem, ao comparar com o0
envelhecimento natural das mesmas cervejas.
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Os resultados encontrados neste
experimento demonstraram que ao longo do
processo de envelhecimento os compostos fendlicos
diminuiram, apresentando diferencga estatistica ja no
terceiro dia de experimento. Com o decorrer do
tempo a cerveja tende a naturalmente realizar
reacbes quimicas durante seu processo de
envelhecimento fazendo com que compostos
fendlicos, acidos e outras substancias se liguem
umas as outras transformando-as (De Schutter et al.,
2009). Além disso, alguns compostos fenélicos sao
sensiveis a luz, e a exposicéo a luz também pode ter
favorecido o decréscimo (Coelho, 2020).

Alguns compostos fendlicos séao
conhecidos por eliminar os radicais superoxidos, o
que pode fazer com que diminuam as reagdes de
oxidacéo no envelhecimento da bebida (De Schutter
et al, 2009). Por outro lado, durante o
armazenamento da cerveja, os fendlicos simples e
complexos, oxidados, podem interagir com proteinas
formando complexos insoliveis e neblinas,
ocasionando a instabilidade coloidal do produto
(Stewart, 2016).

4, Consideracdes Finais

A cerveja € uma mistura de compostos
bioativos, os quais estado sujeitos a reagdes quimicas
durante o armazenamento. O teste de
envelhecimento forcado a 50 °C é representativo e
proposto para economizar tempo analitico, embora,
ndo possa substituir o real estado bioquimico das
mudancas que ocorrem durante o envelhecimento
natural. Ao longo da andlise, os parametros de pH e
cor demonstraram alteracbes no mesmo periodo,
sendo possivel relaciona-los, conforme aconteceram
as reag0Oes, pode-se observar que o pH ficou mais
alcalino e as unidades de cor aumentaram. O
processo de envelhecimento forgcado diminuiu o
contetdo de compostos fendlicos da cerveja, o que
pode ser explicado pela submissdo a alta
temperatura, sem desconsiderar o fator das rea¢des
de estabilizacdo do produto. Este, apresenta-se
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como fonte de fendlicos e consequentemente
atividade antioxidante mesmo apés envelhecer.
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