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RESUMO

Com o passar dos anos, cervejarias vém investindo na incorporagéo de novos ingredientes
que melhorem o sabor e caracteristicas fisicas da cerveja. Tendo em vista a biodiversidade
amazonica, de frutos e plantas, como camu-camu, taperebd, puxuri, bacuri, jambu, cumaru,
aracé-boi, priprioca, cupuacu e acai, que podem ser utilizados na fabricacdo de cervejas
aumentando seus teores de bioativos. Portanto, foi realizada a determinacdo das
caracteristicas fisico-quimicas (pH, cor, teor de sélidos totais e acucares) de 15 amostras
de cervejas produzidas em Manaus e Para, as quais continham ingredientes amazénicos.
Foi feita a determinacéo do perfil quimico das amostras (ESI-MS), assim como a avaliagéo
da atividade antioxidante (DPPH, ABTS, Fendis Totais e Flavonoides Totais) das mesmas.
As amostras de cervejas analisadas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas bastante
diferentes, contudo a faixa de pH 4,21 a 5,73 classificou as amostras como &cidas. Com a
andlise de cor, foi possivel observar que estas variaram entre si, sendo ABT (taperebd) e
ABPL (controle) as cervejas mais claras e ABA (acai) e ABC (camu-camu) as mais escuras.
A amostra ABB (bacuri) foi a que apresentou maior teor de aglcares totais com 15960,45 +
417.09 pg/mL e ABPL (controle) a amostra que apresentou menor teor de agucares
3128,79+265,65 pug/mL. Ao analisar a atividade antioxidante, a amostra ABC (camu-camu)
apresentou altos teores de fendlicos totais (308,80+2,84) e flavonoides (222,29+1,02),
contribuindo para maior atividade nos testes de DPPH e ABTS, 5,15+1,60 mmol/L eq. de
trolox e 12,66 + 0,13 mmol/L eq. de trolox, respectivamente. Em contrapartida, as amostras
controle TBT (2,25+0,31 eg. trolox) e TBWI (0,10+0,04 eq. trolox) foram as que
apresentaram menor atividade antioxidante nos ensaios de ABTS e DPPH, respectivamente.
Foi feita a andlise da composicdo quimica das amostras, seguindo com analise
guimiométrica para determinacdo dos componentes principais. Observou-se a formacéo de
3 grupos, sendo o grupo 1, composto pela amostra BJB; grupo 2 representado pelas
amostras ABP, ABA e ABC; e o 3 pelas demais amostras. Os ions m/z 345 e 359 deram
origem ao grupo 1; os ions m/z 238, 377 e 210 deram origem ao grupo 2; e 0s ions m/z 361
e 347 deram origem ao grupo 3. Com a fragmentacao dos ions obtidos foi possivel observar
fragmentos chave descritos anteriormente para iso-alfa-acidos. Através do presente estudo
foi possivel observar que a adicdo de ingredientes amazodnicos melhorou a atividade
antioxidante das amostras analisadas. Pesquisas neste d&mbito se mostram necessarias a
fim de caracterizar melhor as propriedades biologicas deste tipo de bebida, assim como
avaliar a incorporacgéo de ingredientes ricos em bioativos, descritos na literatura.

Palavras-chave: Cerveja, atividade antioxidante, ingredientes amazonicos,
quimiometria.



ABSTRACT

Over the years, breweries have been investing in the incorporation of new ingredients that
improve the taste and physical characteristics of beer. In view of the Amazonian biodiversity,
fruits and plants, such as camu-camu, taperebd, biriba, puxuri, bacuri, jambu, cumaru, araca-
boi, priprioca, cupuacu and agai, can be used in the manufacture of beers increasing their
levels of bioactive . The determination of the physical-chemical characteristics (pH, color,
total solids and sugar content) of 15 beer samples produced in Manaus and Pard. The
chemical profile of the samples (ESI-MS) was determined, as well as the evaluation of
antioxidant activity (DPPH, ABTS, Total Phenols and Total Flavonoids). The beer samples
analyzed showed quite different physical-chemical characteristics, however the pH range
4.21 to 5.73 classified the samples as acidic. With the color analysis, it was possible to
observe that these varied among themselves, with ABT (taperebd) and ABPL (control) the
lightest beers and ABA (agai) and ABC (camu-camu) the darkest. The ABB sample (bacuri)
was the one with the highest total sugar content with 15960.45 + 417.09 ug / mL and ABPL
(control) was the sample with the lowest sugar content 3128.79 + 265.65 ug / mL. When
analyzing the antioxidant activity, the ABC sample (camu-camu) showed high levels of total
phenolics (222.29 + 1.02) and flavonoids (308.80 * 2.84), contributing to greater activity in
the DPPH tests and ABTS, 5.15 + 1.60 mmol / L eq. trolox and 12.66 + 0.13 mmol / L eq.
trolox, respectively. In contrast, the TBT control samples (2.25 £ 0.31 eq. Trolox) and TBWI
(0.10 £ 0.04 eq. Trolox) were the ones that showed less antioxidant activity in the ABTS and
DPPH tests, respectively. The chemical composition of the samples was analyzed, followed
by chemometric analysis to determine the main components. The formation of 3 groups was
observed, being group 1, composed by the sample BJB; group 2 represented by the ABP,
ABA and ABC samples; and 3 for the other samples. The ions m / z 345 and 359 gave rise to
group 1; ions m/ z 238, 377 and 210 gave rise to group 2; and ions m / z 361 and 347 gave
rise to group 3. With the fragmentation of the ions obtained, it was possible to observe key
fragments previously described for iso-alpha acids. Through this study it was possible to
observe that the addition of Amazonian ingredients improved the antioxidant activity of the
analyzed samples. Research in this area is necessary to better characterize the biological
properties of this type of drink, as well as to evaluate the incorporation of ingredients rich in
bioactive substances, described in the literature.

Keywords: beer; antioxidant activity; amazon ingredients, chemometrics.
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1. INTRODUCAO

Dentro da industria alimenticia, as bebidas possuem papel importante por
representarem um dos produtos mais consumidos pelo homem. Podem ser
classificadas como alcoodlicas ou néao alcodlicas, sendo estas primeiras subdivididas
ainda em fermentadas ou destiladas. As bebidas fermentadas geralmente precisam
de uma fonte principal de acucar, para que leveduras possam atuar metabolizando-o
em alcool e dioxido de carbono. Para uma bebida ser considerada alcodlica deve
possuir de 0,55 a 76% ABV (alcool por volume). As principais bebidas alcodlicas
fermentadas s&o vinho, cerveja, cidra de macgéd, saqué e hidromel (MAKWANA;
HATI, 2019).

A cerveja € uma bebida com amplo histérico de utilizacdo pelo homem, onde
evidéncias arqueoldgicas apontam que o inicio de seu consumo se deu por volta de
3000 a.C., entre os sumérios (LI; WANG; LIU, 2016). Desde a antiguidade até os
tempos atuais, o principio da producédo desta bebida, a fermentacdo, se mantém o
mesmo, sendo melhorada com o passar dos anos a tecnologia envolta no processo.
Além disso, novos ingredientes vem sendo incorporados na fabricacdo de cervejas,
corroborando com a diversidade dos estilos disponiveis no mercado (STEFANUTO
et al., 2017).

Quando comparada a outras bebidas alcodlicas, a cerveja se destaca por sua
alta complexidade de composicédo devido a presenca de varios acidos organicos,
vitaminas oriundas do malte, proteinas, lUpulo, além de minerais e nutrientes como
potassio, magnésio, calcio, fosforo e sédio (POLAK; BARTOSZEK; STANIMIROVA,
2013). Esta é similar ao chopp, diferindo apenas pela adicdo da etapa de
pasteurizacdo antes do envase da bebida (BRASIL, 2009). A producao de cervejas
demanda reacBes complexas, as quais dao origem a inUmeros compostos com
atividade antioxidante. Variacbes na matéria-prima, levedo e tecnologia de
fermentacdo, estdo diretamente relacionadas com as espécies de compostos
encontrados, assim como com suas concentragoes (ZHAO, 2014).

Para a producdo de cervejas, é necessaria a presengca de alguns
componentes especificos, como agua, lupulo, levedura, além de uma fonte de
carboidrato. O malte de cevada ou trigo sdo tradicionalmente recomendados pela
legislacdo alem&, Reinheitsgebot (Lei da Pureza), pois sdo as fontes que mantém

melhor a estabilidade da cerveja, evitando a adi¢do de adjuvantes, o que caracteriza
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as cervejas puro malte (CHEIRAN et al., 2019). Para o preparo do malte sao
necesséarias etapas como germinacdo e queima. O cereal escolhido € posto para
germinar artificialmente sob temperaturas controladas. Em seguida, esse malte é
torrado, produzindo substancias responsaveis pela coloracdo da cerveja. Apos, 0
malte torrado € moido, misturado com agua e mantido em temperaturas pre-
estabelecidos, dando origem ao mosto rico em acgucares. Este é aquecido
juntamente com o lupulo e logo refrigerado, para inoculacéo das leveduras. O mosto
fermentado sofre processo de maturacdo por alguns dias em baixas temperaturas,
seguido de filtracdo e estabilizacdo. AlteracBes especificas nestas etapas de
producdo sdo responsaveis pela grande variedade de cervejas existentes
(WUNDERLICH; BACK, 2009).

Ha dois principais tipos de cervejas mais consumidos, Ale e Lager. Elas
diferem entre si pelo tipo de levedura utilizada, temperatura de fermentagao e sabor.
A cerveja Ale é fermentada em temperaturas mais altas (15 a 24°C) do que a Lager,
e a levedura responséavel pelo processo é a Saccharomyces cerevisiae. Esta possui
superficie hidrofébica, onde o CO, formado se adere, gerando espuma. A cerveja
Ale tem mais compostos ésteres e produtos secundarios, corroborando para seu
sabor frutado. Esse tipo de cerveja possui diversos estilos, onde os mais famosos
sdo: Brown ale, Pale ale e India pale ale (LI; WANG; LIU, 2016). A cerveja do tipo
Lager, além de popular é a mais consumida, representando cerca de 90% das
cervejas produzidas no mundo. O nome larger originou-se da palavra alema
lagern que significa “armazenar” (PAVSLER; BUIATTI, 2010). E caracterizada pela
fermentacdo e armazenagem em baixas temperaturas (3 a 13°C) e séo produzidas
com cepas de Saccharomyces calsbergensis. Os estilos representantes deste tipo
de cerveja s&o: Pilsen, European Amber Lager, Dark Lager e Bock (ARAUJO;
SILVA; MINIM, 2003; LI; WANG; LIU, 2016).

O atual cenario comercial evidencia que as maiores nag¢des produtoras de
cerveja continuam sendo a China, os EUA, o Brasil, 0 México e a Alemanha, uma
Vez que esses cinco paises sdo responsaveis por mais da metade de todo volume
da producdo mundial de cerveja. No ranking dos 40 principais grupos cervejeiros do
mundo, a cervejaria brasileira Petropolis ocupa o décimo primeiro lugar (BARTH-
HAAS GROUP, 2018), conforme apresentado na tabela 1. Mesmo com o crescente
avanco do mercado cervejeiro, os consumidores estdo diminuindo a aquisicdo de

cervejas industriais, optando por sua versdo artesanal, visando autenticidade de
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sabor (ELROD, 2018; GOMEZ-CORONA et al., 2016). Com base no aumento da
procura, o0 numero de produtores de cervejas artesanais tem aumentado
mundialmente como forma de suprir a demanda por produtos diferenciados
(CHEIRAN et al., 2019).

Tabela 1- Principais grupos cervejeiros e suas respectivas

porcentagens na produ¢do mundial de cerveja

Cervejarias Pais %
AB InBev Bélgica 31.4
Heineken Holanda 11.2
China Res. Snow Breweries China 6.5
Carlsberg Denmark Dinamarca 5.8
Molson-Coors Canada 5.1
Tsingtao Brewery Group China 4.0
Asahi Japéo 3.0
Yanjing China 2.2
BGI / Groupe Castel Franca 2.0
Kirin Japdao 15
Petropolis Brasil 1.3
Efes Group Turquia 11
Constellation Brands EUA 11
San Miguel Corporation Filipinas 0.9
Saigon Beverage Corp. (SABECO)  Vietnd 0.9
Outras 22
Total 100

Fonte: Grupo Barth-Hass, 2018.

Quando observado apenas o continente americano, o Brasil ocupa o segundo
lugar de destaque na producdo mundial de cerveja. No ano de 2017, o Brasil
produziu 140 hl de cerveja, ficando atras apenas dos EUA que na mesma época
teve o rendimento de 217,753 hl (BARTH-HAAS GROUP, 2018). A producgéo total de

cerveja no continente americano esta ilustrada na figura 1.
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Figura 1- Maiores produtores de cerveja do continente americano e respectivas producdes

registradas no ano de 2017 (hl)

Canada; 22,077 Colombia;
21,893

Fonte: Grupo Barth-Hass, 2018.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

A cerveja é uma das bebidas alcodlicas mais consumidas desde a
antiguidade. Historicamente, achados arqueologicos apontam que a pratica
cervejeira teve inicio na Mesopotamia. Nesta regido a cevada, principal gréo
utilizado na fabricacdo de cerveja, era amplamente cultivada. Os produtores de
cervejas comecaram a ser reconhecidos e considerados importantes, devido a
crencas que envolviam uma deusa relacionada a esta bebida, a deusa Ninkasi.
Obras literarias antigas mostram cancdes devotando e agradecendo a Ninkasi por
proporcionar aos consumidores da bebida "alegria e felicidade" apds a ingesta de
algumas doses. No Egito a cerveja também possuia estima diferente pelos
consumidores, por estar relacionada a rituais religiosos (DRAGONE et al., 2010;
HORNSEY, 2016).

Inicialmente a cevada passava pelo processo de germinagdo, como ainda é
feito atualmente, entretanto apds ser moida, a cevada fermentada era moldada em
formato de bolos seguindo com a adi¢do do fermento. Estes eram assados e postos
em agua para iniciar a etapa de fermentacdo. Ainda é possivel encontrar cervejas
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produzidas desta forma no Egito, a qual € conhecida como Bouza. ApGs sua
popularizagdo, novos ingredientes comecaram a ser adicionados a cevada e ao
fermento. Acredita-se que o lapulo foi acrescentado na férmula da cerveja apenas na
idade média, mais precisamente a partir do ano 1079. Contudo, apenas no século
XVI foi aprovada a primeira legislacdo que regulamenta a fabricagéo de cervejas, a
Lei Alema “Reinheitsgebot”. Esta se tornou vigente apés aprovacdo do Duque
Guilherme IV, e dizia que a cerveja deveria ser produzida somente com cevada,
lGpulo e agua (DRAGONE et al., 2010).

No Brasil, 0 consumo de cerveja se deu por volta do século XIX, guando Dom
Jodo XI demonstrou seu habito de ingesta da bebida, durante a estadia da familia
real no pais. A cerveja era um produto caro, devido a necessidade de importacao de
outros paises, mas em 1888 este viés foi minimizado com a fundacdo da Manufatura
de Cerveja Brahma Villigier e Cia, na cidade do Rio de Janeiro. Anos apos (1891) a
Companhia Antartica Paulista foi fundada na cidade de S&o Paulo. No século XX
novas cervejarias foram surgindo, dentre elas a Cerpa — Cervejaria Paraense (1966),
Skol (1967), Kaiser (1980) e Primo Schincariol (1989). A Skol foi a primeira
cervejaria a comercializar cervejas em latas, denominada Skol Pilsen. Exatamente
em 2 de julho de 1999, houve a unido da Companhia Antarctica Paulista e da
Cervejaria Brahma, dando origem a primeira multinacional brasileira (Ambev), a qual
futuramente ganhou o titulo de terceira maior indUstria cervejeira e quinta maior
produtora de bebidas do mundo (AMBEV, 2019; DRAGONE et al., 2010; MORADO,
2009).

2.2 Matérias primas

2.2.1. Agua

Na producédo de bebidas fermentadas, como a cerveja, a agua é o ingrediente
principal. Portanto, a qualidade desta precisa ser assegurada a fim de garantir a
fabricacdo de um produto também de boa qualidade. Para isto, legislacdes
preconizam as caracteristicas habeis da agua usada para este fim (WUNDERLICH,;
BACK, 2009). Segundo o DECRETO 6.871 (2009) a agua usada na fabricacédo de
cervejas deve ser potavel, onde o tratamento da mesma podera ser feito com
substancias quimicas, processos fisicos ou outro que assegure as caracteristicas
desejadas para boa qualidade do produto. Ndo s6 a potabilidade da agua deve ser

avaliada, outros parametros também sao importantes, como pH e ions presentes.
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Estes ions podem reagir com os ions da 4gua, alterando o pH do meio. A presenca
de ions Ca2 e Mg?, além de reduzirem o pH, também causam dureza da agua. Cada
um deles age de forma benéfica na fabricacdo de cervejas, quando em
concentracdes ideais. O célcio mantém a estabilidade, sabor da bebida, protege
enzimas contra desativacao, evita turvacao, além de estimular o metabolismo da
levedura e favorecer a coagulacdo de proteinas. O magnésio exerce atividade
similar, porém com menor intensidade. A manutencdo do pH acido é importante,
pois atua na regulacdo da atividade enzimatica, estabilidade, coagulacdo das
proteinas do mosto e solubilizacdo de compostos adstringentes (ROSA; AFONSO,
2015; WUNDERLICH; BACK, 2009).

2.2.2 Malte

2.2.2.1 Malte de cevada

A cevada, Hordeum vulgare L., é quantitativamente a principal matéria-prima
utilizada na fabricacdo de cerveja, depois da dgua. De acordo com o histérico de
utilizacado pelo homem, o cultivo deste grdo teve inicio por volta de 8000 a.C. no
Crescente Fértil e no Norte da Africa. Inicialmente, era um dos principais itens da
dieta alimentar do homem, tendo em vista seu alto valor nutritivo. Por volta do século
XIX sua utilizacdo foi expandida para nutricAo animal e fabricacdo de cervejas
(ALDUGHPASSI; WOLEVER; ABDEL-AAL, 2015). A cevada é reconhecida por sua
versatilidade de cultivo, pois esta cresce em ambientes rispidos, de dificil plantio.
Outros fatores corroboraram para a expansao de seu uso, como: facilidade de
germinacdo e producdo de enzimas hidrolases; além do alto teor de amido e
moderado teor de proteinas (beneficiando a acdo das leveduras e dando origem a
um sabor agradavel a cerveja) (STEINER et al.,, 2012). Para ser utilizada na
fabricacdo de cervejas, a cevada passa pelo processo de maltagem, onde é
convertida em malte o qual sera amassado e fermentado (LI; WANG; LIU, 2016).

Maltagem consiste na inducdo da germinacdo de graos, resultando na
producéo e ativacdo enzimética (WUNDERLICH; BACK, 2009). O fornecimento de
calor durante este processo resulta na producdo de compostos responsaveis pela
cor e sabor do produto final (GOODE; WIINGAARD; ARENDT, 2005). As enzimas
produzidas durante a maltagem convertem o amido em compostos disponiveis para
serem utilizados pelas leveduras (STEINER et al., 2012). A B-amilase esta presente

na cevada in natura, mas a grande parte das enzimas, como a-amilase, proteases,
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celulases e B-glucanases serdo sintetizadas apenas apdés a germinacdo deste
cereal. Todo o processo tem um rendimento de aproximadamente 80kg de malte a
cada 100kg de cevada (LI; WANG; LIU, 2016).

Estudos como o de STEINER e colaboradores (2012) apontam o interesse da
industria em fabricar cerveja a partir de cevada e enzimas exdgenas, substituindo a
etapa de maltagem. Essa alternativa visa a diminuicdo da area de cultivo, de
prejuizos as colheitas devido mudancas climaticas, entre outros fatores que
corroboram para o aumento do preco do malte encarecendo o produto final. A
principio, a utilizagdo da cevada associada as enzimas exogenas diminuiria o
consumo de energia envolto no processo de secagem, assim como 0 consumo de
agua vinculado ao processo de infusdo e germinacdo. Além disto, aumentaria o
rendimento final, uma vez que durante a maltagem ha uma perda da matéria-prima.
Ao final do experimento, observaram que nao houve diferenca significativa entre a
cerveja produzida com malte e a cerveja de cevada e enzimas exdgenas, quanto ao
aspecto sensorial. Esta ultima foi descrita como leve, boa estabilidade de espuma e
caracteristicas organolépticas semelhantes a cerveja produzida com malte, diferindo

apenas nos teores de nitrogénio e proteinas.

Figura 2- Graos e flocos de cevada

Fonte: UAI, 2015.

2.2.2.2 Malte de trigo

O trigo € um dos graos mais utilizados na fabricacdo de cervejas, seja como
adjuvante ou ingrediente principal. Segundo o Servico de Pesquisa Econdmica do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, de 5 a 10% do malte utilizado

para a fabricacdo de cerveja é oriundo do trigo. Este niumero vem crescendo devido
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a expansdo do mercado de cervejarias e maltarias artesanais. Outro fator é a grande
procura por cervejas com sabores diferenciados (JIN et al., 2018; LI; WANG; LIU,
2016).

Sua versatilidade de uso deve-se aos sistemas enzimaticos provenientes do
processo de maltagem deste grédo (LI; WANG,; LIU, 2016). As cervejas de malte de
trigo séo classificadas como um tipo especial de cerveja, uma vez que a cevada é
tradicionalmente utilizada. Esta é conhecida por sua turbidez, como as cervejas
alemas e as belgas (FALTERMAIER et al., 2014; GUO; JIN; DU, 2017). Existem trés
categorias de cervejas onde o malte de trigo pode ser utilizado: (1) Lager utilizando o
malte de trigo como adjuvante - esta categoria € conhecida como de baixa
fermentacao ou fermentacéo de fundo, onde aproximadamente 5% de malte de trigo
€ adicionado com o intuito de melhorar a estabilidade da espuma e suavizar 0 gosto
da cevada, ingrediente principal; (2) Ale utilizando o malte de trigo como adjuvante -
esta categoria € conhecida como de alta fermentacdo e o malte de trigo é adicionado
em concentracdo menor que 50%, sendo o malte de cevada ingrediente principal; (3)
Ale utilizando o malte de trigo como ingrediente principal - mais de 50% de malte de
trigo € utilizado, sendo o malte de cevada apenas um adjuvante. A utilizacdo do
malte de trigo possui vantagens e desvantagens. Dentre as vantagens estao:
aumento do rendimento e da espuma da cerveja, bem como reducdo do custo de
producdo. Além disto, ha diminuicdo do teor de taninos, alcool amilico e B-glucano
compostos responsaveis por conferir sabor desagradavel a bebida e aumentar sua
viscosidade. J4 as desvantagens sdo reducdo da estabilidade da cerveja e
diminuicdo de nitrogénio a-amino, tendo em vista que o teor de nitrogénio total
interfere diretamente no crescimento da levedura e velocidade de fermentacédo (LlI;
WANG,; LIU, 2016).
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Figura 3- Gréos de trigo

Fonte: AGRANDA, 2019.

2.2.3 Lupulo

O lapulo é uma espécie de planta didica e perene, do género Humulus e
pertencente & familia Cannabaceae. E comumente associada a fabricacdo de
cervejas, no entanto possui atividades farmacoldgicas, como atividade sonifera. S&o
conhecidas trés espécies de lupulo: H. lupulus, H. japonicus e H. yunnanensis. Cada
espécie é cultivada em regibes diferentes, sendo Australia, Nova Zelandia, Africa do
Sul e latitudes norte 35° e 55° principais produtoras de Humulus lupulus; China e
Japao produtoras de Humulus japonicus; e sul da China produtora de Humulus
yunnanensis, espécie pouco conhecida. Para um adequado cultivo, faz-se
necessario alguns fatores como luz (pelo menos 13h por dia), qualidades do solo e
da agua, pH acima de 6,5. Em paises como Africa do Sul, é necessaria utilizacéo de
luz artificial, uma vez que o dia tem curta duragéo, interferindo no crescimento da
planta (LI; WANG; LIU, 2016)

O lapulo (Humulus lupulus L.) foi inserido pela primeira vez no processo de
fermentacdo da bebida em 1079 pelos alemdes, devido as suas propriedades de
conservacao. Este confere sabor amargo a cerveja, além de aroma caracteristico.
Paises como Alemanha e Estados Unidos sédo conhecidos pela alta producdo de
[Gpulo (LI; WANG; LIU, 2016; WUNDERLICH; BACK, 2009). Constituintes do ltpulo,
como resina de lupulo, agentes aromatizantes e polifendis, exercerem atividades
importantes no processo de fabricacdo de cervejas. A resina de lapulo é formada
principalmente por a e B- acidos, responsaveis pela propriedade amarga da planta,

representando até 20% de seu peso seco. Estes acidos aumentam a estabilidade de
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espuma da cerveja, reduzem a carga microbiana e também aumentam a
digestibilidade da bebida. Polifendis de baixo peso molecular conferem atividade
protetora a cerveja devido ao potencial antioxidante. Seus teores variam de acordo
com o tipo de lapulo, condi¢des climaticas e condi¢cdes do solo da area de cultivo,
podendo representar de 4-14% de seu peso seco. O lupulo de aroma possui baixos
teores de a-acidos, contundo elevados teores de Oleos essenciais, ja os lupulos
amargos tem elevados teores de a-acidos e baixos teores de 6leos essenciais. Para
a fabricacdo de cervejas, além da escolha do tipo de Idpulo, também € importante
escolher qual forma ele sera utilizado. Pode ser como pellets ou extratos com etanol
ou dioxido de carbono, sendo rara a utilizagdo do cone da planta (WUNDERLICH,;
BACK, 2009).

Os tipos de compostos quimicos presentes no lUpulo dependem da espécie e
das condicdes de cultivo (LI; WANG; LIU, 2016). Os compostos fendlicos podem
representar até 8% da composicdo quimica do lUpulo, dentre os quais estédo
flavondis, flavandis, acidos fendlicos e flavonoides prenilados. Estes ultimos estédo
diretamente relacionados com o0s beneficios a salde humana. Os principais
representantes dos flavonodides prenilados séo xanthohumol, isoxanthuhumol e 8-
prenilnaringenina (MACHADO et al., 2019; PISTELLI et al., 2018). As flavonas
encontradas no lupulo estdo correlacionadas as atividades antioxidante e quelante
de metais. O 6leo essencial do lupulo tem em sua composicado hidrocarbonetos
monoterpenos (mirceno) e sesquiterpenos (a-humuleno, B-cariofileno, (E) -B-
farneseno) que correspondem até 80% dos compostos, além de alcoois, ésteres e
compostos carbonilicos (LI; WANG; LIU, 2016; PISTELLI et al., 2018).
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Figura 4. - Lapulo e pellets de lupulo

Fonte: RNEWS, 2018; CERVEJA ARTESANAL, 2018.

2.2.4 Levedura

Para que se torne possivel a fabricacdo de qualquer tipo e estilo de cerveja, é
necessaria a utilizacdo de leveduras no processo de fermentacéo. Existem inUmeras
espécies de leveduras aplicadas na confeccdo desta bebida devido ao avanco da
engenharia genética, a qual melhora as caracteristicas das cepas ou desenvolve
novas linhagens (SANCHEZ; SOLODOVNIKOVA; WENDLAND, 2012).

As leveduras sao fungos unicelulares que se reproduzem por brotamento.
Estas pertencentes ao filo Eumycophyta, da classe dos Ascomicetos
(MONERAWELA; BOND, 2017). As leveduras utilizadas na fabricagdo de cerveja
(género Saccharomyces) sao classificadas em leveduras de alta e baixa
fermentacdo. A levedura tradicionalmente utilizada na alta fermentacdo é a
Saccharomyces cerevisiae, enquanto a Saccharomyces pastorianus (conhecida
também como Saccharomyces carlsbergensis) é utilizada na baixa fermentacéo
(WALTHER; HESSELBART; WENDLAND, 2014). A Saccharomyces pastorianus €&

um hibrido, formado pelo cruzamento da S. cerevisiae e Saccharomyces eubayanus.
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Mesmo a S. pastorianus possuindo caracteristicas de ambas as espécies, a
tolerancia a baixas temperaturas e as caracteristicas do sabor, correspondem aos
genes da S. eubayanus (LI; WANG,; LIU, 2016). Outras espécies de leveduras, como
a do género Brettanomyces sao utilizadas na fabricagdo de cervejas especiais
(WUNDERLICH; BACK, 2009).

As leveduras de alta fermentacdo dao origem a cerveja do tipo Ale, portanto
sdo conhecidas como leveduras Ale. Estas precisam de temperaturas mais
elevadas, por volta de 15 a 24°C, para fermentacdo. Este processo demora cerca de
5 a 7 dias, e ao final estes micro-organismos flutuam até se concentrarem no topo
do tanque de fermentacdo. Os acucares facilmente fermentados por essa espécie
sao glicose, maltose e sacarose. As leveduras de baixa fermentacdo séo utilizadas
na fabricacdo de cervejas do tipo lager. Estas precisam de temperaturas
relativamente baixas, por volta de 10°C e levam de 2 a 7 dias para realizar o
processo de fermentacdo. Ao final, as células floculam e se depositam no fundo do
tanque, podendo ser retiradas e reutilizadas em uma nova etapa de fermentacdo. As
leveduras lager assimilam facilmente os acuUcares glicose, frutose, sacarose,
maltose, maltotriose, galactose, rafinose e melibiose (HARRISON, 2017; LI; WANG,;
LIU, 2016).

Figura 5- Levedura S. cerevisiae

Fonte: SPITALFIELDS LIFE, 2013.

2.2.5 Adjuntos do malte
Adjuntos do malte representam uma forma de substituir parte do malte
utilizado na fabricacdo de cervejas, por outra fonte fermentavel. Segundo a

legislacéo brasileira (BRASIL, 2009), “consideram-se adjuntos cervejeiros a cevada



24

cervejeira e 0s demais cereais aptos para o consumo humano, malteado ou né&o-
malteado, bem como os amidos e os agucares de origem vegetal “. Esta substituicdo
é feita com o intuito de reduzir o custo de producdo da bebida, uma vez que o malte
€ mais caro do que os adjuntos. Outra justificativa para essa substituicdo é melhorar
algumas propriedades da cerveja, como cor, sabor, estabilidade da espuma
(STEWART, 2017). A utilizacdo dos adjuntos varia entre os paises, sendo proibidos
por alguns. A legislacdo alema, Reinheitsgebot, estabelece que para a fabricacéo de
cervejas s € permitida a utilizacdo de malte, agua, levedura e lapulo. Contudo, a
legislacdo brasileira (BRASIL, 2009) estabelece que "Quando se tratarem de
acucares vegetais diferentes dos derivados de cereais, a quantidade maxima de
acucares empregados em relacdo ao seu extrato primitivo sera: na cerveja clara,
menor ou igual a 10% em peso; na escura, menor ou igual a 50% em peso, podendo
conferir ao produto acabado as caracteristicas de adogante; cerveja extra, menor ou
igual a dez por cento do extrato primitivo".

2.2.5.1 Arroz

As cervejas especiais utilizam ingredientes ou processos de producéo
diferentes das cervejas tradicionais. A procura por estas vem crescendo ndo so pelo
sabor diferenciado, mas também pelas necessidades relacionadas a saude de
determinados consumidores. Um exemplo sdo as cervejas sem glaten, as quais
podem ser produzidas com arroz, entre outros cereais, destinando-se aos
portadores de doenca celiaca (CECCARONI et al., 2019; MAYER et al., 2016).

Algumas caracteristicas fazem do arroz uma boa alternativa para substituicao
de parte do malte, como baixo custo, menor teor de gordura e proteinas, além de
maior teor de amido (75 a 85%), quando comparado ao malte tradicionalmente
usado (LI; WANG,; LIU, 2016). O arroz confere sabor leve e cor pélida, caracteristico
das cervejas do tipo lager (STEWART, 2015). Somente alguns tipo de arroz podem
ser utilizados na fabricacédo de cervejas. Para a selecdo do tipo de arroz correto, é
preciso observar a temperatura de gelatinizacdo, umidade, teor de oOleos e proteinas,
entre outros fatores.

CECCARONI e colaboradores (2019) investigaram o uso de arroz na
producdo de maltes especiais (caramelizado e escuro), objetivando melhorar os
aspectos fisicos da cerveja, como cor, sabor e corpo da cerveja de malte de arroz

sem gluten. Realizaram a caramelizagdo do malte, através de torrefacdo, o que
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proporcionou sabor mais marcante e alterou a cor da cerveja de palida para ambar.
Observou-se um alto teor de polifendis e boa capacidade antioxidante nos maltes
especiais obtidos.

Em outro estudo, realizado por MAYER e colaboradores (2016) foram
desenvolvidas trés cervejas 100% com malte de arroz, utilizando as variedades de
arroz italiano: Centauro da Sardenha (8,51% de proteina), Centauro do norte da
Italia (7,62% proteina) e Balilla (7,44% de proteina). O objetivo deste foi observar o
comportamento do malte de cada tipo de arroz nas etapas de producéo da cerveja,
além de analisar as caracteristicas sensoriais das cervejas produzidas. Ao final do
estudo, foi possivel desenvolver uma cerveja com perfil sensorial semelhante a
cerveja lager produzida com malte de cevada, contudo algumas alteracdes nos
processo de producdo devem ser feitas a fim de melhorar a qualidade do produto

final.

Figura 6- Graos de arroz

Fonte: UAI, 2015.

2.2.5.2 Milho

O milho é uma planta angiosperma, do género Zea, pertencente a espécie
Zea mays (MAGALHAES; DURAES, 2006). Este possui diversas aplica¢cdes no ramo
alimentar, sendo utilizado desde a confecgdo de racBes animais a producdo de
cervejas. Paises dos continentes europeu e americano, sao conhecidos por
utilizarem com frequéncia esse cereal como adjunto do malte na fabricacdo de

cervejas. Dentre estes, estdo os Estados Unidos e Canada (STEWART, 2017).
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Assim como outros cereais, o milho é formado por diferentes estruturas, como:
pericarpo, endosperma, germe e pedicelo, onde cada uma destas possui
composi¢cdes quimicas diferentes (GOMES et al., 2004). Para a fabricacdo de
cervejas, € necessario remover o germe, pois este € rico em acidos graxos,
compostos que afetam diretamente a qualidade da cerveja, prejudicando tanto a
estabilidade quanto o sabor do produto. Ao comparar o milho com o arroz, este
altimo é preferencialmente utilizado na fabricacdo de cervejas por possuir menor teor
de gordura, proteinas e celulose, assim como concentracdo maior de amido.
Contudo, a utilizacdo de milho na fabricacdo de cervejas se torna uma boa
alternativa devido ao seu alto rendimento, ampla distribuicAo e composicao
semelhante a do arroz (LI; WANG; LIU, 2016).

Figura 7- Espiga de milho
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Fonte: UAI, 2015.

2.2.5.3 Sorgo

O sorgo € uma planta de origem africana, pertencente a familia Graminae e
ao género Sorghum. Este € amplamente cultivado, devido a capacidade de crescer
em ambientes de dificil plantio. O sorgo representa um dos cereais mais cultivados
no mundo, ficando atras apenas do trigo, milho, arroz e cevada. Este cereal pode ser
utilizado na fabricacéo de cervejas devido algumas vantagens, como baixo custo e
auséncia de gluten, possibilitando o consumo por pessoas com doenca celiaca.
Entretanto, algumas desvantagens fazem com que ndo seja comum sua aplicacéo
na producao de cervejas, entre elas estao a alta temperatura de gelatinizacéo (> 70

°C) e o baixo poder diastatico, que se refere a capacidade das enzimas, a e B-
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amilase, hidrolisarem o amido, liberando em agucares menores. Contudo, medidas
podem ser adotadas com o intuito de minimizar suas limitagdes de uso, como:
selecionar o tipo adequado de sorgo, o qual apresente baixa temperatura de
gelatinizacdo e alto poder diastatico; aléem da otimizacdo dos processos de
fabricacdo, como maltagem e mosturacéo, visando identificar tempo, temperatura e
pH mais favoraveis & agdo enzimatica (RODRIGUEZ; AGUILAR; ALMEIDA E SILVA,
2018).

Figura 8- Gréos de sorgo

Fonte: ALVES, 2018.

2.2.5.4 Xarope

Os xaropes sao adjuntos liquidos utilizados na fabricacdo de cervejas. Estes
representam uma fonte concentrada de carboidratos fermentaveis, sendo
acrescentados diretamente no mosto em ebulicdo. Os principais representantes
desta classe sdo: xarope de glicose (originado de grdos como milho e trigo); cana-
de-acUcar (composto por sacarose de cana-de-agucar ou beterraba) e invertidos
(mistura de glicose e frutose originada da hidrélise da sacarose) (HELSTAD, 2013).
Ha também xarope de chocolate, que devido a cor escura, sédo utilizados apenas na
fabricacdo de cervejas pretas. Esta coloracdo € atribuida as melanoidinas,
compostos quimicos originados da reacdo de Maillard, a qual consiste na
combinacdo de acucares redutores com aminoacidos, mediante exposicdo a altas
temperaturas (MESIAS; DELGADO-ANDRADE, 2017; STEWART, 2017).

Na obtencdo de xaropes de acucar podem ser utilizadas matérias primas,
como frutas, plantas, cana-de-agucar, além de cereais ricos em amido (milho, aveia,

trigo,cevada). Seu uso na producdo de cervejas tem diversas vantagens, como
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facilidade de incorporacdo no mosto, atribuir caracteristicas como cor clara, sabor
fresco e alta atividade antioxidante, além de reduzir os custos de producédo, pois o
xarope substitui uma parte do malte utilizado. (LI; WANG; LIU, 2016).

A qualidade do xarope interfere diretamente na qualidade da cerveja
produzida. Variaveis como pH, temperatura, tempo de armazenamento e
concentragdo devem ser observadas e mantidas dentro da faixa adequada, a fim de
manter a estabilidade do xarope. O armazenamento por longo tempo em
temperaturas elevadas pode ocasionar uma reacdo de escurecimento, devido a
formacdo de melanoidinas, catalisada pela presenca de ions metélicos e proteinas
(HORNSEY, 2012). Esses compostos quimicos alteram a estabilidade e sabor da
cerveja, tornando-a amarga. Para inibir esta formacéo, recomenda-se a adicdo de
sulfitos, contudo estes podem desencadear reacdes adversas nos consumidores
(STEWART, 2017).

2.2.6 Enzimas

Cada etapa da producéo de cerveja corrobora de forma significativa para a
qualidade do produto final. A maltagem é uma das mais importantes, pois seu
objetivo é produzir enzimas hidroliticas capazes de clivar o amido e proteinas,
presente do cereal utilizado, liberando moléculas menores de aglcares, 0s quais Sao
facilmente fermentaveis pelas leveduras (AGU; PALMER, 1996). As enzimas mais
importantes na fabricacdo de cervejas sdo a-amilase, B-amilase, dextrinase, a-
glicosidase e proteases. As amilases sao responsaveis por catalisar a hidrolise do
amido, atuando diretamente nas ligagdes glicosidicas a (1,4). Entretanto ha
diferencas no mecanismo de agao das enzimas a e [(-amilase. A a-amilase,
pertencente s endonucleases, agindo de forma aleatdria nas ligagdes glicosidicas
internas da molécula de amido, resultando na liberacdo de oligossacarideos e
glicose livre. O pH 6timo para sua atividade € 5, e temperatura 6tima € 70°C. Ja a 3-
amilase age sobre a ligacdo glicosidica da extremidade n&o redutora, liberando
moléculas de maltose. Seu pH 6timo € 5.5 e temperatura 6tima € 50°C (LI; WANG,;
LIU, 2016). A capacidade dessas enzimas hidrolizarem o amido é denominado poder
diastético. Além da acdo dessas duas enzimas, a molécula de amido precisa da
dextrinase para hidrolisar as ligagdes do tipo a (1,6) proximas as ramificagées. Seu
melhor desempenho acontece em pH 5 a 60°C (MANNERS; MARSHALL;
YELLOWLEES, 1970). A a-glicosidase age de forma similar a B-amilase, contudo
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promove a liberacdo de glicose livre. Sua faixa de pH 6timo é 3.7 a 4. As enzimas
proteoliticas (proteases) podem ser divididas em: endopeptidase, aminopeptidase,
carboxipeptidase e dipeptidase, onde a endopeptidase atua clivando ligacdes
peptidicas entre a proteina e o polipeptideo; a aminopeptidase catalisa a clivagem
de aminoacidos do terminal amino de proteinas ou peptideos; a carboxipeptidase
hidrélisa o peptideo ligado a extremidade carboxilica da cadeia peptidica; e a
dipeptidase hidrolisa apenas ligacdes peptidicas que conectam dois peptideos. Os
tipos de proteases que clivam ligacdes peptidicas terminais, sdo conhecidas como
exopeptidases (LI; WANG,; LIU, 2016).

2.3 Etapas de producéo

O processo de producdo de cervejas pode ser dividido em seis etapas:
maltagem, mosturagao, filtracdo do mosto, fervura do mosto, fermentagdo e
maturacdo, conforme ilustrado na figura 7 (BORTOLI et al., 2013; MEGA; NEVES,;
ANDRADE, 2011). Inicialmente, os graos do cereal escolhido sdo postos em agua
para germinar e dar origem ao malte. Uma vez que o malte foi torrado e moido,
ocorre a adicdo de agua e adjuntos. A utilizacdo do coque, combustivel oriundo da
hulha, para a secagem do malte é considerada uma inovacgéo, pois evita que 0S
graos torrem, exalem aroma de fumaca e produz uma cerveja mais clara
(FERREIRA et al., 2011). A mistura obtida é cozida e, durante esse processo, 0
amido do malte é transformado em acucar, tendo como resultado um liquido turvo e
grosso, chamado mosto. Em seguida, ocorre a filtragcdo desse mosto e uma nova
fervura, onde é adicionado o lupulo (responséavel pelo sabor amargo da cerveja).
Posteriormente, o mosto € resfriado a aproximadamente 20°C, seguindo para a
etapa de fermentacdo apos inoculacao das leveduras. Esta etapa tem a duracao de
10 dias, portanto € considerado a mais longa. A proxima etapa é a maturacao, onde
h& diminuicdo da temperatura da bebida, o fermento é retirado e a cerveja
permanece em repouso. Por fim ocorre o envase e pasteurizacdo da cerveja
(MEGA; NEVES; ANDRADE, 2011).

A fermentacédo das cervejas consiste na conversao da glicose em etanol e gas
carbdnico, em condi¢cdes anaerdbicas, por leveduras. Alguns aspectos devem ser
levados em consideracédo para a producédo de cervejas de boa qualidade, como a
selecdo do micro-organismo, cinética fermentativa, contaminagédo, temperatura e

volume de mosto. O metabolismo é um dos fatores responsaveis por conferir o sabor
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e aroma caracteristicos das cervejas tanto artesanais, quanto comerciais (MEGA,
NEVES; ANDRADE, 2011). As cervejas artesanais, assim como as comerciais,
possuem diversos tipos. As intituladas Larger sdo as mais populares no mundo e
sdo produzidas com cepas de Saccharomyces calsbergensis. J& as cervejas Ale sdo
produzidas com cepas de Saccharomyces cerevisiae (ARAUJO; SILVA; MINIM,
2003).

Os processos envoltos na producdo de cervejas artesanais diferem das
cervejas comercias. As artesanais requerem técnicas mais simples e com
equipamentos menos sofisticados. Além disso, a tecnologia também é menor e h4
controle menos rigido dos processos. Contudo, a teoria por tras dos dois processos
de producéo é a mesma (GOMEZ-CORONA et al., 2016).

Figura 9- Fluxograma das etapas de producéo de cervejas
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Fonte: MEGA; NEVES; ANDRADE, 2011.
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2.4 Propriedades bioldgicas da cerveja

2.4.1 Atividade antioxidante

A cerveja € uma bebida rica em compostos antioxidantes, 0os quais provém
das matérias-primas utilizadas ou de rea¢Bes quimicas que ocorrem durante as
etapas de producdo. A espécie de levedura também €& um fator que influencia
diretamente na concentracéo e tipo de compostos antioxidantes gerados. O malte e
o ltpulo sdo as fontes mais importantes para obtencdo desses compostos. A cevada
da origem ao acido ferulico, potente antioxidante. J& o lapulo é a Unica fonte de
origem do xanthohumol/isoxanthohumol, um dos principais polifendis encontrado na
cerveja. Outro composto fendlico importante encontrado no ldpulo é a 8-
prenilnaringenina (MONTANARI et al., 1999; PISTELLI et al., 2018; YAMAGUCH],
SATOH-YAMAGUCHI; ONO, 2009). A presenca destes na bebida, melhora aspectos
como estabilidade, sabor e cor, evitando a oxidagdo pelo oxigénio presente na hora
do envase (TAFULO et al., 2010; ZHAO, 2014). Em estudo realizado por Cheiran e
colaboradores (2019), foi possivel observar que os principais grupos de compostos
fendlicos presentes em cervejas, sdo: acidos fendlicos (acido galico e isbmeros do
acido dihidroxibenzoico), flavondides glicosilados (quercetina hexosideo rutinosideo,
apigenina-C-glicosideo-C-pentosideo 1) e agliconas (epicatequina, quercetina,
catequina). Dentre os antioxidantes enddégenos mais importantes, encontrados na

cerveja, estdo os compostos fendlicos e as melanoidinas (ZHAO, 2014).

2.4.1.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos estdo presentes em diversas bebidas, como vinhos e
cervejas. S8o conhecidos principalmente por sua atividade antioxidante, atuando
através da doacdo de elétrons, culminando na eliminacdo de radicais livres (ZHAO,
2014). A ingestdo diaria de compostos fendlicos através da alimentacdo pode
combater o estresse oxidativo, mecanismo relacionado ao desenvolvimento do
diabetes, aterosclerose, envelhecimento, doencas neurodegenerativas, cancer, entre
outras disfungdes (PIAZZON; FORTE; NARDINI, 2010).

Os compostos fenolicos presentes na cerveja sao: taninos, proantocianinas,
acidos fendlicos e flavonoides, sendo os dois Ultimos principais representantes desta
classe de compostos (ZHAO et al., 2010). Os &cidos fendlicos sao facilmente
absorvidos, biocompativeis e apresentam alta atividade antioxidante. Originam-se

principalmente do lUpulo e cevada, contudo algumas variaveis podem interferir
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diretamente em seus teores: caracteristicas genéticas das matérias primas,
condi¢cdes de cultivo e climéaticas (PIAZZON; FORTE; NARDINI, 2010). Além da
atividade antioxidante, os compostos fendlicos exercem influéncia direta sobre
caracteristicas sensoriais da cerveja, como sabor, cor e estabilidade (OLIVEIRA
NETO et al., 2017) .

Quando comparadas entre si, cervejas escuras possuem maior teor de
compostos fenolicos do que as mais claras, podendo ser explicado pela maior
presenca de cevada maltada utilizada na fabricacdo (GRANATO et al., 2011).
Segundo Piazzon e colaboradores (2010) os teores totais de polifendis e &cidos
fendlicos variam muito entre os diferentes tipos de cerveja com valores mais altos
para cervejas Bock, Abbey e Ale e menores em cervejas sem alcool. Sendo o acido
fertlico mais abundante acido fendlico presente na cerveja, seguido dos acidos
sinapico, vanilico, cafeico, p-cumarico e 4-hidroxifenilacético. Entretanto, os acidos
ferdlico, cafeinico, siringico, sindpico e, em menor medida, vanilico estdo presentes
nas cervejas principalmente na forma conjugada, enquanto os acidos p-cumarico e
4-hidroxifenilacético estdo geralmente presentes igualmente nas formas livre e
conjugada. Grande parte dos &cidos fendlicos encontrados no malte e no IUpulo,
estdo conjugados a polissacarideos, como amido, podendo ser liberados por
hidrélise enzimatica durante etapa de esmagamento (ZHAO, 2014).

O aumento do consumo mundial de cervejas artesanais, leva a realizacao de
estudo que se propbe a elucidar compostos relacionados as caracteristicas
sensoriais da bebida, assim como os beneficios que os mesmos conferem a saude
(AQUILANI et al., 2015). Cheiran et al. (2019) identificaram 57 compostos fendlicos
em cervejas dos tipos Ale (India Pale Ale e Weiss) e Lager, obtidas de trés
cervejarias artesanais brasileiras. Doze compostos foram identificados pela primeira
vez em cervejas: acido 4-di-hidroxibenzoéico, &cido 2,3-di-hidroxibenzoico, acido
dimetoxibenzoico, &acido 3-p-coumaroilquindico, &acido 4-p-coumaroilquininico,
hexosideo de taxifolina, quercetina dihexosideo, acido 3-ferulolildico, &cido 4-
ferulolildico, acido 5-ferulolilbico, apigenina-6,8-C-dipentosideo e hexosideo de
isofraxidina. ApoOs analise dos 3 estilos, foi possivel estabelecer os compostos
fendlicos capazes de diferenciar as cervejas artesanais entre si: acidos cafeico e
coumarolinico, acido coumarico, caempferol-3-O-rutinosido e proantocianidina B

dimeros Ill e V.
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Dentre os polifen6is presentes na cerveja, o xanthohumol é o Unico
encontrado apenas neste tipo de bebida. Este é uma chalcona prenilada, a qual esta
presente em concentracdes distintas na cerveja, variando com o tipo e quantidade
de ldpulo utilizado (DING et al.,, 2011). O numero de prenilacbes aumenta a
lipofilicidade da molécula, assim como sua atividade antioxidante. Isto esta
relacionado com os inumeros beneficios atribuidos ao xanthohumol, embora
represente a minoria dos compostos polifendlicos presentes na bebida (ELROD,
2018).

Figura 10- Estruturas quimicas dos principais compostos fendlicos encontrados na cerveja (1)
Xanthohumol (2) Acido ferdlico (3) Acido sinapico (4) éacido vanilico (5) Acido caféico (6) Acido-p-

cumarico (7) Acido 4-hidroxifenilacético (8) Acido siringico (9) 8-prenilnaringenina
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Fonte: ELABORADA PELO AUTOR.

2.4.1.2 Melanoidinas

As melanoidinas sdo um conjunto de compostos nitrogenados, de alto peso
molecular e cor escura, originadas da reacdo de Maillard (MESIAS; DELGADO-
ANDRADE, 2017). Esta reacdo consiste na interacdo de acgUcares redutores com

proteinas ou aminoacidos. Na fabricacdo de cervejas, esta reacdo ocorre durante a
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maltagem e obtencdo do mosto. Estas moléculas, assim como 0S compostos
fendlicos, influenciam na estabilidade da cerveja, sabor, aroma e na cor. As
melanoidinas também ajudam na preservacdo da bebida contra oxidacdo, além de
possuir capacidade quelante de metais. Possuem diversos efeitos benéficos a
saude além da atividade antioxidante, como antimicrobiana, antiinflamatoério e
antihipertensiva. Contudo, melanoidinas, especialmente as de baixo peso molecular
podem desempenhar atividade pro-oxidante (MESIAS; DELGADO-ANDRADE, 2017;
RIVERO et al., 2005; ZHAO, 2014).

2.4.2 Atividade na doenca cardiovascular

A doenca cardiovascular € uma das principais causas de morte da atualidade.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), doencas ndo transmissiveis,
como a doencga cardiovascular sera uma das principais causas de morte até 2020,
resultando em mortes prematuras (menos de 70 anos) (ISLAM et al., 2014).
Inimeros fatores de riscos estdo envolvidos no desenvolvimento da doenca
cardiovascular e processos ateroscleréticos, dentre eles a diabetes, hipertenséo,
obesidade, hiperlipidemia, sedentarismo, pré-disposicdo genética, consumo
excessivo de alcool e estresse oxidativo (CSALA et al., 2015; GONZALEZ-
SANJOSE; RODRIGUEZ; VALLS-BELLES, 2017).

E recomendado o consumo moderado de bebidas alcodlicas, associado a
mudancas dos habitos alimentares, visando reduzir as complicacdes relacionadas as
doencas cardiovasculares (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2015). A cerveja
possui inUmeros compostos bioativos, como o0s polifendis, os quais estdo
relacionados com os efeitos cardioprotetores da bebida, aumentando as
lipoproteinas de alta densidade (HDL), reduzindo agregacao plaquetéria, além dos
niveis de colesterol e triglicerideos (GONZALEZ-SANJOSE; RODRIGUEZ; VALLS-
BELLES, 2017). Em estudo realizado por VILAHUR et al. (2014), foi possivel
observar que os componentes nao-alcodlicos da cerveja (isoxanthohumol) sao
responsaveis pela protecao contra a disfuncado endotelial coronariana induzida pela
hiperlipemia. Estes combatem o dano oxidativo vascular e preservam a sinalizagao
da via Akt / eNOS, reduzindo a ocorréncia da aterosclerose. Em outro estudo,
realizado por CHIVA-BLANCH et al. (2015) foram avaliados os efeitos da cerveja e
do gim sobre as células progenitoras endoteliais circulantes. Homens com alto risco

de doenca cardiovascular consumiram moderadamente cervejas com alcool, sem
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alcool e gim por 4 semanas. Concluiu-se que a fragdo ndo alcodlica da cerveja
aumenta o numero de células progenitoras endoteliais circulantes em individuos de
alto risco cardiovascular. Este mecanismo que pode explicar os efeitos
cardioprotetores da cerveja em relacdo as bebidas alcoodlicas destiladas na

populacao de alto risco cardiovascular.

2.4.3 Atividade anticarcinogénica

A cerveja pode possuir atividade anticarcinogénica, devido aos polifenois
presentes em sua composi¢cdo, como 8-prenilnaringenina, isoxanthohumol, e em
especial o xanthohumol (GONZALEZ-SANJOSE; RODRIGUEZ; VALLS-BELLES,
2017). Alguns mecanismos pelos quais o xanthohumol exerce essa atividade sao
conhecidos. Dentre eles a relacdo desta molécula com o sistema enzimatico P450.
O xanthohumol inibe a familia 1A das enzimas de Fase 1 (responsaveis por ativar os
carcindgenos), além de causar a inducdo das enzimas de Fase Il (responsaveis pela
excrecdo dos carcindgenos), eliminando-os antes de causar danos ao organismo
(CHIVA-BLANCH et al., 2014; ELROD, 2018). Outro mecanismo seria através da
promocao da morte celular pelo aumento dos radicais livres nas células cancerosas,
levando a apoptose e reducdo da proliferacdo. Este mecanismo néo esta
relacionado a atividade antioxidante da molécula, mas sim a presenca de um grupo
cetona eletrofilico na estrutura do xanthohumol. Este grupo interage diretamente
com proteases, como NF-kB, suprimindo seu funcionamento através da modificacéo
dos residuos de cisteina. A inibicdo da NF-kB proporciona a reducdo de fatores
inflamatorios e inibicdo da angiogénese no cancer (JACOB; JAMIER; BA, 2011). O
xanthohumol também possui atividade inibitéria sobre o TNF-a, proteina importante
na tumorigénese (GUPTA et al., 2014).

2.4.4 Atividade antidiabética

Fitonutriente pode ser uma alternativa viavel para o tratamento paliativo do
diabetes. O xanthohumol possui efeitos sobre essa sindrome, pois é capaz de
aumentar o metabolismo, bem como reduzir os niveis de glicose circulante. Estes
efeitos podem ser atribuidos a inibicdo da enzima a-glicosidase, responsavel pelo
fracionamento do amido em glicose, diminuindo os niveis glicémicos. Esta molécula
age também elevando os niveis de adiponectina, horménio de origem proteica
responsavel pela modulacdo de processos metabdlicos, como a regulacdo da

glicemia e o catabolismo de &cidos graxos. Aumentando a sintese deste hormonio,
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hd o aumento da sensibilidade a insulina. A utilizacdo do xanthohumol diminui
processos inflamatérios, bem como o estresse oxidativo, favorecendo entdo o
processo de neovascularizacdo e consequentemente a cicatrizacdo das feridas
diabéticas (LIU et al., 2015).

2.5 Biodiversidade vegetal da Amazbnia com potencial fonte na industria de
alimentos

A Amazobnia € conhecida mundialmente por sua biodiversidade de fauna e
flora. Esta possui a maior floresta tropical do mundo, com cerca de 6,7 milhdes de
km2, dentre os quais 4,1 milhdes representam a Amazbnia Brasileira.
Aproximadamente 10% da biodiversidade mundial se encontra nesta regido, a qual é
composta por 53 ecossistemas e 45 mil espécies de plantas e animais vertebrados
(ARPA, 2010).

A riqueza florestal predominante na regido amazénica proporciona um grande
interesse no ambito de novas descobertas relacionadas a pesquisa, como
elaboracdo de cosméticos, medicamentos e alimentos. Plantas e frutos
caracteristicos desta regido podem ser utilizados pela industria alimenticia com o
intuito de conferir sabor, além de agregar atividades biolégicas ao alimento
fabricado. Inimeras espécies sdo conhecidas por suas atividades biol6gicas, como
atividade antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena, antidiabética, entre outras
(ARPA, 2010).

O jambu (Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen) é uma erva nativa da regido
norte do Brasil, onde é amplamente utilizado na culinaria local, além de ser
empregado em tratamentos empiricos de doencas como: anemia, reumatismo,
tratamento de doencas no trato digestivo e gripe. Sabe-se que esta planta possui
diversos bioativos, contudo o spilanthol é alvo de estudos por possuir atividades
bioldgicas importantes, dentre elas propriedades anestésicas e anti-inflamatérias
(NEVES et al., 2019).

Priprioca (Cyperus articulatus) € uma erva com propriedades farmacolégicas
no tratamento de enxaquecas, dores de cabeca mais leves e convulsGes. Em
prospeccdo fitoquimica, foi confirmada a presenca de alcaldides, flavondides,
guinona, compostos fenolicos, saponinas, terpenos e esteroides. Estes compostos
podem estar relacionados com as atividades antioxidantes da planta, in vitro e in
vivo (HERRERA-CALDERON et al., 2018).
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O cupuacu (Theobroma grandiflorum) é um fruto amazonico bastante utilizado
na culinéria local, onde sua polpa da origem a sucos, geleias, balas e suas
sementes podem ser utilizadas na fabricacdo de um doce semelhante ao chocolate,
denominado cupulate. Este fruto possui elevados teores de acido ascorbico (102 mg/
100g) e compostos fendlicos, como a catequina (3.5 a 4.9/ g). Estudos mostram que
o licor de cupuacgu possui atividade redutora do perfil lipidico e atividade antioxidante
de ratos diabéticos (PEREIRA; ABREU; RODRIGUES, 2018).

O acai (Euterpe oleracea Mart) € um dos frutos amazonicos mais estudados,
devido a alta concentracdo de compostos bioativos que contribuem para sua
elevada atividade antioxidante. Dentre eles estdo: orientina, homoarientina, vitexina,
luteolina, crosseriol, quercetina, dihidrokaempferol e antocianinas, 0s quais
pertencem ao grupo de polifendis denominados flavondides. As antocianinas sao
compostos glicosilados responsaveis por conferir cor de vermelho a roxo, a plantas e
frutos. O extrato de acai € rico em antocianinas, um dos principais compostos
responsaveis pela bioatividade do fruto. Ensaios in vitro demonstraram que o acai
possui atividade cardioprotetoras, na prevencao da cardiotoxicidade, na inibicdo da
N-nitrosometilbenzilamina, na tumorigénese e diminuicdo no dano inflamatério
(GARZON et al., 2017; PEIXOTO et al., 2016)

O caja (Spondias mombin L.), também conhecido como tapereba na regido
norte do Brasil, pertence a familia Anacardiacea. Este fruto é muito apreciado na
culinaria brasileira, servindo como matéria prima para confeccdo de geleias, sucos e
sorvetes. Entretanto, tanto o fruto quanto as folhas possuem atividades
farmacolégicas, como propriedades hipoglicemiantes, antivirais antimicrobianas,
leishmanicidas, antiedematogénicas e antioxidantes. Compostos fendlicos (acido
clorogénico e acido elagico) e flavondide (isoquercetina) foram identificados em
extratos das folhas de S. mombin, corroborando para as atividades biolégicas
relatadas (CABRAL et al., 2016).

Puxuri ou pixuri (Licaria puchury-major) é uma arvore nativa da Amazonia, a
qual produz sementes aromaticas que servem como tempero na culinaria local. A
literatura relata que o safrol, acido dodecandico, a-terpineol e eugenol sdo os
compostos mais encontrados no Oleo essencial das sementes. Dentre as
propriedades medicinais desta planta, encontram-se: tratamento de dores no

intestino e estbmago, insbnia e irritabilidade. Observou-se também que este 6leo
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possui a capacidade de inibir a proliferacdo de células leucémicas humanas
(AZEVEDO et al., 2018; SANCHES; TROVATI; CHIERICE, 2008).

Aracé-boi (Eugenia stipitata) € uma planta pertencente a familia Myrtaceae,
facilmente cultivada em regides umidas e tropicais, como a floresta amazénica. Da
origem a frutos de cor amarela e sabor acido. A E. stipitata € rica em compostos
bioativos, onde o0s mais importantes descritos na literatura, sao: terpenos,
guercetina, vitamina C, fibras e compostos fendlicos. A acdo destes, principalmente
0s compostos fendlicos, esta relacionada a atividade antimutagénica, antigenotoxica,
antioxidante e hipoglicemiantes da espécie (NERI-NUMA et al., 2013).

Camu-camu ou araca-d'agua (Myrciaria dubia) € uma arvore pertencente a
familia Myrtaceae, a qual cresce com facilidade em regifes inundadas. E
amplamente encontrada na floresta amazb6nica, Venezuela, Colémbia e Bolivia
(CASTRO; MADDOX; IMAN, 2018). O camu-camu € alvo de muitas pesquisas
devido seus altos teores de vitamina C (4000 mg/ 100g de polpa). Este composto,
assim como sua forma oxidada, acido desidroascoérbico, possuem elevada atividade
antioxidante. Outras atividades biologicas sédo atribuidas a vitamina C, como
prevencdo do sangramento de mucosas, sintese de coldgeno, processo cicatricial,
absorcao de ferro e fortalecimento do sistema imunoldgico (CUNHA-SANTOS et al.,
2019). Além do seu alto teor de vitamina C, vitaminas do complexo B e vitamina A,
este fruto possui fitoquimicos bioativos que proporcionam sua utilizacado popular no
tratamento de doencas como a asma, gripe, aterosclerose, depressado, glaucoma,
gengivite, hepatite, catarata, infertilidade, enxaqueca, osteoporose, Parkinson e
malaria. Dentre os compostos ja identificados nessa espécie, estdo: cianidina-3-
glicosideo, acido betulinico e 1-metilmalato (CASTRO; MADDOX; IMAN, 2018).

A arvore Platonia insignis Mart, conhecida popularmente como bacurizeiro,
pertence a familia Clusiaceae. Sabe-se que essa planta teve origem na Amazénia
Oriental, contudo é possivel encontra-la na Guiana, Bolivia, Equador, Peru e
Colémbia. Esta arvore da origem ao fruto bacuri com formato arredondado e de cor
amarela. O fruto € bastante rico nutricionalmente devido ao alto teor de vitaminas,
fiboras e minerais. Além disto, no ambito da pesquisa, outra caracteristica é
importante, sua atividade antioxidante. Compostos bioativos como xantonas, acido
ascorbico e polifenéis j4 foram identificados em sua composi¢do. Sua principal
utilizacdo medicinal € no tratamento de doencas dermatologicas (JACOMINO;
PINTO; GALLON, 2018).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Myrtaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Clusiaceae
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As espécies de plantas e frutos citados anteriormente, tem sido utilizadas na
producdo de cervejas na regiao norte, particularmente nos estados do Amazonas e
Pard. Dependendo da etapa de producdo, da forma e concentracdo das matérias
primas adicionadas, estas podem conferir propriedades antioxidantes, assim como
outras atividades biolégicas as cervejas regionais, além de representar uma
estratégia para obtencdo de produtos fermentados com aroma e sabor exclusivos. O
uso de matérias primas amazbnicas, para producdo de alimentos ou como
adjuvantes na fabricacdo de cervejas, pode ser considerada promissora ndo s6 por
conferir caracteristicas diferenciadas, mas também por possibilitar a difusdo e

valorizac@o de espécies nativas.

2.6 Compostos volateis da cerveja

O perfil de aroma de uma cerveja varia de acordo com as matérias primas
utilizadas em sua fabricacdo, contudo alteracdes das etapas de producdo podem
influenciar estes teores. A cevada maltada, o lUpulo e espécie de levedura sédo as
principais fontes de compostos de aroma deste tipo de bebida (STEFANUTO et al.,
2017). O 6leo essencial de lupulo possui inimeros compostos responsaveis pelo
aroma caracteristico da planta, como hidrocarbonetos, compostos oxigenados e com
enxofre. Dentre os principais estdo o mirceno, a-humuleno, B-cariofileno e [-
farneseno (PISTELLI et al., 2018). Outra variavel importante é a temperatura de
fermentacdo, sendo relatado que cervejas de baixa fermentacdo possuem melhor
aroma em relacéo a alta fermentacdo (OLANIRAN; MAHARAJ; PILLAY, 2011).

Tendo em vista a importancia do aroma para a cerveja e a diversidade de
matérias primas empregada na fabricacdo desta bebida, diversos estudos vém
sendo realizados a fim de elucidar o perfil de compostos volateis presentes em
cervejas de diferentes tipos e estilos. Pistelli et al. (2018) analisaram o perfil de
volateis de cinco cultivares de IUpulo polonés, tanto saudaveis quanto infectados por
virus e viroides. Monoterpenos representaram maiores porcentagens em plantas
infectadas, do que nas saudaveis, exceto no tipo Sybilla. O mirceno foi o principal
monoterpeno encontrado. O a-humuleno foi 0 segundo composto mais abundante
em quatro cultivares, com exce¢do do Marynka que apresentou maior teor de (E)-B-
farneseno. Concluiu-se que a infeccdo dos cones de lapulo n&o interferiu de forma

significativa na sintese de metabdlitos secundarios da planta.
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VIEJO et al. (2019) compararam os compostos de aroma encontrados em 24
cervejas obtidas por trés tipos distintos de fermentacao (alta, baixa e espontanea).
De forma geral, as fermentacdes espontanea e alta apresentaram mais compostos
volateis que a baixa (espontanea>alta>baixa). Foi evidenciada a presenca dos
compostos caproato de etila, octanoato de etila, decanoato de etila, laurato de etila e
alcool feniletilico em todos os tipos de fermentacdo. As cervejas de baixa
fermentacdo ndo apresentaram compostos volateis oriundos do lUpulo, em contra
partida B-pineno, linalol, humuleno e geranato de metila foram encontrados em
algumas cervejas de alta fermentacdo e p-pineno, linalol, geranato de metila e
humuleno foram encontrados em cervejas de fermentacdo espontanea. As cervejas
de alta fermentacédo apresentaram compostos de aroma frutado (macéa e abacaxi) e
floral (rosas). As de baixa fermentacdo apresentaram mais compostos de aroma
frutado (macd, uva e abacaxi), enquanto que a fermentacdo espontdnea também
originou compostos de aroma frutado, onde além dos ja citados, foram encontrados
compostos de aroma de cereja (benzaldeido, o-tolualdeido, benzoato de etila).

Em um estudo realizado por GIANNETTI et al. (2019) foi tracado um perfil de
compostos de aroma presentes em 79 cervejas de inUmeros paises, todas do estilo
pilsen (lager), onde 42 foram artesanais e 37 comerciais. O objetivo desta pesquisa
foi desenvolver uma impresséao digital molecular das cervejas, a fim de diferenciar as
cervejas artesanais de suas concorrentes, assim como evitar fraudes em sua
producdo. ldentificou-se 111 compostos volateis com a analise de todas as
amostras, onde ésteres e terpenos constituiram as principais classes dos compostos
de aroma, os quais sao originados dos processos fermentativos. As cervejas
comerciais possuiram menores teores de ésteres e terpenos, quando comparados
as artesanais, fato que pode ser explicado pelos processos térmicos que estas
bebidas passam ao decorrer de sua fabricagdo, como a pasteurizacdo. Com base
nestes resultados, foi possivel identificar substancias que mais contribuem para a
diferenciacdo das classes de cerveja, onde as cervejas artesanais sao
caracterizadas por um maior teor de octanoato de etila, decanoato de etila e B-
linalol, enquanto as comerciais possuem maiores teores de acetato de 3-metilbutila,
2- metilpropila 2 -metilpropanoato, hexanoato de etila, 2-feniletanol, &cido octandico
e acetato de 2-feniletil.

A variacao do cereal utilizado na confec¢cdo do malte da cerveja pode interferir

diretamente no teor e tipos de metabolitos encontrados na bebida.
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BETTENHAUSEN et al (2018) investigaram a influéncia de seis fontes de malte,
originados de duas linhagens de cevada, sobre a quimica da cerveja produzida,
além de observar se os produtos obtidos afetariam atributos sensoriais, como o
sabor. Os metabolitos da cerveja foram semelhantes aos encontrados nos extratos
dos maltes. No total, 852 compostos volateis foram identificados. Tanto os
compostos volateis, quanto os ndo volateis variaram de acordo com o genoétipo da
cevada, assim como com sua localizacdo de plantio. As analises mostraram
caracteristicas sensoriais de cada fonte, onde: Full Pint e Copeland foram
associados as caracteristicas sensoriais frutados, casca de melancia, acetato de
etila, acetato de isoamil e acetaldeido / maca verde; Meredith e Metcalfe foram
associados as caracteristicas sensoriais dos gréos de milho, sulfidicos (H2S) e favos
de mel; PolarStar e Expedition foram associado a sabor umami. Os perfis de
sabores frutados e chips de milho foram associados a purinas / pirimidinas, cetonas
volateis, aminas e fendlicos e lipidios, sacarideos, fendis, aminas e alcal6ides.

Com o objetivo de melhorar as caracteristicas sensoriais da cerveja, através
da adicdo de novas matérias primas em seu processo de fabricacdo, ZAPATA et al
(2019) analisaram o perfil de volateis de cervejas produzidas com 3 cultivares do
fruto marmelo. Foram identificados 37 compostos volateis, dentre os quais 0
octanoato de etila (originado do processo fermentativo da levedura Saccharomyces)
se mostrou mais abundante (43%), seguido do alcool feniletilico (13 %), acido
octandico (10%) e 9-decenoato de etila ( 6%). Ao comparar com o controle, 0s
compostos organicos mais encontrados na bebida de marmelo foram os ésteres,
sendo o0 benzoato de metila e o hexanoato de etila os principais. Os ésteres estdo
diretamente ligados com o sabor de bebidas fermentadas. Podem ser divididos em
ésteres de acetato (acetato de etila, acetato de isoamil e acetato de fenetila) e
ésteres de etila (hexanoato de etila, octanoato de etila e decanoato de etila). Estes
compostos conferem aroma floral ou frutado ao alimento (ALVIM et al., 2017).

Além dos ésteres, os terpenos também constituem parte dos compostos
volateis presentes na cerveja. Estes sdo metabdlitos secundarios originados de
varias matérias primas (exemplo Idpulo), assim como das reacOes de
biotransformacdo de leveduras (MARTINS et al., 2018; PRAET et al., 2015). A
composicdo de terpenos presentes em cervejas pilsen (familia lager), foi estudada
por MARTINS et al. (2018). Foram identificados 94 compostos mono e

sesquiterpénicos volateis, dentre os quais 34 estavam presentes em todas as
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amostras estudadas, sendo B-myrceno, linalol, nerol, [B-citronelol, a-terpineol,
terpinen-4-ol, geranato de metila, a-cariofileno, t-cadinol, alcool cariofilenilico, e &-
cadineno compostos derivados do lapulo. Nerol, B-citronelol, linalol, e a-terpineol séo
compostos derivados das reagfes de biotransformacdo de leveduras (KING;
DICKINSON, 2003). Alguns compostos como linalol, B-citronelol e a-terpineol, foram
determinados com alta repetibilidade. Foi possivel agrupar as cervejas em duas
categorias, se baseando nos teores de terpenos: microcervejaria e macrocervejaria.
As cervejas produzidas em microcervejarias apresentaram mais componentes
terpénicos relacionados ao aroma, do que as de macrocervejarias, evidenciando que

cervejas artesanais possuem sabor diferenciado das comerciais.

2.7 Analise quimiométrica em cervejas

As ferramentas quimiométricas, como PCA, HCA, PLS, PLS-DA vém sendo
utilizadas na analise discriminatoria de cervejas, tanto comerciais quanto artesanais.
Uma aplicabilidade importante dessa ferramenta é no auxilio da interpretacdo de
dados relacionados ao estudo quimico de compostos fendlicos, volateis, acUcares e
parametros fisico quimicos. Nesse contexto, GIANETTI e colaboradores (2019)
utilizaram PLS-DA (Partial least squares discriminat analysis) para estudar o impacto
de compostos volateis na discriminacdo de cervejas artesanais do estilo pilsen e
larger. De forma similar, mas utilizando a analise de PCA, COELHO e colaboradores
(2019) realizaram um estudo discriminatorio de cervejas artesanais utilizando os
compostos volateis como marcadores para avaliar o impacto da forma de producéo
e maturagdo nas caracteristicas sensoriais desses produtos.

Outra abordagem quimiométrica que tem sido reportada para a analise
exploratdria de metabdlitos ativos e categorizacdo de cervejas com base em seus
estilos € a Analise Discriminante Linear (LDA-Linear Discriminant Analysis), similar a
analise de PCA. Nesse sentido, um recente estudo desenvolvido por CHEIRAN e
colaboradores (2019) realizou a identificagcdo de compostos fendlicos (flavonoides e
acidos fenolicos) e compostos nitrogenados (poliaminas e espermidinas) em
cervejas artesanais. Com o auxilio da LDA foi possivel agrupar as cervejas em
estilos com base na analise discriminatoria.

O uso de ferramentas quimiométricas pode auxiliar também no estudo da
influéncia de ingredientes utilizados na fabricacdo de cervejas nas caracteristicas

guimicas e sensoriais. Recentemente, BETTEBHAUSEN e colaboradores (2018)
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investigaram a influencia do tipo de malte (gendtipo e fabricante) na composicédo
quimica e sensorial de cervejas. Os resultados das andlises cromatograficas seguida
da analise quimiométrica utilizando PCA sugeriram que a fonte de malte afetava de
forma significativa a composicdo quimica (compostos volateis e ndo volateis) e
sensoriais (teor de compostos relacionados ao aroma e sabor) das cervejas,
demonstrando que a variagdo do tipo de um mesmo ingrediente tem impacto direto
sobre a composicdo quimica e consequentemente afetariam as suas propriedades
sensoriais e o potencial funcional desses produtos fermentados.

Tendo em vista a aplicabilidade desta técnica, o uso da quimiometria pode
contribuir para a interpretacdo de dados de composicdo quimica de cervejas,
verificar correlacbes entre os componentes destas bebidas e as propriedades
apresentadas por esses compostos, bem como auxiliar na discriminacdo delas em

grupos baseadas nos estilos, tipos e matérias-primas utilizadas na fabricacao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar a caracterizacéo fisico-quimica e avaliar a atividade antioxidante in

vitro de cervejas adicionadas de matérias-primas amazonicas.

3.2 Especificos

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas: pH, cor, teor de sdlidos totais
das cervejas;

Avaliar atividade antioxidante das cervejas através dos ensaios de DPPH,
ABTS, Fenodis Totais e Flavonoides Totais;

Caracterizar o perfil de mono e oligossacarideos das cervejas através de
Cromatografia Liquida de Troca I6nica com Deteccdo Amperométrica Pulsada
(HPAEC-PAD);

Caracterizar o perfil quimico das amostras de cerveja através de
Espectrometria de Massas com fonte de ionizag&o por Electrospray (ESI-MS);
Utilizar ferramentas quimiométricas para discriminacdo das cervejas com

base na sua composicdo quimica.
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44. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

Inicialmente, um total de 15 cervejas produzidas na regidao norte foram
selecionadas. Deste total, 11 continham ingredientes amazonicos, como: erva-
chama, bacuri, camu-camu, acai, priprioca, puxuri, cupulate, tapereba, araca-boi e
jambu; e 4, dos tipos ale e lager, foram usadas como controle. Todas foram
adquiridas em mercados locais das cidades de Manaus e Belém. Previamente aos
estudos praticos, foram retirados 50 mL de cada amostra, desgaseificadas por
processo de sonicdo durante 5 min. e armazenadas em freezer até a realizacdo dos
ensaios analiticos. As analises foram realizadas em triplicata, com trés amostras

distintas de cada tipo de cerveja (trés frascos de cada; n=45).

4.2 Determinagao das caracteristicas fisico-quimicas

Foram realizados ensaios para determinacdo do pH, sélidos totais, acucares
e cor, das cerveja, segundo as metodologias descritas abaixo.

4.2.1 Determinacao do pH

Os valores de pH das amostras foram determinados utilizando um pHmétro
Digimed modelo DM-22 (EBC, 2005).

4.2.2 Teor de sélidos soluUveis

O teor de solidos solaveis (°Brix) foi determinado com auxilio de um
refratdmetro (EBC, 2005).

4.2.3 Caracterizacdo do perfil de mono- e olissacarideos por HPAEC-PAD
(Cromatografia Liquida de Troca I6nica com Deteccao Amperométrica Pulsada)

A analise de acucares e oligossacarideos (malto-oligossacarideos e
frutooligossacarideos) nas amostras foi realizada por Cromatografia de Troca
Anidnica de Alto Desempenho acoplada a Deteccdo Amperométrica Pulsada
(HPAEC-PAD) usando um cromatografo de ions Dionex ICS-5000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham , MA, EUA), de acordo com o método descrito por Pereira,
Arruda, de Morais, Eberlin e Pastore (2018), com algumas modificacbes. Os
acucares (xilitol, manitol, sorbitol, ramnose, arabinose, glicose, frutose e sacarose)

foram separados por eluicdo isocratica usando NaOH 0,12 M em uma coluna
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Carbopac PA1 (250 x 4 mm id, tamanho de particula 10 uym, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). Em contraste, os malto-oligossacarideos (G2-G7) e
os frutooligossacarideos (GF2-GF4) foram separados por eluicdo gradiente usando
NaOH 0,1 M (solucéo A) e acetato de sodio 0,5 M contendo NaOH 0,1 M (solucéo B)
em um Carbopac PA100 coluna (250 x 4 mm id, tamanho de particula 8,5 um,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). O gradiente foi realizado da seguinte
forma: 0-2 min, 3% de B; 2-18 min, 3-40% de B; 18-23 min, 100% de B; e 23-28 min,
3% B. Em ambas as analises, as amostras foram filtradas através de um filtro de
PTFE de 0,22 ym, diluidas em agua ultrapura e injetadas na coluna usando um auto-
amostrador. A temperatura da coluna foi mantida a 30 ° C, a vazao foi de 1,0 mL/min
e 0 volume de injecdo das amostras foi de 25 uyL. Os dados foram adquiridos e
processados no software Chromeleon versao 7.0. Os acucares e oligossacarideos
foram identificados nas amostras comparando os tempos de retencdo dos padroes
auténticos e as amostras. As curvas de calibracdo foram construidas com padrdes
comerciais (0,25-12,50 pg /mL) para quantificar os aclcares / oligossacarideos nas
amostras. O contetudo de acgUcares e oligossacarideos individuais foi expresso em
ug/mL de amostra (Pereira et. al, 2018). Foi realizada a analise multivariada dos
dados através do software Chemoface, verséo 1.5.

4.2.4 Andlise de cor

A andlise de cor das amostras baseou-se no sistema CIELAB (Commission
Internationale de I'Eclairage-CIE), o qual consiste na percepcéo de cores humanas
em trés dimensdes ou direcbes do espaco de cores. O eixo L* representa
claridade/escuridédo; a* representa a tonalidades de vermelho a verde; b* representa
tonalidades de amarelo a azul; C* representa o croma (intensidade da cor); e h* o
angulo da matriz.

Portanto, a cor (L *, a * b) das cervejas foi analisada em espectrocolorimetro
(Hunter, modelo ColorQuest XE, Reston, VA, EUA), utilizando uma abertura de
medicao de 1 x 10 m. e cubeta de 3 mL (1cm de comprimento), equipada com fonte
de luz D65 e um angulo de observacdo de 10°. Foi utilizado o modo de reflexdo
especular por refletancia (RSIN), que mede a refletancia total, incluindo refletancia
difusa e refletancia especular (NERI-NUMA et al., 2018).
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4.3 Avaliacéo da capacidade antioxidante
4.3.1 Atividade sequestrante do radical DPPH-

A atividade sequestrante do radical lipossoluvel DPPH foi realizada segundo
metodologia previamente descrita, com modificacdes (LILIAN et al., 2019).
Preparou-se uma solucdo de 0,05 pg/mL de DPPH em etanol. Em seguida,
adicionou-se 270 pL desta solugéo juntamente com 30 pL da amostra, Trolox ou
controle (DMSO) nos pocos da microplaca. A placa foi incubada por 30 minutos em
temperatura ambiente com auséncia de luz, seguindo com a leitura em 492 nm no
leitor de microplaca (Multimode Detetor DTX 800 da Beckman). O procedimento
anterior foi repetido com as diluicdes seriadas das amostras e do trolox (40mM), a
fim construir suas respectivas curvas de calibracdo para posteriores calculos de
equivaléncia. A andlise foi realizada em triplicata e os resultados finais foram

expressos em mmol de equivalentes de Trolox (TE) por litro de cerveja (mmol TE L™

1).
4.3.2 Atividade sequestrante do radical ABTSe

A fim de determinar a atividade antirradical ABTSe o ensaio foi realizado
segundo o método descrito por SHANTY (2017). Inicialmente, preparou-se a solucéo
de ABTS- 0,7 mM em 5mL de agua deionizada e 5mL de perssulfato de potassio 2,4
mM. Em seguida, a mistura reacional foi incubada em temperatura ambiente na
auséncia de luz por 12 horas para obter uma solucédo oxidada de tonalidade azul
esverdeada. Adicionou-se 270 pL desta solucdo juntamente com 30 pL da amostra,
Trolox ou controle (DMSQO) nos pocgos da microplaca, incubando por 15 minutos com
auséncia de luz. Procedeu-se com a leitura em leitor de microplaca a 620nm
(Multimode Detetor DTX 800 da Beckman). O procedimento anterior foi repetido com
as diluicdes seriadas das amostras e do Trolox (40mM), a fim construir suas
respectivas curvas de calibracdo para posteriores calculos de equivaléncia. A
analise foi realizada em triplicata e os resultados finais foram expressos em mmol de

equivalentes de Trolox (TE) por litro de cerveja (mmol TE L™).

4.3.3 Fendis Totais

A determinacdo de fendis totais foi realizada segundo metodologia
previamente descrita, com modificagdes (HORSZWALD; ANDLAUER, 2011). Iniciou-
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se com a incubacao por 8 minutos, em temperatura ambiente, de 10 uL da amostra
e 50 uL de FolinCiocalteu 50%. Apos este tempo, adicionou-se 240 pL de Carbonato
de sddio e incubou-se por 3 minutos. Realizou-se a leitura da absorbancia em leitor
de microplaca, a 740nm (Multimode Detetor DTX 800 da Beckman). Foram
realizadas diluicbes seriadas das amostras e do &cido gélico (Img/mL), a fim
construir suas respectivas curvas de calibragdo para posteriores célculos de
equivaléncia. A analise foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos

em miligramas de equivalentes de acido galico (GAE) por litro de cerveja (mg GAE L”

1).
4.3.4 Flavonoides totais

A determinacgdo de flavonoides totais foi realizada, segundo SINGLETON e
ROSSI (1965), com modificacdes. Foram adicionados 30uL de amostra, quercetina
ou controle (etanol) a 90uL de etanol 95%. Apds, foram adicionados 6L de cloreto
de aluminio a 10% e 6uL de acetato de potassio 1M, ambos diluidos em &agua
destilada. Para finalizar, foram adicionados 168uL de agua destilada seguindo com
incubacdo por 30 minutos em temperatura ambiente. Realizaram-se diluicbes
seriadas das amostras e da quercetina (Img/mL), a fim construir suas respectivas
curvas de calibracédo para posteriores célculos de equivaléncia. A determinacdo da
absorbancia foi feita em leitor de microplaca, a 405nm (Multimode Detetor DTX 800
da Beckman). A analise foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos

em miligramas de equivalentes de Quercetina por litro de cerveja.

4.4 Andlise do perfil quimico por Espectrometria de Massas com ionizacao por
Electrospray (ESI-MS)

Previamente, as amostras sofreram um processo de purificacdo através da
técnica de extracdo em fase solida (SPE). Inicialmente, 1 mL de cada cervejas foi
passado através de uma coluna contendo 5g da fase KP-18-HS (Biotage, VA, EUA)
previamente ativado com metanol (1 mL) e condicionado com agua (1 mL). A coluna
foi lavada com agua (3 mL) e ainda eluida com metanol HPLC (3 mL). As fracdes
metandlicas, obtidas no final do processo, foram diluidas em metanol na proporcao
de 1:10. A andlise se deu por infusdo direta de uma aliquota das diluicbes em
espectrometro de massa. Todos o0s espectros foram adquiridos por modo de

monitoramento continuo (aplicativo Thermo LCQ Fleet Tune) usando espectrometro
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de massa de captura de ions LCQ Fleet (Thermo LCQ Fleet, San Jose, CA, EUA),
com interface de ionizacao por electropulverizacéo (ESI), em modo de ion negativo
para executar ESI-MS e analises ESI-MSn. Os espectros foram obtidos a partir da
média de pelo menos 10 varreduras por espectro. As amostras foram infundidas
diretamente na fonte de ions através da bomba de seringas do instrumento (10 pL
min -1). As condi¢cfes analiticas da MS foram: tensdo de pulverizacdo, 5 kV; bainha
de gas, 10 arb; gas auxiliar, 5 arb; gas de varredura, 0 arb; temperatura capilar, 200
° C; tenséo capilar, 40 V; lente de tubo, 115 V; faixa de massa, m / z 100 a 1000. O
hélio foi usado como gas de colisdo e os espectros ESI-MSn foram obtidos usando
energias de coliséo variando de 20 a 30% (SILVA et al., 2016).

4.4.1 Analise quimiométrica

A analise multivariada foi realizada através do software Chemoface, versao
1.5. lons com intensidade abaixo de 10% em relacdo ao pico base, em cada
espectro de massa, foram negligenciados durante a analise dos dados (LILIAN et al.,
2019).

4.5 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, podendo-se calcular a

média + desvio padrao dos dados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Propriedades fisico-quimicas

Devido a diversidade de tipos e estilos de cerveja existentes, faz-se
necessaria a caracterizacao fisico-quimica desses produtos, tanto para classifica-los,
enquadrando-as em grupos, quanto para manter os padrdes de qualidade ao longo
de sua producdo. A determinacdo de algumas propriedades, como IBU e teor
alcoolico, torna mais facil a escolha do consumidor no momento da aquisicdo do
produto, pois estao diretamente relacionadas ao seu sabor.

As cervejas analisadas neste trabalho apresentaram distintas caracteristicas
fisico-quimicas devido a complexidade de ingredientes utilizados no processo de
fabricacéo, além de serem de diferentes tipos e estilos. Contudo, ao avaliar a faixa
de pH obtido (4,21 a 5,73), as amostras seguiram um padrdo, podendo ser
classificadas como acidas (tabela 2). O pH da cerveja € uma variavel importante a
ser analisada, pois esta diretamente ligado a estabilidade da bebida durante seu
processo de envelhecimento. Quando abaixo de 4, a bebida pode ter um sabor mais
acido, amargo e seco, podendo deixar gosto residual metalico no paladar. Contudo,
se o pH estiver acima deste valor, essas caracteristicas mudam para um sabor mais
tostado, podendo também reduzir a oxidacdo da bebida a longo prazo evitando a
formacdo de produtos, como o trans-2-nonenal (que confere sabor de papeldo), b-
damascenona (sabor de macgd cozida) e dimetiltrissulfeto (sabor de repolho)
(GUYOT-DECLERCK et. al, 2004).

Através da determinacdo do teor de sélidos totais ndo foi possivel
distinguir as amostras controle das que continham ingredientes amazonicos, sendo
a amostra ABE (erva-chama) a que apresentou maior valor (9,8 °Brix) e a amostra
ABT (taperebd) menor valor (4,2° Brix). O percentual de graus Brix deve ser
relacionavel com os resultados obtidos na mensuragdo de acgUcares, contudo a
medicdo de sélidos soluveis representa todos os solutos presentes na mistura,
sendo os acucares compostos majoritariamente medidos, podendo conter também
acidos organicos, sais entre outros. E a escala Brix que mensura quantos gramas de

acucar tem a cada 100 g da mistura integra (LIMA et. al, 2011).



51

Tabela 2- Caracteristicas fisico-quimicas das cervejas

N°  Cddigo Tipo IBU Alcool Ingrediente  Origem pH Sodlidos

das (%, vIv) amazobnico Totais
amostras (°Brix)
1 BJB Ale 18 51 Jambu Manaus 5,73 5,6
2 ABB Lager 14 3,8 Bacuri Pard 4,21 5
3 ABPU Ale 32 6.2 Puxuri Para 4,28 5,8
4 ABC Lager 30 5,9 Camu-camu Para 4,34 8,2
5 ABT Ale 15 4,7 Tapereba Para 4,21 4,2
6 ABA Ale 30 7,2 Acai Para 4,33 9,1
7 ABP Ale 32 6,0 Priprioca Para 4,6 8,4
8 ABE Ale 73 8.3 Erva-chama Para 4,52 9,8
9 ABL Lager 23 4.8 S/IA Para 4,54 6
10 ABPL Lager 10 39 S/IA Para 4,63 5
11 TBC Ale 45 55 Bacuri Manaus 5,64 6,8
12 TBM Ale 13 4,5 Araca-Boi Manaus 5,05 6
13 TBG Lager 30 4.7 Cupulate Manaus 5,17 6,8
14 TBWI Ale 50 5.7 S/A Manaus 5,18 6,2
15 TBT Lager 12 45 S/IA Manaus 5,20 5,2

Com a analise de cor, foi possivel observar que estas variaram entre si, sendo
ABT e ABPL as cervejas mais claras e ABA e ABC as mais escuras (tabela 3). A
literatura relata que inUmeros compostos, como polifendis e melanoidinas, estao
diretamente ligados a cor final da cerveja. Entretanto, fatores como pH, temperatura
e tipo de gréo utilizado, interferem fortemente sobre essa variavel (FREGUEDO et.
al, 2009). A cevada que € o principal grao utilizado na fabricacdo de cervejas, possui
poucos pigmentos corantes, necessitando passar pelo processo de maltagem para o
desenvolvimento desses pigmentos. Uma das principais reagdes que acontecem
durante a maltagem é a reacao de Maillard, que consiste em um escurecimento nao
enzimatico dependente de temperatura (SHELHAMMER, 2009). Cervejas mais
escuras podem apresentar maior atividade antioxidante in vitro, quando comparadas
com as mais claras, justamente pelo maior teor de melanoidinas e/ou compostos
como as antocianinas presentes em algumas matérias-primas utilizadas na
fabricacdo (FREGUEDO et. al, 2009).
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L* C* h* ar b*
Amostras (lightness) (chroma) (hue angle) (red/green) (yellow/blue)
ABE 4,8+0,23 5,42 £ 0,22 72,76 + 1,73 1,61 +0,22 5,17+0,16
ABB 4,77 £ 0,87 3,7+0,98 102,67 + 1,54 -0,80 +0,16 3,61+0,97
ABC 1,71 £ 0,02 1,58 + 0,08 67,81 +2,81 0,60 £ 0,10 1,46+0,05
ABP 4,09 +£0,13 5,15+ 0,21 57,46 + 1,75 2,77 £ 0,09 4,34+0,25
ABT 18,25 + 1,06 2,92 £ 0,46 88,98 + 3,0 0,04 £ 0,17 2,92 £ 0,46
ABPU 5,44 + 0,39 5,81+0,34 86,4 + 0,97 0,37+0,12 5,8+0,33
ABL 2,28 + 0,06 1,83+0,12 92,51 + 1,60 -0,08 £ 0,05 1,83+0,12
ABA 1,08 + 0,03 0,68 £ 0,05 70,36 + 3,87 0,23+ 0,04 0,65 £ 0,06
ABPL 17,94 + 1,04 1,81+0,28 94,71 + 10,26 -0,11 +£0,27 1,79+ 0,32
TBT 3,44 £ 0,19 1,1+0,15 103,54 + 2,59 -0,26 + 0,08 1,04+ 0,14
BJB 3,60+0,11 2,17 £ 0,30 88,89 + 1,39 0,05 £ 0,06 2,17 £ 0,30
TBC 3,47 £ 0,20 2,28 + 0,46 78,45 + 3,45 0,44 + 0,06 2,23+0,48
TBG 3,35+0,43 1,98 +0,28 98,20 + 4,46 -0,27 £0,14 1,95+ 0,30
TBWI 2,77 £ 0,23 0,62 + 0,26 109,38 + 1,10 -0,21 +0,09 0,58 £ 0,25
TBM 6,33+0,15 2,77 £ 0,31 102,16 + 1,55 -0,59 +£0,13 2,71+ 0,29

O perfil de mono e oligossacarideos, ilustrado na tabela 4, foi determinado
através da pesquisa de 17 acUcares. A amostra ABB (bacuri) foi a que apresentou
maior teor de aclUcares totais com 15960,45+417.09 pg/mL, sendo o0s
monossacarideos a classe mais abundante, representando um total de
8786,74+313.03 pg/mL, destacando-se a glicose com teor de 4339.47+164.66
pg/mL. Ja a amostra que apresentou menor teor de acucares foi a ABPL, um dos
controles utilizados, com um total de 3128,79+265,65 pg/mL. Sendo os malto-
oligossacarideos a classe mais abundante,
2218.11+300.72 pg/mL, com destaque para a maltotetraose 734.86+255.70 pg/mL.

Com excecdo das amostras ABPU, ABB, ABT e ABP, todas as demais

representando um total de

obtiveram valores de oligossacarideos maiores que de monossacarideos, sendo a
amostra ABE a mais rica em oligossacarideos (fruto-oligossacarideo 1456.93 *
47.63 pg/mL e malto-oligossacarideos 11143.05+278.02 ug/mL) e segunda mais rica
em acgucares totais. Oligossacarideos sdo cadeias de acucares formadas por
monossacarideos. Estes podem exercer atividade prebibtica, uma vez que servem
de alimento para micro-organismos colonizadores do célon intestinal. O resultado da
fermentacdo desses acUcares € a acidificacdo do conteudo fecal, através da sintese

de &cidos graxos de cadeia curta responsaveis por desempenhar funcdes em
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tecidos, na regulagcédo celular, na estimulagdo do crescimento de lactobacilos e
bifidobactérias que inibem a proliferacdo de bactérias patogénicas
(MILLANI;KONSTANTYNER; TADDEI, 2009; SHIMIZU, 2011).

Através analise quimiométrica, foi possivel agrupar as cervejas em trés
grupos bem definidos, como ilustrado na figura 9A. O grupo 1 representado pelas
amostras ABP e ABT; grupo 2 por ABE; e grupo 3 pelas demais amostras. Ao
observar a figura 9B, notam-se quais acUcares estdo sendo responsaveis por
agrupar as amostras. O grupo 1 tem como componente principal a glicose; o grupo 2
tem como componente principal a 1F-B-frutofuranosilnistose; jA& o grupo 3 foi
representado pelos aclUcares maltose, maltotriose e frutose.

Figura 11. Andlise do perfil de aglcares das cervejas. A) Score plot PC 1,2 e 3; B) BiplotPC 1,2e 3
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hidrolizando o amido a acUcares fermentaveis, tais como glicose, maltose e
maltotriose. Contudo, aclUcares ndo fermentaveis também sdo gerados, podendo
alterar as caracteristicas organolépticas da cerveja (ALMEIDA et. al 2018).

O mosto é rico em agucares fermentesciveis, sendo a maltose o acucar mais
abundante, seguida pela maltotriose. Entretanto, outras fontes de agucares sao
utilizadas para enriquecer o mosto (xaropes de glicose, de milho, amido do trigo). A
ordem de fermentacdo das leveduras varia dependendo do acucar, primeiro a
levedura consome a sacarose, seguida pela glicose, maltose e, por fim, a
maltotriose. Oligbmeros de alto peso molecular permanecem inalterados ao final do
processo de fermentacdo (FERREIRA, 2009; LEI et. al, 2016).

A cerveja obtida apOs seus respectivos processos de fabricacdo, possui em
sua composicao tanto acucares fermentesciveis residuais quanto agucares de maior
peso molecular, como as dextrinas. Estes teores podendo variar de 20 a 30g de
acucar por litro de cerveja, dependendo do estilo e fabricante. Sdo exemplos dos
acucares encontratos nesta bebida: os monossacarideos glicose, frutose, ribose,
arabinose, vilose, manose e galactose; os dissacarideos maltose, sacarose,
isomaltose, trealose e xylobiose; e os oligossacarideos 4-a-lsomaltosilD-maltose,
maltotetraose, maltotriose, maltopentose, maltohexose, estaquiose, kestose.
(FERREIRA, 2009).
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Amostras
Aclcares Caédigo TBWI TBC TBT TBG BJB TBM ABP
Xilitol Xyl t.r. t.r. t.r. t.r. t.r. t.r. t.r.
Manitol Man 32.83+£1.02 39.68+0.19 15.87+1.25 28.39+1.21 30.17+0.18 14.26+0.27 31.04+0.42
Sorbitol Sor 46.33+1.41 75.761£2.08 25.06+1.17 57.15+1.11 72.09+1.50 44.58+2.98 177.41+8.09
Total alcodis de aguUcar TSA 79.16+1.98 115.43+2.05 40.931+2.21 85.53+0.26 102.26+1.35 58.85+3.23 208.45+8.32
Rhamnose Rha 5.03+1.24 48.35+1.73 2.24+0.74 24.35+1.08 6.80+£0.81 t.r. 16.40+0.22
Arabinose Ara 112.83+5.55 112.69+1.42 43.7115.62 80.51+3.32 110.08+11.46 63.34+3.22 101.28+1.84
Glicose Glu 202.87+1.47 413.54+11.55 198.79+14.92 244.60+9.78 374.89+10.78 216.32+1.05 937.36+39.74
Frutose Fru 54.55+4.13 92.0045.61 110.63+3.13 71.74+2.76 307.70+14.18 134.79+2.96 181.17+5.00
Total monossacarideos TMS 375.29+9.11 666.58+15.29  355.37+21.60 421.20+8.69 799.47+32.60 414.45+4.54 1236.21+41.44
Sacarose Suc n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1-Kestose GF, t.r. 10.85+5.04 t.r. 4.76+1.70 t.r. t.r. 6.50+1.61
Nistose GF; 30.20+4.47 307.50+7.91 270.70+22.16  427.03+17.74 93.66+29.22 205.28+2.42 359.63+28.27
1F-B-frutofuranosilnistose GF, 479.50+53.08  637.91+30.29  346.54+15.04  529.30+15.24  732.92+13.86 431.09+55.60 638.78+9.05
Total fruto-oligossacarideo TFOS  509.69+57.53 956.26+37.43 617.24+37.12 961.09+22.11 826.58+42.91 636.38+57.39 1004.91+31.38
Maltose G, 890.78+37.52 911.62+194.52  68.27%+40.64 97.19+67.82 1854.59+116.88 368.59+112.27  338.15+27.10
Maltotriose Gs 253.07+61.77 744.91+57.35 163.51+53.30  500.37+58.86 1017.02+539.09 756.53+292.86 1550.71+43.46
Maltotetraose Gy 1091.274385.01 2325.97+401.52 2229.60+30.18 1874.93+172.17 312.59+178.02 1430.60+620.32 2332.82+130.76
Maltopentaose Gs 320.90+111.33 881.24+142.85  831.63+7.36 645.48+35.55 t.r. 515.55+237.60  874.13+52.02
Maltohexaose Ge 316.16+108.00 928.88+142.83 894.24+11.82  756.28+69.40 n.d. 637.70+262.34  758.301+54.83
Maltoheptaose G, 318.17+110.19 436.83+78.74 602.46+2.94 460.50+43.52 t.r. 507.66+199.58  394.39+32.02

Total malto-oligossacarideos

Total de agUcares

TMOS 3190.36+£743.02 6229.44+630.63 4789.70+132.94 4334.76x194.21

TS

3184.21+620.52
4154.51+695.11 7967.72+595.62 5803.24+150.65 5802.58+198.80 4912.52+587.69 5326.29+1439.93 8698.07+312.37

4216.62+1500.44 6248.51+303.81
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Amostras
ABL ABB ABE ABC ABPU ABT ABPL ABA
tr. t.r. 6.61+0.31 tr. t.r. tr. t.r. tr.
31.16+1.15 18.10+0.11 54.81+1.43 23.49+0.32 22.34+1.23 9.87+1.23 18.46+0.38 16.58+0.73
41.10+3.25 195.95+5.20 74.95+£3.01 84.69+2.08 49.89+1.12 31.62+1.77 25.56%0.35 72.77+£2.25
72.26+4.28 214.0545.13 136.37+4.58 108.18+2.11 72.23+2.35 41.49+0.75 44.03+0.35 89.34+2.97
1.86+0.48 t.r. 15.99+0.43 38.96+0.61 12.331£0.61 0.76x0.44 t.r. 41.13+2.11
50.88+0.93 42.67+2.71 134.65+0.38 84.94+2.76 55.39+2.07 18.97+2.60 24.66+16.88 65.14+3.83
272.34+16.63 4339.47+164.66 545.07+20.94 300.88+15.41 10651.46£700.99  9491.32+475.98 145.56+2.22 268.09+11.63
177.88+6.90 4404.59+151.99 129.65+6.68 127.90+8.61 359.62+23.43 769.95+38.30 98.36+47.26 160.64+7.06
502.97+23.48 8786.74+313.03 825.37+26.92 552.69+23.08 11078.80£714.08 10280.99+514.52 268.58+64.64 534.99+21.74
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
t.r. t.r. 3.70+1.24 29.86+5.95 t.r. t.r. t.r. 8.98+3.53
319.28+6.20 259.13+7.67 580.26+18.77 260.52+3.93 159.13+9.49 322.97+20.52 219.47+32.87 144.17+19.72

366.15+14.96
685.43+14.03
218.05+27.33
623.22+46.25
2972.43+96.04
1016.83+27.12
1014.71+4.41
613.93+9.29

6459.16+152.31
7719.83+186.57

258.48+13.66
517.61+18.95
199.95+15.28
916.12+34.99
2670.37+58.15
984.69+5.25
973.95+23.38
696.97+11.08
6442.05+98.00

15960.45+417.09

872.97+37.26
1456.93+47.63
5462.58+244.16
3719.96+72.88
1879.88+57.26
76.02+4.91
4.62+1.61
tr.

11143.05+278.02
13561.73+£309.15

568.80+19.55
859.17+17.82
320.60+£152.21
2491.46+201.37
2044.25+122.89
831.60+17.54
1086.50+63.91
850.64+65.95

7625.05+308.26
9145.10+316.85

393.08+32.43
552.21+36.60
12.07+2.54

4.39+1.15

8.90+1.74
n.d.
n.d.
n.d.

25.36+4.61
11728.61+739.30

922.54+65.92
1245.52485.75
81.97+7.77
8.94+0.51
15.27+6.36
n.d.
n.d.
n.d.

106.19+10.93
11674.19+601.58

378.61+70.01
598.08+102.53
431.01+247.15
188.64+10.22
734.86+255.70
335.94+85.43
323.66+108.37
203.99+79.62

2218.11+300.72
3128.79+265.63

594.26+101.68
747.42+122.94
1120.46+426.21
632.07+75.43
1831.36+793.86
820.32+270.97
825.52+261.30
500.92+159.30

5730.65+1133.87
7102.41+1018.00

t.r.: traco; n.d.: ndo detectado, abaixo do limite detec¢@o do método.
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5.2 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante da cerveja esté relacionada, em sua maioria, a
presenca de compostos fendlicos oriundos do malte e do ldpulo. Contudo, as
adicdes de novos ingredientes, durante as etapas de producéo da bebida, também
podem contribuir para o aumento desta atividade. A analise do potencial antioxidante
da cerveja é importante ndo s6 para correlacionar com determinados compostos
frequentemente encontrados em sua composi¢ao, mas também para poder estimar
0s possiveis beneficios de seu consumo.

Antioxidantes s&o classificados como compostos que possuem a capacidade
de retardar e/ou prevenir a oxidacdo de determinado substrato. Este composto
precisa ter substituintes doadores de elétrons ou hidrogénio, capacidade de
deslocamento do radical formado, ser quelante de metais, além de conseguir
atividade em sitios lipo e hidrofilicos. Entre os principais antioxidantes de origem
natural estdo a vitamina C, compostos fendlicos, carotenoides e tocoferois
(SHAHIDI, 1996).

Para avaliar a atividade antioxidante das cervejas foram utilizados diferentes
ensaios, 0s quais tiveram seus resultados ilustrados na tabela 5. No geral, as
amostras apresentaram melhor atividade antioxidante no ensaio de ABTS, quando
comparado a ensaio DPPH. Segundo SOUSA et al. (2007), a porcentagem de
atividade antioxidante corresponde a quantidade de DPPH e ABTS consumida pelo
antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentragdo inicial de DPPH/ABTS em 50% é denominada concentracao inibitoria
(CI150). Quanto maior o consumo destes reagentes por uma amostra, menor sera a
sua CI50, portanto maior a sua atividade antioxidante. O ensaio de DPPH costuma
ser utilizado quando as substancias antioxidantes sdo mais solUveis em solventes
organicos, enquanto o ensaio de ABTS tem a vantagem de poder ser utilizado para
amostras tanto de carater hidrofilico quanto lipofilico (SUCUPIRA et. al, 2012).

Partindo deste principio, podemos observar que a amostra ABC (camu-camu)
foi a que apresentou maior atividade antioxidante tanto no ensaio de DPPH quanto
ABTS, apresentando inibigcdo de 5,15+1,60 mmol/L equilaventes de trolox e 12,66 *
0,13 equilaventes de trolox, respectivamente. A alta atividade da amostra ABC pode
ser relacionada com seus altos teores de fendis totais (308,80+2,84 mg/L eq. acido

galico) e flavonoides (222,29 +£1,02 mg/L eq. quercetina). Nos ultimos anos, o camu-



camu tem sido amplamente estudo devido seus altos teores de vitamina C (4000
mg/ 100g de polpa). Essa vitamina, assim como sua forma oxidada, &cido
desidroascorbico, possuem elevada atividade antioxidante (CUNHA-SANTOS et al.,
2019). Além do seu alto teor de vitamina C, vitaminas do complexo B e vitamina A,
este fruto possui inimeros fitoquimicos bioativos, incluindo compostos fendlicos
como flavonoides e acidos fendlicos (CASTRO; MADDOX; IMAN, 2018).

Tabela 5- Andlise da atividade antioxidante das cervejas

Caodigo ABTS DPPH ~ Fenois Flavonoides
das amostras mmol/L mmol/L Acido gélico Quercetina
Trolox Eqg. Trolox Eqg. Eq. mg/L eq. mg/L
ABC 12,66 + 0,13 5,15+ 1,60 308,80 + 2,84 222,29 +1,02
ABE 11,78 £ 0,01 0,90 + 0,26 208,10 + 0,63 83,44 + 2,45
ABP 10,80 £ 0,22 1,24 £ 0,22 171,31 +£1,27 114,63 £ 0,08
ABL 9,28 £0,21 0,18 + 0,09 131,17 £ 0,46 50,57 £ 0,50
ABB 8,63 +0,15 0,30 £ 0,05 106,71 £ 0,65 40,90 £ 0,45
ABA 8,14 +0,44 0,49 £ 0,10 290,12 + 1,64 199,52 £ 2,04
ABPU 6,35+0,17 0,74+0,14 158,29 £ 0,56 63,03+ 1,19
ABT 5,83 +0,30 0,83+0,01 141,79 £ 0,42 45,06 £ 1,15
TBM 5,69 + 0,56 0,18 + 0,05 182,55 + 0,48 39,13 +£0,61
TBC 4,50 £0,21 0,42 + 0,07 191,81 £ 0,61 83,78 £ 0,33
TBG 4,07 £ 0,09 0,26 £ 0,03 254,67 3,22 76,08 + 0,98
BJB 3,84 +£0,70 0,21 +0,07 157,02 £ 0,70 80,71+ 0,25
ABPL 3,08 £0,36 0,30 £ 0,07 83,29 + 0,30 43,82 +0,42
TBWI 2,40 +£0,18 0,10 £ 0,04 206,33+ 0,83 57,75+ 1,18
TBT 2,25+0,31 0,26 + 0,04 156,86 + 0,62 38,40 £1,08

A segunda amostra que apresentou maior atividade antioxidante no ensaio
ABTS foi a ABE (erva-chama) com 11,78+0,01 mmolL eq. trolox, atribuido aos altos
teores de fendlicos totais 208,10 + 0,63 mg/L eq. acido galico. A amostra ABP
(priprioca) foi a terceira cerveja com maior atividade antioxidante no ensaio de ABTS
10,80+0,22 mmolL eq. trolox e segundo maior valor no ensaio de DPPH 1,24+0,22
mmolL eq. trolox. Estes valores refletem os altos teores de compostos fendlicos
encontrados 171,31+1,27 mg/L eq. acido galico. As demais amostras acrescidas de
ingredientes amazoOnicos apresentaram resultados promissores de atividade
antioxidante, mostrando relacdo com os ingredientes adicionados conforme os
dados descritos na literatura.

Nesse contexto, HERRERA-CALDERON e colaboradores (2018) realizaram
um estudo objetivando-se a determinar atividades do extrato etanolico de priprioca

(Cyperus articulatus), como a atividade antioxidante. O extrato produzido apresentou
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o valor 2.28+0.08, mmol trolox/g no ensaio ABTS e CI50 de 16.9+0.1 mg/mL no
ensaio DPPH, com inibicdo de 75.50% em 26 mg/mL (planta:solvente). Puderam
concluir que a boa atividade antioxidante do extrato foi responsavel pelo efeito
anticonvulsivante da planta. A cerveja adicionada de priprioca obteve valor de
10,80+0,22mmol/L equivalentes de Trolox no ensaio ABTS e 1,24+0,22 mmol/L
equivalentes de Trolox no ensaio DPPH, sendo estes valores maiores que oS
apresentados no estudo anterior provavelmente devido a complexidade da cerveja,
uma vez que esta possui outros compostos antioxidantes provenientes de suas
demais matérias-primas.

A fruta acai (Euterpe precatoria) € conhecida por seu potencial antioxidante,
devido seus altos teores de antocianinas. Logo PEIXOTO e colaboradores (2016)
realizaram um estudo com o extrato hidroalcoolico do fruto a fim estudar suas
propriedades antioxidantes. No ensaio DPPH obtiveram CI50 3.83+0.04 ug.mg e
elevado teor de fendlicos totais 205 mg/L equivalente de acido gélico. A cerveja
adicionada de acai obteve valor de 8,14+0,44 mmol/L equivalentes de Trolox no
ensaio ABTS e 0,49 mmol/L equivalentes de Trolox no ensaio DPPH, além de teor
de fendlicos totais de 290,12+1,64 mg/L equivalente de acido galico. Os resultados
obtidos apresentaram valores maiores que os apresentados no estudo de Peixoto,
provavelmente devido a complexidade de compostos fendlicos encontrados na
cerveja.

Azevedo e colaboradores (2018) fizeram um estudo com o 6leo essencial de
puxuri (Licaria puchury-major), o qual avaliaram o potencial antioxidante do mesmo.
No ensaio de DPPH obtiveram 44,6% de percentual de inibicdo quando comparado
a quercetina; na atividade de eliminacdo de radicais ABTS obtiveram o valor de
977,3+25,2 uyM equivalentes de Trolox/ g de 6leo essencial. Os autores atribuiram as
atividades encontradas a presenca de compostos como os fenilpropanos safrole
(38,8%) e eugenol (6,1%), e aos monoterpenos, 1,8 -cineol (21,7%), que
apresentam importantes propriedades antioxidantes. A cerveja adicionada de puxuri
obteve valor de 6,35+0,17 mmol/L equivalentes de Trolox no ensaio ABTS e
0,74+0,14 mmol/L equivalentes de Trolox no ensaio DPPH. Os valores obtidos foram
maiores que o0s apresentados no estudo de Azevedo, provavelmente devido a

complexidade de bioativos encontrados na cerveja.
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Cabral e colaboradores (2016) avaliaram a capacidade antioxidante do extrato
hidroalcoodlico do fruto tapereba (Spondias mombin) e suas fracbes obtidas por
particdo liquido:liquido (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol).
Observaram no ensaio DPPH uma potencial doacdo de elétrons ou ions H + com
valores variando de eliminacdo de 66% a 76% para todas as amostras testadas. A
cerveja adicionada de tapereba obteve valor de 5,83 £+ 0,17 mmol/L equivalentes de
Trolox no ensaio ABTS e 0,83 = 0,01 mmol/L equivalentes de Trolox no ensaio
DPPH, além de apresentar teor de fendlicos totais de 141,79 + 0,42 mg/L
equivalentes de &cido galico. Em ambos estudos pdde-se observar a boa atividade
antioxidante do fruto, podendo ser atribuida ao seu teor de fendlicos totais.

Neri-numa e colaboradores (2013) avaliaram o potencial antioxidante do
extrato etandlico do fruto araca-boi (Eugenia stipitata), tendo em vista seus altos
teores de vitamina C e compostos fendlicos. Os polifendis totais foram determinados
pelo método de Folin — Ciocalteu e apresentaram valor de 184,05+8,25 mg de
equivalentes de acido galico / 100 g do fruto. A atividade de eliminacédo de radicais
DPPH foi IC50 0,69 £0,23 ug / mL. Concluiram o estudo constatando a boa atividade
do fruto no combate a radicais livres in vitro. A cerveja adicionada de araca-boi
obteve valor de 5,69 +0,56 mmol/L equivalentes de Trolox no ensaio ABTS e
0,18+0,05 mmol/L equivalentes de Trolox no ensaio DPPH, além de apresentar teor
de fendlicos totais de 182,55+0,48 mg/L equivalentes de acido géalico. Em ambos
estudos observou-se a boa atividade antioxidante do fruto, podendo ser atribuida ao
seu teor de fendlicos totais.

Pugliese (2010) obervou a atividade antioxidante e teor de fendlicos da
semente fresca de cupuacu e do cupulate, chocolate oriundo da semente do
cupuacu. Constatou que os valores de DPPH e fendlicos totais caem com o

processamento da semente, obtendo apds processamento inibicao do radical DPPH

de 8,3 + 0,6 uM/ equivalentes de trolox/g de cupulate e teor de fendlicos totais de 1,8

mg equivalentes de catequina/g de cupulate. A cerveja adicionada de cupulate
obteve valor de 4,07+0,09 mmol/L equivalentes de Trolox no ensaio ABTS e 0,26+
0,03 mmol/L equivalentes de Trolox no ensaio DPPH, além de apresentar teor de
fendlicos totais de 254+3,22 mg/L equivalentes de acido galico. A maior atividade

antioxidante e maior teor de fendlicos totais obtidos neste estudo, podem ser
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explicados pela presenca de compostos bioativos oriundo das demais matérias-
primas da cerveja.

Lalthanpuii e colaboradores (2018) estudaram a atividade antioxidante do
extrato metandlico de jambu (Acmella oleracea). As maiores atividades de
eliminacdo do radical DPPH do extrato metandlico e padrédo (&cido ascorbico) foram
58,70% e 70,58%, respectivamente. A IC50 do extrato foi considerado 5,19 pg/mL
enquanto o do padrao foi 4.11 pg/mL. A cerveja adicionada de jambu obteve valor de
3,84+0,70 mmol/L equivalentes de Trolox no ensaio ABTS e 0,21+0,05 mmol/L
equivalentes de Trolox no ensaio DPPH. Tendo em vista pesquisas anteriores, a
atividade antioxidante da cerveja BJB pode ser em partes atribuida a adicdo desta
planta em sua formulacao.

Sousa e colaboradores (2011) fizeram a elucidacdo de compostos
antioxidantes em poupas de frutas tropicais, dentre elas o bacuri (Platonia insignis).
Observaram um teor de 222,80 + 6,75 de carotendides (ug/100 g), 3,31.10-3+0,80
de antocianinas (ug/100 g), 0,95 £ 0,20 de flavonoides (ug/g), 35,71+0,00 de
vitamina C (mg/100 g), 8,57 £ 0,09 de fendlicos totais (mg acido galico/ 100 g
residuo de polpa de fruta). A presenca destes compostos pode explicar a boa
atividade antioxidante deste fruto in natura ou incorporado a alguma formulagéo
alimenticia. A cerveja adicionada de bacuri obteve valor de 4,50+0,42 mmol/L
equivalentes de Trolox no ensaio ABTS e 0,42+0,07 mmol/L equivalentes de Trolox
no ensaio DPPH, além do teor de fendlicos totais de 191,81+0,61 mg/L equivalentes
de acido galico. O maior teor de fendlicos totais observado neste estudo pode ser
explicado pela complexidade de compostos, de relevante atividade antioxidante,
encontrados na cerveja.

Em contrapartida, trés das quatro amostras controle utilizadas, TBT (Lager),
TBWI (Ale) e ABPL (Lager) foram as que apresentaram menor atividade antioxidante
no ensaio de ABTS, sendo 2,25 + 0,31; 2,40 + 0,18; e 3,08 + 0,36 mmol/ L trolox
equivalente, respectivamente. Dentre estas, a amostra controle ABPL foi a que
apresentou menor teor de fendlicos, expressando um resultado de 83,29 + 0,30 mg/L
equivalentes de acido galico; culminando em baixo teor de flavonoides totais 43,82 +
0,42 mg/L equivalentes de quercetina. Com exce¢do da amostra controle ABL, as
demais apresentaram menor atividade antioxidante quando comparadas as
amostras que possuem adicdo de ingredientes amaz6nicos em sua composic¢ao,

constatando o aumento de bioativos da bebida apds adicao destes ingredientes.
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Segundo Neto e colaboradores (2017), ao estudarem a atividade antioxidante
de vinte e sete cervejas comerciais brasileiras, constataram que o grupo de cervejas
to tipo Ale apresenta melhor atividade antioxidante e melhores valores de fendlicos
totais do que o grupo de cervejas Lager. Contudo, com o presente estudo nao foi
possivel fazer esta afirmacdo uma vez que das quinze amostras analisadas, nove
eram Ale e seis Lager, além de haver boas atividades em ambos os grupo. Em um
estudo realizado com trinta e quatro cervejas comercializadas em mercados
chineses, péde-se observar que o teor de fendlicos totais variou de 152,01 a 339,12
mg equivalentes de &cido galico/ L de cerveja. Ja a atividade antioxidante avaliada
pelo método de DPPH variou de 0,24 a 1,35 mmol equivalentes de trolox / L de
cerveja (ZHAO et. al, 2010). Estes achados reafirmam que a adicdo de ingredientes
amazonicos pode melhorar a atividade antioxidante de cervejas de fabricacéo
tradicional, uma vez que quando puras os teores de atividade antioxidantes séo de
aproximadamente 2 mmol equivalentes de trolox / L de cerveja.

O uso de ingredientes amazbnicos pode contribuir positivamente para
melhoria da capacidade antioxidante de cervejas, influenciando na estabilidade do
produto. Além do mais, a adicdo destes ingredientes tem potencial de oferecer
caréater funcional a esta bebida. Contudo, sdo necessérios estudos que quantifiquem
e caracterizem os compostos fendlicos e outros que possam contribuir para a
atividade antioxidante encontrada, tendo o cuidado de lembrar que acucares

redutores e aditivos podem afetar tais resultados.

5.3 Anélise do perfil guimico

O processo de purificagdo das amostras teve por intuito remover quaisquer
interferentes que pudessem impedir a deteccao do perfil quimico por ESI-MS,
dificultando o agrupamento das amostras segundo seus respectivos componentes
principais. Apds analise em ESI-MS, foi realizada a avaliacdo quimiométrica dos
dados, sendo notdria a distingdo de trés grupos. A figura 10A ilustra os grupos
formados, sendo o grupo 1, composto pela amostra BJB (jambu); grupo 2
representado pelas amostras ABP (priprioca), ABA (acai) e ABC (camu-camu); e 0 3
pelas demais amostras (controles, bacuri, puxuri, tapereba, erva-chama, araga-boi e
cupulate). Em contrapartida, na figura 10 B é possivel observar quais ions
propiciaram tais agrupamentos. fons m/z 345 e 359 deram origem ao grupo 1; os

ions m/z 238, 377 e 210 deram origem ao grupo 2; e os ions m/z 361 e 347 deram
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origem ao grupo 3. Através dos espectros de fragmentacdo desses ions, foi
realizada a comparacdo com fragmentagbes previamente descritas. Em seguida,
uma analise dos espectros de MS/MS destes marcadores foi realizada, sendo
possivel observar fragmentos chave descritos anteriormente para iso-a-acidos
(VANHOENACKER; KEUKELEIRE; SANDRA, 2014).

O espectro de MS/MS do ion de m/z 347 (Grupo lll) apresentou como
principais fragmentos os ions de m/z 181, 233 e 329, sendo estes consistentes com
a estrutura do iso-a-acido cis-isocohumolona. Ja o ion de m/z 361 (Grupo Il
evidenciou a importancia os ions de m/z 195, 247 e 343, estando este padrédo de
fragmentacao de acordo com a estrutura do iso-a-acido cis-isohumulona. Embora os
ions responsaveis pela segregacdo dos grupos | (m/z 345 e 359) e Il (m/z 363 e 377)
nao tenham sido atribuidos, estes apresentaram evidéncias de iso-a-acidos. Os
espectros de MS/MS dos ions de m/z 345 e 363 apresentaram um pico base de m/z
181, semelhante ao observado para a estrutura do iso-alfa-acido cis-isocohumolona,
sugerindo se tratar de estruturas analogas. Por outro lado, os espectros de MS/MS
dos ions de m/z 359 e 377 evidenciaram um pico base de m/z 195, sugerindo se
tratar de estruturas analogas ao iso-a-acido cis-isohumulona.

Os a-acidos representam uma das classes de compostos mais importantes
encontrados nas glandulas de resina do ldpulo, os quais sdo amplamente
conhecidos por conferir sabor amargo a cerveja, assim como preservar a
estabilidade da espuma e fazer o controle microbiano da bebida. Contudo, para
exercer tais funcdes precisa sofrer processo de isomeriza¢cdo, uma vez nao possuli
boa solubilidade em &gua (CABALLERO; BLANCO; PORRAS, 2012). Sao
conhecidos cinco analogos de a-acidos, dentre eles cohumulona, humulona,
adhumolona, pré-humulona e pés-diumulona, sendo os trés primeiros 0s principais
representantes da classe. Cerca de 15% da resina acida do lupulo é formada por
adhumolona, 20 a 50% por cohumulona e 20 a 50% por humulona, dependendo do
tipo de lupulo utilizado (JASKULA et al, 2007). Durante a fabricacdo da cerveja,
ocorre a elevagdo da temperatura do mosto, a qual é responsavel pela isomerizagéo
térmica dos a-acidos em iso-a-acidos (isohumulona, isocohumulona e
isoadhumulona). Estes compostos sdo de natureza moderadamente acida,
solubilizando-se melhor em cervejas do tipo lager devido seu pH de 4,2 a 4,4,
podendo conferir sabores amargos intensos (CABALLERO; BLANCO; PORRAS,
2012).
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Em estudo realizado por FLORES-CALDERON et al. (2017), foi possivel
quantificar através da técnica de HPLC os teores de iso-a-4cidos em 8 estilos de
cervejas e em seus respectivos mostos. Evidenciou-se maiores teores destes
compostos no mosto (21.4-33.5 mg/L) que na cerveja madura (15.2-21.3 mg/L),
sendo a cerveja do estilo 8, de composi¢cdo Caramel malt (15%), chili (10 g/L), hops
(2 g/L), a que apresentou maiores teores desta classe em comparacdo com as
demais. BAIANO e TERRACONE (2013) ao analisarem nove amostras de cervejas
do mercado local da cidade Foggia (Italia), fizeram um estudo a fim de correlacionar
a atividade antioxidante da cerveja com a presenca de iso-a-acido e fendlicos totais.
Os iso-a-acidos trans-di-hidro-isocohumulona e cohumulona foram os compostos
mais abundantes nas amostras do presente estudo. Entretanto, foi possivel observar
gue o teor de iso-a-acido ndo é correlacionavel com a capacidade antioxidante das
cervejas adicionadas de ingredientes amazodnicos, apenas com o teor de fendlicos
totais. Dessa forma, acredita-se que a elucidacéo da composicdo de flavonoides e
acidos fendlicos utilizando técnicas como HPLC-ESI-MS seria mais adequada para
encontrar correlacdes entre esses compostos e a capacidade antioxidantes das

cervejas e que trabalhos futuros podem ser focados nessa abordagem.
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Figura 12 — Analise do perfil de fendlicos das cervejas. A) Score plot PC 1, 2, 3; )Biplot PC 1, 2,3
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6. CONCLUSAO

Foi possivel observar que as cervejas analisadas eram de carater acido (4,21-
5,64), contudo as demais caracteristicas fisico-quimicas variaram bastante entre si,
fato atribuido a insercédo de diferentes ingredientes em sua fabricacdo. A amostra
ABB (bacuri) foi a que apresentou o maior teor de acUcares totais, sendo 0s
monossacarideos (glicose) a classe mais abundante representada pela glicose. No
entanto, a amostra ABPL (controle) foi a que apresentou menor teor de agucares,
sendo os malto-oligossacarideos (maltotetraose) a classe mais abundante.

Na avaliacdo da atividade antioxidante a amostra ABC (camu-camu) foi a que
apresentou maior atividade antioxidante tanto no ensaio de DPPH quanto ABTS,
apresentando inibicdo de 5,15 + 1,60 mmol/L eq. de trolox e 12,66 + 0,13 mmol/L eq.
de trolox, respectivamente. Esta atividade pode ser atribuida aos seus altos teores
de fendis totais (308,80 + 2,84) e flavonoides (222,29 + 1,02). A amostra ABPL,do
grupo controle, foi a que apresentou menor teor de fendlicos, expressando um
resultado de 83,29 + 0,30 mg/L equivalentes de &cido gélico; culminando uma baixa
atividade antioxidante. A adicdo de ingredientes amazonicos, no geral, melhorou as
propriedades antioxidantes das amostras quando comparadas as amostras controle
(sem adicao de ingredientes).

Com a analise quimica por ESI-MS, seguido da analise quimiométrica, foi
possivel observar a formacdo de 3 grupos, sendo orientada pelos ions m/z 345 e
359 (grupo I); os ions m/z 238, 377 e 210 (grupo 1l); e os ions m/z 361 e 347 (grupo
[I). Devido ao padrdo de fragmentacdo destes ions principais, foi possivel observar
a presenca dos iso-a-acidos cis-isocohumolona e cis-isohumulona. Tendo em vista a
importancia econbmica e cultural da cerveja e dos ingredientes de origem
amazobnica, novos estudos devem ser realizados a fim de elucidar outras

propriedades biolégicas de cervejas acrescida destes ingredientes.
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7. CRONOGRAMA
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