SERVICO PUBLICO FEDERAL

MINISTERIO DA EDUCACAO
r UNIVERSIDADE FEDERAL DE
} UBERLANDIA &

Faculdade de Engenharia Quimica
Programa de Pos-graduag@o em Engenharia de Alimentos

ADRIANA MARIA LEUZZI DE CASTRO COUTO

Patos de Minas - MG
2023



ADRIANA MARIA LEUZZI DE CASTRO COUTO

Analise de compostos fenolicos e atividade antioxidante nas

etapas da producao de cerveja

Dissertagao de mestrado
apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia de Alimentos
da Universidade Federal de Uberlandia
campus Patos de Minas

Orientadora: Prof? Dr.* Vicelma Luiz
Cardoso

Coorientadores: Prof? Dr®. Libia Diniz
Santos e Prof. Dr. Marcos de Souza Gomes

Patos de Minas - MG
2023



FICHA CATALOGRAFICA

Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacio (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

C871a
2023

Couto. Adrnana Maria Leuzzi de Castro, 1981-

Amnilise de compostos fendlicos e atividade antioxidante nas etapas
da producgio de cerveja [recurso eletrdnico] / Adnana Maria Leuzz de
Castro Couto. - 2023,

Orentadora: Vicelma Luiz Cardoso.

Coorientadora: Libia Diniz Santos.

Coorientador: Marcos de Souza Gomes.

Dissertagdo (mestrado) - Umiversidade Federal de Uberlindia,
Campus Patos de Minas, Programa de Pos-Graduacio em Engenhana de
Alimentos.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://do1.org/10.14393/ufu.d1.2023.7121

Inchu bibliografia.

Inclu 1lustragdes.

1. Tecnologia de alimentos. I Cardoso. Vicelma Lwz. 1960-,
(Orient ). IT. Santos, Libia Diniz, 1978-, (Coorient ). IIT. Gomes, Marcos
de Souza, 1981-, (Coorient.). IV. Universidade Federal de Uberlindia.

Campus Patos de Minas. Programa de Pos-Graduacio em Engenhana de
Alimentos. V. Titulo.

CDU: 664

Glona Aparecida
Bibliotecania Documentalista - CRB-6/2047

77

77



111

Dedico esta dissertagdo primeiramente a Deus,
pois todo o meu viver € teu, aos meu marido Silvio, as
minhas filhas Melissa e Estela, minha mae Eliane; pela
dedicacao e compreensao durante essa e todas as outras

caminhadas.

Ao Senhor tudo dai gragas...



v

AGRADECIMENTOS

A realizacao deste projeto de pesquisa s6 foi possivel porque Deus trilhou o meu
caminho e devido ao apoio recebido de varias pessoas que de alguma forma contribuiram
direta ou indiretamente e, no qual, sou muito grata a todos.

Ao meu esposo, filhas e mae, que nunca me deixaram desistir, sempre tornaram os
momentos dificeis mais brandos e sempre acreditaram no meu potencial;

As minhas irmés, que sempre me incentivaram a trilhar o caminho académico;

Aos meus colegas de trabalho, que sempre contribuiram com a minha busca pelo
conhecimento;

Aos meus Professores e professoras, em especial a Dra Vicelma, Dra Libia e Dr.
Marcos, que me acompanharam de perto nessa ardua caminhada contribuindo vigorosamente
na elaboragao deste trabalho;

Aos técnicos do Laboratério e alunos da Biotecnologia, que de alguma forma
colaboraram com o desenvolvimento da pesquisa;

A empresa Aggregare Cervejaria Eireli, que me apoiou dando suporte durante essa
dificil tarefa de conciliar trabalho, estudos e familia.

E por fim aos meus amigos que sempre me arrancaram sorrisos e estiveram sempre

ao meu lado.



“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas
lutei para que o melhor fosse feito. Nao sou o que deveria
ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes”.

Marthin Luther King



78

ATA DE DEFESA

ATA DE DEFESA - POS-GRADUACAC

Programa de Pés-Graduagio em: | Engenharia de Alimentos

Defesa de: Dissertacio de Mestrado Académico n. 8/2023 - PPGEA

Data: Trinta e um de julho de dois mil e vinte e trés Hora de inicio: 14:00 Hora de encerramento: 16:30
Matricula do Discente: 42112EALO11

Nome do Discente: Adriana Maria Leuzzi de Castro Couto

Titulo do Trabalho: Analise de compostos fendlices e atividade antioxidante nas etapas da producio de cerveja

Area de concentrag3o: Engenharia de Alimentos

Linha de pesquisa: Processos Biotecnoldgicos

Retine-se por webconferéncia (Webex) a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-graduacdo em Engenharia de Alimentos, assim composta: Dra. Vicelma Luiz Cardoso
(Presidente), Dra. Gislaine Fernandes (Membro Externo) e Dr. Neiton Carlos da Silva (Membro UFU).

os trabalhos, a presidente da mesa apresentcu a Comissdo Examinadora e a discente, agradeceu a participagio do publico, e concedeu & discente a palavra para a exposicio do seu trabalho. A
duracdo da apresentacio da mesma se deu em conformidade &s normas do Programa.

A seguir, a senhora presidente concedeu a palavra &s examinadoras, que passaram a arguir a discente. Ultimada a arguicio, que se desenvolveu dentro dos termos legais, a Banca Examinadora, em sessdo
reservada, atribuiu o conceito final, considerando a discente:

Aprovada
Esta defesa de Dissertagio de Mestrado Académico integra os requisitas 3 obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia de Alimentos.
0 competente diploma ser3 expedido apds cumprimento dos demais requisitos, conforme as normas do Programa, a legislag3o pertinente e a regulamentacdo interna da UFU.

Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente ata que apés lida e achada conforme serd assinada pela Banca Examinadora.

Documento assinado eletronicamente por Neiton Carlos da Silva, Professor(a) do Magistério Superior, em 31/07/2023, as 16:26, conforme hordric cficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
Decreto n2 8.538, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Vicelma Luiz Cardoso, Professor(a) do Magistério Superior, em 31/07/2023, &s 16:27, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Gislaine Fernandes, Usudrio Externo, em 31/07/2023, as 16:36, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de & de
outubro de 2015.

78



vi

SUMARIO
RESUMO......ccccevueerurcrursuecncee viii
ABSTRACT ..uiiiirineinenseicsnisesssisssissesssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss ix
INTRODUQGAO . .....coreenerererrssesesssesssssesesessssssssessssssssssssessssssssssssessssssssssesssssesass 1
CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA: ESTABILIDADE DOS
COMPOSTOS FENOLICOS DURANTE O PROCESSAMENTO DA CERVEJA E
ALTERNATIVAS PARA MELHORAR SUA BIODISPONIBILIDADE ..........cccceeueu. 3
1.1 COMPOSTOS FENOLICOS ......covvvumriimriimrimeeiseessneessnsessssssssesessssssonees 3
L1.1 AcCidoSs FENOLCOS. ......o.veveeeeeeeveeeeeeeeeeeeeeee e 6
L.1.2 FIAVONOIAES ...cuveiuieiieieeiieeiieee et 8
L.1.3 0 TaNINOS eeeitieiieeeet ettt st et et 10
1.2 COMPOSTOS FENOLICOS NA CERVEJA ......c.cooovviimeeeeeeeseeeeeen. 11
1.3 MATERIAS PRIMAS DA CERVEJA .....cooooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 14
1.3.1 Malte de Cevada .......ccceeviiiiiiiiiiiieeee e 14
1.3.2 LUPULO ettt et e n 15
1.3.3  LeVEAUIA ..oocuviiiiieccee ettt 17

1.4 COMPOSTOS FENOLICOS DURANTE O PROCESSAMENTO DA
CERVEJA 18

1.4.1 Malteacdo da Cevada..........ccoueeeeuvieeiiiiieiieeeie e 18
1.4.2 Processo de fabricag@o da Cerveja........coovuvrviienieniienienieeieeieeeee e 20

1.5 ALTERNATIVAS PARA MELHORAR A BIODISPONIBILIDADE DOS
COMPOSTOS FENOLICOS NA CERVEJA ........ooooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26

1.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coioeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 28

CAPITULO 2 - ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE NAS ETAPAS DA PRODUCAO DE CERVEJA 41

2.1 INTRODUGCAO ... 41



vil

2.2 MATERIAL E METODOS .....coovuiiiiiiieieeieriseiseeisseessssssse oo 41
221 MaAteTial ..o e 41
2.2.2  MetodOlOZIa .....ooviieiieiieeiieie ettt 46

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO ..o 51
0 TR B o ¥ | o USSR 52
2.3.2  BrAPA 2 oottt e enas 59
2.3.3 Teor de Antioxidantes por DPPH e ABTS .......ccccooviiiiiiieieee 66

24 CONCLUSOES .....oovuiiriiieiriieeineiesieesessese st sssessesssesenns 70

2.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coooeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 71



viil

RESUMO

Nos ultimos anos o interesse nutricional da cerveja tem aumentado por ela ser rica em
compostos com propriedades antioxidantes. Estudos sobre antioxidantes, especialmente
compostos fendlicos de cerveja e matérias-primas tém sido cada vez mais explorados. Os
fenolicos da cerveja sdo principalmente originados do malte de cevada, seguidos pelo lapulo,
por conta de suas proporg¢oes utilizadas na fabricacdo da cerveja. Porém, a técnica de dry
hopping e adi¢ao de frutas podem ser boas alternativas para aumentar a biodisponibilidade
de fendlicos na cerveja, beneficios tanto para a sua estabilidade quanto para a saude do
consumidor, visto que sdo produtos ricos em compostos bioativos. Considerando o exposto,
0 objetivo desse estudo foi produzir cervejas com alto teor de fendlicos e alta capacidade
antioxidante. O trabalho foi dividido em duas etapas, com o intuito de avaliar primeiramente
as matérias-primas (maltes e leveduras) que trariam os melhores resultados de fenolicos e
capacidade antioxidante e, posteriormente, melhorar esses resultados com o incremento de
morango e lapulo pela técnica de dry hopping. Foi produzida uma cerveja com malte 100%
Pilsen de cevada e uma cerveja com maltes Pilsen de cevada e malte de trigo na proporcao 50:50.
Durante a mosturag@o as amostragens ocorreram apos as rampas de temperatura, desde a arriada
(momento em que misturamos o malte moido a dgua) até o final da fervura. Para os testes com
levedura Lager foram utilizadas as temperaturas de 12°C na fermentacdo, 8°C na maturagao
e 0°C na clarificagdo. Para os testes com levedura Ale foram utilizadas as temperaturas de
20°C na fermentacao, 12°C na maturacao ¢ 0°C na clarifica¢do. Foram realizadas as analises
fisico-quimicas (pH, densidade, agucares e fenolicos totais) das amostras retiradas durante o
processo de mosturagdo, apos a fermentacdo, maturacao e clarificagdo. O melhor resultado de
fenolicos totais obtidos na primeira etapa foi na cerveja produzida com Malte Pilsen de cevada
e levedura Lager. Prosseguiu-se entdo para a segunda etapa adicionando-se o morango e o lupulo
durante a fermentagdo. As amostragens ocorreram conforme a primeira etapa, mas também
retirou-se uma amostra durante a fermentagdo, antes de adicionar a fruta e de realizar o dry
hopping. Os melhores resultados obtidos tanto com relag@o ao teor de fendlicos totais quanto
a quantidade total de antioxidantes foram nas cervejas produzidas com malte Pilsen de
cevada, levedura de baixa fermentagdo e adicdo de morangos e lupulo por dry hopping na
etapa de fermentacdo, comprovando assim o enriquecimento de compostos bioativos que

podem aumentar sua vida de prateleira e saudabilidade ao consumidor.



ABSTRACT

In recent years, the nutritional interest of beer has increased because it is a product
rich in compounds with antioxidant properties. Studies on antioxidants, especially phenolic
compounds from beer and raw materials, have been increasingly explored. Beer phenolics
are mainly derived from barley malt, followed by hops, due to their ratios used in brewing.
However, the dry-hopping technique and fruit addition can be good alternatives to increase
the bioavailability of phenolics in beer, benefits both for its stability and for the health of the
consumer, since they are products rich in bioactive compounds. Considering the above, the
objective of this study was to produce beers with a high phenolic content and high
antioxidant capacity. The work was divided into two stages, with the aim of evaluating the
raw materials (malts and yeasts) that would bring the best results in terms of phenolics and
antioxidant capacity and, subsequently, improving these results with the increment of
strawberries and hops using the dry hop technique. The beers were produced with 100%
Pilsen barley malt and with Pilsen barley malts and wheat malt in a 50:50 ratio. During the
beer mashing, the samples were collected after temperature ramps, from the lowering
(moment when we added the ground malt to the water) until the end of the boil. For tests
with Lager yeast, temperatures of 12 °C were used for fermentation, 8§ °C for fermentation
and 0 °C for clarification. For the tests with Ale yeast, temperatures of 20 °C were used for
fermentation, 12 °C for maturation and 0 °C for clarification. Physical-chemical analyzes
(pH, density, sugars and total phenolics) were carried out on samples collected during the
mashing process, after fermentation, maturation and clarification. The best result of total
phenolics was obtained in the first stage of the beer produced with barley Pilsen malt and
Lager yeast. Then, we proceeded to the second stage of the process by adding the strawberry
and hops during fermentation. The sampling took place similar to the first stage, but it was
also taken during fermentation, before adding the fruit and performing dry hopping. The best
results in relation to the total phenolic content and the total amount of antioxidants were
obtained in the beers produced with barley Pilsen malt, bottom fermentation yeast and
addition of strawberries and hops by dry hopping in the fermentation stage, thus proving the

enrichment of bioactive compounds that can increase its shelf life and consumer health.



INTRODUCAO

A cerveja ¢ uma das bebidas mais consumidas no mundo e sua produgdo ¢ conhecida
desde a antiguidade. Devido a sua capacidade antioxidante, a cerveja € capaz de melhorar a
atividade antioxidante plasmatica reduzindo o risco de doencas cardiovasculares. Além
disso, os compostos fendlicos presentes na cerveja auxiliam na estabilidade coloidal e no
sabor, atuando no aumento da vida 1til da bebida e preservando as qualidades sensoriais
através da acdo dos antioxidantes (ZHAO; ZHAO, 2012).

A estabilidade da cerveja depende de varios fatores, como microbiologia, turbidez,
sabor, aroma e estabilidade da espuma. Entre os fatores que influenciam o envelhecimento
da cerveja, as reagdes de oxidagdo desempenham um papel crucial na deterioragcdo da
qualidade da cerveja (BAMFORTH, 1999),

No processo de produgdo, a adicao de lupulos, cereais e malte leva a um maior teor
de compostos antioxidantes naturais na cerveja, principalmente compostos fendlicos, e
também produtos da reacdo de Maillard e sulfatos. Como os principais antioxidantes
endogenos da cerveja sao os compostos fenolicos advindos das matérias primas, os mesmos
sao de particular interesse para os cervejeiros por desempenharem um papel fundamental
durante o processo de fabricacdo de cerveja, pois sua manuten¢cdo durante o processo
produtivo pode retardar ou impedir os processos de oxidacdo do produto final (ZHAO;
ZHAO, 2012).

Os compostos fendlicos mais importantes encontrados em cervejas comerciais sao
xanthohumol (originado do lupulo), fenodlicos do malte (por exemplo: acidos fendlicos,
flavanois e flavonois), compostos aminofendlicos, pré-antocianidinas e taninos (ZHAO et
al., 2010). Todos estes compostos sdo responsaveis por importantes caracteristicas das
cervejas, como cor, aroma, sabor, estabilidade coloidal e capacidade de interagir com
proteinas, causando turbidez. No entanto, a concentracdo fendlica e o perfil das cervejas
dependem de vérios fatores, ndo so6 do estilo da cerveja, mas também da composi¢ao das
matérias-primas empregadas durante o processo cervejeiro, o que também influencia na
composi¢ao desses compostos (BORONAT et al., 2020).

O principal ingrediente da cerveja ¢ o malte, principalmente de cevada, que ¢ que o
resultado de uma digestdo enzimatica operada por uma série de amilases produzidas pelo
cereal na etapa de germinagao (OLANIRAN et al., 2017). Cerca de 80% dos compostos

fenolicos da cerveja se originam do malte de cevada e os 20% restantes vém do lupulo. Os
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compostos fendlicos da cevada existem nas formas livre e ligada e podem ser classificados
em fendis simples, acidos fendlicos, derivados do 4cido hidroxicinamico e flavondides,
dependendo de sua estrutura. Os flavonoides sdo os principais compostos fendlicos livres na
cevada, enquanto os compostos fendlicos ligados sao ligados aos polimeros da parede celular
e sdo principalmente acidos fenolicos (DVORAKOVA et al., 2008).

O lupulo ¢ adicionado na cerveja pra transmitir amargor, aroma e estabilidade
microbiologica. Considerando as adi¢oes tradicionais de lupulo no processo de produgdo da
cerveja, onde eles sdo empregados para atingir o amargor desejado em cervejas, os polifendis
de ltpulo constituem de 20% a 30% do total de polifendis da cerveja. Os ingredientes mais
valiosos do lupulo s3o agrupados em resinas duras e macias, polifendis e dleos essenciais
(ALMAGUER et al., 2014). A maioria do lupulo produzido ¢ processada em pellets de
lupulo, extratos de lupulo e produtos isomerizados € o conteudo total de polifendis e sua
atividade redutora diminuem durante seu armazenamento (MIKYgKA; KROFTA, 2012).

Porém, além das caracteristicas das matérias primas, o processo de fabricacdo de
cerveja e as condi¢des de armazenamento tém impactos profundos nos compostos fendlicos
presentes na cerveja final. Assim, este trabalho tem como objetivo trazer uma visdo geral
sobre os efeitos das etapas de processamento sobre os compostos fendlicos na cerveja
visando entender sua formacao e evolucdo durante a fabricagdo de cerveja. O trabalho foi
dividido em dois capitulos, sendo o primeiro uma revisao sobre os principais compostos
fenodlicos das matérias primas da cerveja, a estabilidade dos compostos fendlicos durante o
processamento da cerveja e as melhores maneiras de enriquecer a cerveja com esses
compostos. O segundo contendo um delineamento de experimentos de produgdo de cervejas,
com analises fisico-quimicas desde o processo produtivo até o produto final (mosturacao,
fermenta¢do, maturacdo e clarificagdo), e a introdu¢do de agentes ricos em compostos
bioativos (morangos e lupulo na fase fria do processo, mais especificamente durante a
fermentagdo) como uma forma de enriquecer a cerveja com compostos fendlicos e

consequentemente sua atividade antioxidante.



CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA:
ESTABILIDADE DOS COMPOSTOS FENOLICOS DURANTE O
PROCESSAMENTO DA CERVEJA E ALTERNATIVAS PARA AUMENTAR SUA
BIODISPONIBILIDADE

1.1 COMPOSTOS FENOLICOS

A cerveja ¢ uma das bebidas mais consumidas do mundo, devido ao seu sabor fresco
e sua biodisponibilidade. Sua histdria se estende por mais de 5.000 anos, desde os antigos
sumérios, passando pelos fabricantes de cerveja ao longo da lei de pureza alema de 1516 até
a fabricag¢do de cerveja industrial moderna (WANG et al., 2016). Segundo a legislagao
brasileira (BRASIL, 2019) cerveja € a bebida resultante da fermentacao, a partir da levedura
cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a
um processo de coc¢do adicionado de lupulo ou extrato de lipulo, hipdtese em que uma parte
da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser substituida parcialmente por adjuntos
cervejeiros.

Durante o processo de producao, a adi¢ao de lupulos, malte e adjuntos leva a um maior
teor de compostos antioxidantes na cerveja e, principalmente compostos fenolicos, produtos
da reagdo de Maillard e Sulfatos (ZHAO et al., 2013). Como Bamforth (1999) afirmou,
“existem poucos topicos mais intimidantes na ciéncia da cerveja do que os polifendis: a
complexidade é imensa”. E devido a esse alto nivel de diversidade que ainda falta
conhecimento sobre o destino de algumas substancias fenolicas desde as matérias-primas até
a cerveja final e sua influéncia na qualidade da cerveja.

As substancias fenolicas desempenham um papel fundamental na qualidade da
cerveja, uma vez que influenciam todos os parametros de qualidade da cerveja, como aspecto
visual, estabilidade do sabor, cor e clareza do liquido. No entanto, como a importancia das
substancias fenolicas para a capacidade de reducdo e sabor de uma cerveja sempre foi
investigada, o interesse dos pesquisadores mudou para a preservacdo desses compostos
desde as matérias-primas até a cerveja final. Os compostos fendlicos derivados do lupulo e
do malte apresentam uma classe de substancias diversa e complexa que compreende fendis
simples e 4cidos fendlicos, bem como taninos condensados e hidrolisdveis (BORONAT et
al., 2020)

Os compostos fenolicos presentes na cerveja sao originados de graos de cereais usados

para a producdo de malte (por exemplo, cevada, milho, arroz, trigo, sorgo, milheto, aveia,
3



centeio e triticale), lapulo, bem como de outras matérias-primas ndo maltadas (FUMI et al.,
2011). Segundo Marova et al. (2011), entre os compostos fenolicos que ocorrem na cerveja,
os mais importantes sdo: xanthohumol e prenilflavonoides relacionados (originados do
lupulo), fenodlicos de malte (por exemplo, acidos fenolicos, flavandis e flavonois), bem como
proantocianidinas, taninos € compostos aminofendlicos.

O potencial reativo dos polifendis ¢ definido por sua estrutura quimica bdsica,
padrdes de hidroxilagdo substituicdo e grau de polimerizacdo. O perfil quantitativo e
qualitativo das substancias fendlicas na cerveja ¢ determinado pela escolha da matéria-prima.
Durante o processo de malteagdo e fermentagdo, os compostos fendlicos sofrem alteragdes
a medida que sdo extraidos ou liberados enzimaticamente, sdo submetidos a reacdes
quimicas induzidas por calor ou sdo precipitados ou adsorvidos a trub quente e frio, células
de levedura e agentes de estabilizagado (WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018).
Por serem potenciais anti ou pro-oxidantes, precursores do sabor, agentes aromatizantes e
serem parceiros de interagdo com outros constituintes da cerveja, eles influenciam nas
importantes caracteristicas de qualidade da cerveja: sabor, cor, estabilidade coloidal e
estabilidade do sabor (WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018).

Os compostos fendlicos sdo compostos com um ou mais anéis aromaticos acoplados
a um ou mais grupos hidroxila. Eles fazem parte de metabdlitos secundarios encontrados
principalmente em espécies de plantas com enorme diversidade estrutural. Eles podem
existir como glicosideos ou agliconas; matriz ou compostos de ligagao livre (SOCHA et al.,
2017); e compreendendo principalmente estruturas polimerizadas ou monoméricas. As
plantas podem sintetizar varios compostos organicos chamados metabolitos secundarios
durante os processos metabolicos normais ou em relagdo a certas condigdes ambientais,
incluindo feridas, temperatura, radia¢do ultravioleta, infeccdo e outros (ALARA;
ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021; CHEYNIER, 2012; TIAGO et al., 2017). Esses
metabolitos sdo agrupados em relacdo a ocorréncia de anéis fendlicos em suas estruturas e
nas estruturas que mantém o anel no lugar. Eles também desempenham uma variedade de
funcdes para as plantas, incluindo a defesa contra herbivoros e patdogenos, absorver luz,
atraindo polinizadores, reduzindo o crescimento de plantas, e provendo a relagdo simbiotica
com fixagdo de nitrogénio pelas bactérias (DAS; GOUD; DAS, 2019).

Os compostos fenolicos ocorrem como derivados funcionais, como ésteres metilicos

e glicosideos. Apesar de sua diversidade estrutural, eles sdo referidos como polifenois. Eles
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sdo encontrados na sua forma conjugada com poli e monossacarideos, ligados a um ou mais
compostos fendlicos (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Estruturalmente, os compostos fendlicos compreendem um anel aromatico, contendo
um ou mais substituintes hidroxil, e variam de moléculas fendlicas simples a compostos
altamente polimerizados (BRAVO, 1998). Alguns exemplos de estruturas de fendlicas sdao
apresentadas na Figura 1.1.

Segundo Harborne (1989) embora essa diversidade estrutural resulte numa ampla
gama de compostos fendlicos que ocorrem na natureza, os compostos fendlicos podem ser
categorizados em vdrias classes, ¢ na Tabela 1.1 apresentamos algumas delas e sua

ocorréncia em bebidas.

Figura 1.1 - Estruturas fenolicas

O OH
CHjy
| 9 OH
O A
OH
HO HO
Acido hidroxicindmico (acido fertlico) Acido hidroxibenzéico (4cido galico)

Tanino hidrolisado (proantocianidina) Flavonoide (flavonol)

Fonte: elaborado pelo autor (2022)



Tabela 1.1 - Classe de fenois, exemplos e bebidas onde sdo encontrados

Classe Exemplos Bebidas Referéncia
Acidos fendlicos Acido galico Cerveja  (MOURA-NUNES et al., 2016)
Acidos . o g Cerveja  (MOURA-NUNES et al., 2016)
o p-hidroxifenilacético
Fenilacéticos

Cerveja  (WANNENMACHER; GASTL;
Acido vanilico Cachaca BECKER, 2018)
Acidos (MENDES et al., 2011)
Hidroxibenzdicos Cerveja  (WANNENMACHER; GASTL;
Acido Siringico Cachaga BECKER, 2018)
(MENDES et al., 2011)

Cerveja  (WANNENMACHER; GASTL;
Acido cafeico Vinho BECKER, 2018)
Acidos Cerveja  (MITIC et al., 2014)

Hidroxicinamicos Acido Fertlico Vinho (WANNENMACHER; GASTL;
BECKER, 2018)
(MITIC et al., 2014)
Estilbenos Resveratrol Vinho (MITIC et al., 2014)
Cerveja  (WANNENMACHER; GASTL;
Catequina Vinho BECKER, 2018)
Flavanols (MITIC et al., 2014)
Cerveja  (WANNENMACHER; GASTL;
Epicatequina Vinho BECKER, 2018)
(MITIC et al., 2014)
Flavondides Xantohumol Cerveja  (DVORAKOVA et al., 2008)
Isoflavonodides Iso-xantohumol Cerveja  (DVORAKOVA et al., 2008)

De maneira geral, os principais compostos compostos fendlicos identificados na
cerveja incluem 4acidos fendlicos, flavondides, e taninos (ZHAO et al., 2010), conforme

ilustrado na Figura 1.2.

1.1.1 Acidos Fenolicos

Os 4acidos fendlicos tém sido amplamente estudados nas pesquisas da ciéncia
alimentar devido ao seu efeito antioxidante. Como ja dito por Das et al. (2019), eles sdo uma
subclasse dos compostos fenolicos. Geralmente ocorrem em plantas como ésteres ou
glicosideos conjugados com outros compostos naturais como acidos graxos, flavonoides,
esterois e glucosideos. Sao considerados fenodis que contém um anel fenolico e pelo menos

um 4cido carboxilico organico como grupo funcional. Segundo Heleno et al. (2015) eles



podem ser categorizados em trés grupos como Cs— C3, Cs— Cae Cs— C1 baseados na unidade
de carbono da cadeia lateral ligado ao anel fenolico.

Como relatado por Das et al. (2019), os acidos fenodlicos se dividem em &cidos
hidroxibenzoicos e acidos hidroxicinamicos. E possivel ver suas diferencas estruturais na
Figura 2.3. A estrutura geral dos acidos hidroxibenzoicos ¢ Ce-Ci. As hidroxilagdes e
metilacao do anel aroméatico em acidos hidroxibenzoicos sdo responsaveis pelas variacoes
nas estruturas individuais. Existem oito acidos fenolicos comumente classificados como
acidos hidroxibenzobicos, tais como p-hidroxibenzoéico, vanilico, seringico, gélico, veratrico,

acido gentisico, benzdico e protocatecuico (HELENO et al., 2015).

Figura 1.2 - Principais classes de compostos fendlicos encontrados na cerveja

Acidos

hidroxibenzéicos
Acidos
fendlicos

Acidos
hidroxicindmicos

g « Flavondis
fendlicos —> Taninos
Flavonas
Flavonoides _— Flavandis
\
Flavanonas

Antocianidinas

Isoflavonas

Fonte: elaborado pelo autor (2022)

Os 4acidos hidroxibenzoicos estdo presentes principalmente na forma solivel
conjugada com agucares ou acidos organicos, bem como na forma ligada afracdes da parede

celular (LENTZ, 2018).



Ja os 4cidos hidroxicinamicos sdo um grupo de compostos extremamente abundante
nos alimentos, e presume-se que cerca de um terco dos compostos fenolicos em nossa dieta
sao os acidos hidroxicinamicos. Dentro desse grupo inclui-se sete acidos fendlicos, como
feralico, caféico, sindpico, acido cindmico, acido o-cumarico, acido m-cumarico e acido p-
cumadrico. Os 4cidos hidroxicindmicos tém uma estrutura quimica simples que consiste em
uma estrutura fenilpropandide Cs-C3, e sdo o subgrupo principal de 4cidos fenolicos com
ampla distribui¢do nas plantas. Sdo encontrados principalmente no café, folhas de cha, frutas,
vegetais e graos inteiros (LENTZ, 2018). A Figura 1.3 mostra a estrutura dos acidos

hidroxibenzoico e hidroxicinamico.

Figura 1.3 — Estrutura basica dos acidos fendlicos

OH O
OH

OH H

Acido hidroxibenzoico Acido hidroxicindmico

1.1.2 Flavonoides

"

A palavra flavonoide se origina da palavra latina "flavus", e significa amarelo.
Portanto, inicialmente, apenas o grupo de compostos com um nucleo de flavona com
coloracdo amarela era considerado um flavonoide. Hoje em dia, o conceito de flavonoide ¢
usado em uma perspectiva mais ampla e inclui compostos incolores (flavan-3-ol) a coloridos
(flavanona), que ocorrem comumente em plantas. Os flavonoides sdo referidos como
vitamina P porque tem a capacidade de diminuir a fragilidade capilar e a permeabilidade em
humanos. Alguns flavonoides tém atividade poupadora de vitamina C, portanto, flavonoides
também sdo conhecidos como vitamina C2. A biossintese dos flavonoides ¢ parte da via do
fenilpropanoide que, além dos flavonoides, leva a formacdo de uma ampla gama de
compostos fendlicos (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

Uma fun¢do importante dos flavondides ¢ como agente corante de plantas. Eles

também tém algumas fung¢des importantes, como defender as plantas de radiagdes
8



ultravioletas destrutivas do sol, para inibir o ataque de parasitas, para controlar certas
atividades enzimadticas e atuar como substincias sinalizadoras. Também sdo responsaveis
por dar sabor a vdarios produtos vegetais que sdo usados para consumo humano. Os
flavonoides constituem um grupo de componentes vegetais naturais com base na
configuracdo Ce-C3-Cs no nucleo flavan. Quimicamente flavonoides sdo baseados em um
esqueleto de 15 carbonos que consiste em dois anéis de benzeno ligados por meio de um
anel pirano heterociclico (TIAGO et al., 2017).

Na Figura 1.4 pode-se observar a estrutura quimica dos flavonoides. Esses sdo
responsaveis pelas varias propriedades quimicas e bioquimicas. As principais classes de
flavondides presentes nas frutas e bagas sao os flavanois, flavondis, flavonas, flavanonas,

1soflavonas e antocianidinas (KUMAR; PANDEY, 2013).

Figura 1.4 - Estrutura geral e exemplos de flavonoides.

OH O OH O

Isoflavona (Genisteina) Flavonol (Quercetina) Flavanona (Taxifolina)

Fonte: CERQUEIRA (2007)

Na natureza, os flavonodides estdo disponiveis como agliconas, glicosideos e
derivados metilados. O aglicona ¢ a estrutura basica dos flavondides. O anel de seis membros
condensado com um anel de benzeno ¢ um a-pirona, como flavondis e flavanonas ou seu

dihidroderivativo como flavonois e flavanonas. Por substituinte benzenoide, a classe
9
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flavondide se divide em flavondides (2 posigdes) e isoflavondides (3 posi¢des). Flavonois e
flavanonas diferem um do outro por um grupo hidroxila na posi¢ao 3 e uma ligacao dupla Ca-

Cs (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002)

1.1.3 Taninos

Os taninos s3o polifendis soluveis em dgua encontrados principalmente em frutas,
sementes, flores e cascas. Seu peso molecular varia entre 500 e 3000 Daltons e sua estrutura
polifendlica ¢ composta por 12—16 grupos fenolicos e 5—7 anéis aromadticos por 1000
unidades de peso. Esses agentes ativos tém as vantagens de serem renovaveis,
ecologicamente corretos e seguros de usar, além de apresentarem uma interessante
capacidade antioxidante e antimicrobiana (CANO et al., 2021),

Segundo Leonard et al. (2021) a definicdo de taninos pode ser feita com base nas
suas estruturas moleculares e sua origem e papel na vida vegetal. Ele cita que os taninos sao
metabolitos polifendlicos secundarios da maioria das plantas, e sdo ésteres de galato e seus
derivados, onde porcdes de galato ou seus derivados estdo ligados a uma variedade de nucleos
de poliol, catequina e triterpenoide - galotaninos, elagitaninos e taninos complexos (taninos
hidrolisaveis), ou eles sdo proantocianidinas oligoméricas e poliméricas que podem possuir
diferentes padrdes de acoplamento e substituicdo de interflavanil (taninos condensados).

Galotaninos sdo os taninos hidrolisaveis mais simples, contendo um residuo
polifendlico e um poliol. Embora uma grande variedade de residuos de poliol serem
possiveis, a maioria dos galotaninos isolados de plantas contém um residuo de poliol
derivado de D-glicose. As fung¢des hidroxi dos residuos de poliol podem ser parcialmente ou
totalmente substituido com unidades de galato. No caso de substitui¢ao parcial com residuos
de galato os grupos hidroxilo restantes podem ser ndao-substituidos ou substituidos por varios
outros residuos. A maioria dos galotaninos substituidos por uma unidade de galato no centro
anomérico de sua unidade D-glucosil tem a configuragdo f no centro anomérico. Os
elagitaninos sdo os taninos encontrados em maior quantidade nos vegetais. S3o taninos
hidrolisdveis compostos por um nticleo de poliol, principalmente glicose, que ¢ esterificado
com acido hexahidroxidifénico (HHDP) e, em alguns casos, acido galico (ENOMOTO,
2021).

Os taninos condensados (ou proantocianidinas) compreendem um grupo de

oligdbmeros de polihidroxiflavan-3-ol e polimeros ligados por ligagdes carbono-carbono
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entre subunidades de flavonoides. Sua reatividade com moléculas de significancia bioldgica
tem consequéncias fisioloégicas e nutricionais. Seus multiplos grupos hidroxila fenolicos
levam a formagdo de complexos com proteinas, ions metalicos e outras macromoléculas
como polissacarideos. Eles s3o polimeros compostos por unidades flavonois

(KHANBABAEE; VAN REE, 2001).

12 COMPOSTOS FENOLICOS NA CERVEJA

Segundo a legislagdo brasileira, “cerveja € a bebida resultante da fermentacao, a
partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de coc¢ao adicionado de lupulo ou extrato de lapulo, hipdtese em
que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte poderd ser substituida parcialmente
por adjunto cervejeiro”. Existem aproximadamente 1000 a 2000 compostos quimicos na
cerveja e um desses compostos de caracteristicas importantes sdo os compostos fendlicos.
As substancias fenolicas tem papel determinante na cor, sabor, aroma, limpidez e grande
potencial antioxidante (WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018).

As cervejas também sao classificadas de acordo com o processo de fermentagdo em
cervejas de alta ou baixa fermentagdo. As Lagers, o tipo de cerveja mais consumido, sdo
produzidas por baixa fermentacdo, que se processa sob refrigeragao (normalmente entre 6 e
15° C). Apos a fermentacao, as células de levedura se depositam no fundo do fermentador e
geralmente sdo removidas. Em contraste, as cervejas do tipo Ale sdo produzidas por
fermentagdo “alta”, ocorrendo entre 16 e 24°C, ap6s o que as células de levedura sobem a
superficie do meio de fermentacdo, formando uma pelicula espessa que geralmente nao ¢é
completamente removida. Diferentes estilos de cerveja, como Pilsen (lager americana
padrdo), Bock, Weizen, Pale e Brown Ales, Rauchbier e muitas outras sdo originados de
variagdes no processamento, nas formulagdes e na composi¢ao dos ingredientes. Os estilos
de cerveja também podem variar entre as regides produtoras, de acordo com aspectos
culturais e disponibilidade de ingredientes (BAMFORTH, 1999).

Na fabricag@o da cerveja, dois componentes basicos se destacam neste aspecto, o
malte de cevada e o lapulo, pois apresentam em sua composi¢cdo compostos bioativos, em
especial, compostos fenolicos. Os compostos fendlicos sdo uma classe de compostos
quimicos, encontrados nas plantas, que podem ser classificados pelo tipo e nimero de anéis

aromaticos ligados a um grupo hidroxila subcomponentes(?) presentes. No processo de
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producdo, a adicdo de lupulos, cereais e malte leva a um maior teor de compostos
antioxidantes naturais na cerveja, principalmente compostos fendlicos (ZHAO et al., 2013).

Boronat et al. (2020) citam que existem evidéncias que sugerem que os efeitos
benéficos da cerveja resultam de um efeito aditivo entre o teor de alcool e os compostos
fenolicos contidos nela. Compostos fenolicos da cerveja derivam das suas matérias primas e
processo produtivo, sendo que 30% derivam do lapulo e 70% do malte de cevada e das
transformagdes que esses compostos sao submetidos durante o processo produtivo. As
classes estruturais de polifendis na cerveja incluem fenois simples, derivados de acido
benzdico e cindmico, cumarinas, catequinas, protoancianidinas di e tri-oligoméricas,
chalconas, preniladas e iso-a- dcidos (INTELMANN et al., 2011). Os teores de compostos
fendlicos na cerveja podem variar dependendo da quantidade e qualidade das matérias-
primas e do proprio processo de fabricacao de cerveja (RODRIGUES; GIL, 2011).

Um estudo feito por Moura-Nunes et al. (2016) em amostras de cervejas brasileiras
identificou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), a presenca de 10 compostos
fendlicos, todos pertencentes a classe de acidos fenolicos. Dentre eles estdo o 3.,4-
dihidroxibenzoico, 3,4-dihidroxifenilacético, 4-hidroxifenilacético, 5-cafeoilquinico,
benzoico, p-acidos cumarico, fertlico, galico, seringico e vanilico, sendo o 4cido gélico o
fenolico encontrado em maior quantidade na maioria delas. Ja em um estudo feito por Zhao
et al. (2010) em 34 cervejas chinesas comerciais, foram identificados nove compostos
fenolicos principais, sendo eles acido galico, 4cido protocatecuico, catequina, dcido vanilico,
acido seringico, epicatequina, p-acido cumarico e acido fertlico. Nesse estudo, acido gélico
e acido ferulico foram encontrados em maior propor¢ao. Em um estudo feito em cervejas
europeias, a presenca do acido galico nao foi relatada por Nardini e Ghiselli (2004), sendo o
acido ferulico o mais abundante.

Sabe-se que as matérias-primas utilizadas na produgdo da cerveja, assim como 0s
parametros de processamento do malte e da cerveja afetam a composi¢ao quimica do produto
final, o que pode explicar as divergéncias no perfil dos compostos fenolicos entre as cervejas
brasileiras analisadas no estudo feito por Moura-Nunes et al. (2016) e as analisadas em
outros trabalhos. Na tabela 1.2 podemos ver os principais compostos fendlicos encontrados
em diversas cervejas.

Os compostos fenolicos derivados do lipulo e do malte apresentam uma classe de

substancias diversa e complexa que compreende fenois simples e acidos fenolicos, bem
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como taninos condensados e hidrolisaveis, como ja citado por Bamforth (1999). Entre os
cereais, apenas a cevada e o sorgo contem flavonois oligoméricos. Embora o malte de cevada
contenha uma quantidade muito menor de polifendis total por peso do que o lupulo, ainda

contribui com 70% a 80% do total de polifenois na cerveja (ALMAGUER et al., 2014).

Tabela 1.2 — Compostos fenolicos encontrados na cerveja, sua classe e formula molecular

Classe Composto l\l/i:))f:(illlli:.r Referéncia
Acido o . . ‘e (WANNENMACHER; GASTL;
hidroxibenzoico Acido 4-hidroxibenzéico C7HeOs BECKER, 2018; ZHAO et al., 2010)
hi A.01do . Acido m-hidroxibenzoico C7HeOs3 (MAROVA etal,, 2011; MITIC etal,
idroxibenzdico 2014)
_ Addo Acido 4-dihidroxifenilacético C7HoO4 (MITIC et al., 2014)
h1dro>,(1ben201c0
. A.c1do . Acido Protocatecuido C7H60O4 (MITIC et al., 2014)
hldr())’(lbenzmco
Acido o . MAROVA etal., 2011; MOURA-
hidroxibenzoico Acido Galico C7HeOs ( NUNES et al., 2016)
Acido ) (WANNENMACHER; GASTL;
. . . Acido Vanilico BECKER, 2018)(MOURA-NUNES et
Hidroxibenzoico CsHsO4 al., 2016)
Acido - ' (MAROVA etal., 2011;
hidroxicindmico Acido Clorogénico WANNENMACHER; GASTL;
Ci6H1809 BECKER, 2018)
Acido . . (MOURA-NUNES et al., 2016;
HidroxicinAmico Acido p-cumarico WANNENMACHER; GASTL;
CoH3z03 BECKER, 2018)
Acido o . (MITIC et al., 2014;
Hidroxicinimico Acido Cafeico WANNENMACHER; GASTL;
CoHs0O4 BECKER, 2018)
Acido - . ' (MOURA-NUNES et al., 2016;
Hidroxicinimico Acido Siringico WANNENMACHER; GASTL;
CoH100s BECKER, 2018)
Acido Acido Fertlico (MAROVA et al., 2011; MITIC et al.,
Hidroxicindmico CioH1004 2014)
Acido o (MITIC et al., 2014;
HidroxicinAmico Acido Sinapico WANNENMACHER; GASTL;
) C11H1205 BECKER, 2018)
Acido Fenilacético 408 CuHiO (MOURA-NUNES et al., 2016)
(MOURA-NUNES et al., 2016;
Acido Fenilacético  Acido 4-hidroxifenilacético WANNENMACHER; GASTL;
CsHs03 BECKER, 2018)
Fenol simples Acido Benzéico C7H6O2 (MOURA-NUNES et al., 2016)
. (MAROVA etal., 2011; MITIC et al.,
Flavanol Catequina C1sH1406 2014)
. . (MAROVA etal., 2011; MITIC et al.,
Flavanol Epicatequina C1sH14O6 2014)
Flavanona Naringenina Ci15H1205 (MAROVA et al., 2011)
Flavona Luteolina Ci15H1006 (MAROVA etal., 2011)
Flavona Rutina C27H30016 (MAROVA etal., 2011)
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Flavonoide Xantohumol (MAGALHAES et al., 2008; MAROVA
C21H2205

etal., 2011)
Flavonol Quercetina CisH1007 (MAROVA et al., 2011)
Iso-flavonodide Isoxantonhumol (MAGALHAES et al., 2008;
C21H2205 MAROVA et al., 2011)

1.3 MATERIAS PRIMAS DA CERVEJA
1.3.1 Malte de Cevada

A cevada ¢ uma graminea da espécie Hordeum vulgare, sua cultura ¢ realizada
preferencialmente em climas temperados e atualmente para obtengdo do malte de cevada
leva-se até 9 dias. Ela ¢ o cereal mais utilizado na producao de malte para a cerveja, além do
trigo e centeio que também sdo bastante difundidos para essa produgdo. No processo de
fabricagdo da cerveja, a propor¢ao de malte perde apenas para a 4gua na obtencao da bebida
final. Os compostos fendlicos do malte de cevada representam a principal fonte de
compostos fenodlicos na cerveja. Os mais abundantes sdo os acidos fenolicos, alcoois
fendlicos, aminas fenolicas, aminoacidos fendlicos e a-acidos e iso-a-acidos (BORONAT et
al., 2020).

Os polifenois antioxidantes mais importantes na cevada sdo principalmente ligados
aos polissacarideos da parede celular na camada externa dos graos de cevada (NACZK;
SHAHIDI, 2004). Durante o processamento do malte, esses compostos podem ser dissolvidos
por esmagamento e acdo enzimatica. Segundo Guido (2015), outro grupo importante de
compostos antioxidantes, as melanoidinas, sdao produzidas durante o tratamento térmico do
malte verde e do mosto. No processo de malteagdo, a reacdo de Maillard ocorre quando o
malte ¢ tratado em alta temperatura (150-200 °C), resultando na producdo dessas
melanoidinas.

A cevada contém diferentes classes de compostos fenolicos, como derivados do acido
benzoico e cindmico, proantocianidinas, quininas, flavonois, chalconas, flavonas, flavanonas
e compostos aminofendlicos. Podem ser encontrados na forma livre, esterificada ou ligada e
se distribuem quantitativamente entre os diferentes tecidos do grao. Acido ferulico (acido 4-
hidroxi-3-metoxicinamico) e acido p-cumadrico (4cido 4-hidroxicindmico) sdo os principais

acidos fenolicos de baixo peso molecular em graos de cevada, encontrado principalmente
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nas camadas externas (casca, pericarpo, testa e aleurona), mas também detectados no
endosperma. Outros acidos fendlicos ligados encontrados na cevada sdo vanilico, sinapinico
e acidos p-hidroxibenzdicos (KIM, M. et al. 2007). Os graos de cevada também contém uma
variedade de flavan-3-ols de mondmeros ((+) - catequina e (-) - epicatequina), dimeros
(prodelfinidina B3 e procianidina B3 ), e trimeros (procianidina C2), até taninos derivados de
flavondides de peso molecular mais alto (DVORAKOVA et al., 2008).

Os compostos fendlicos na cevada consistem em acidos fenolicos livres e ligados
(HOLTEKJ@LEN; KINITZ; KNUTSEN, 2006), lignanas (PENALVO et al., 2005)
flavanois (HOLTEKJQLEN; KINITZ; KNUTSEN, 2006) e fenolamidas ou hortadinas
(KOHYAMA; ONO, 2013). As ligacdes entre acidos fenolicos e os polissacarideos da parede
celular sdo passiveis de hidrolise alcalina, o que facilita a andlise de quantificacao
(NARDINI; GHISELLI, 2004). Taninos condensados foram encontrados principalmente na
camada de aleurona (POLLOCK; POOL; REYNOLDS, 1960). As protoancianidinas da
cevada sdo compostas por monomeros (+)- catequina e (+)- galocatequina (FRIEDRICH;
EBERHARDT; GALENSA, 2000), formando principalmente duas procianidinas diméricas
e quatro prodelfinidinas dimeras triméricas (HOLTEKJ@OLEN; KINITZ; KNUTSEN, 2006).

O conteudo e composi¢do de polifendis da cevada dependem da variedade e
proveniéncia da cevada, logo, diferencas varietais no contetido de fenolicos individuais,
totais e atividade antioxidante ou poder redutor tem sido amplamente pesquisadas

(MOREIRA et al., 2013).

1.3.2 Lupulo

Lupulo (Humulus lupulus L.) ¢ uma planta didica pertencente a familia das
cannabaceae (BARTH, 2013). Para fins de fermentagao, os cones de lupulo nao fertilizados
de plantas femininas sdo preferencialmente usados. Os cones de lupulo secos contém até 4%
de polifendis (WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018).

O lapulo ¢ adicionado na cerveja pra transmitir amargor, aroma e estabilidade
microbioldgica. Considerando as adi¢des tradicionais de lipulo no processo de produgdo da
cerveja, onde eles sdo empregados para atingir o amargor desejado em cervejas lager de baixa
fermentagdo, os polifendis de lupulo constituem de 20% a 30% do total de polifendis da

cerveja (WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018).

15



16

A maioria dos polifendis do lipulo ¢ composta por compostos de alto peso molecular,
como os taninos do tipo flavonol. Apenas cerca de 20% dos polifendis do lupulo consistem
em substancias de baixo peso molecular como catequina ou proantocianidinas, acidos
carbonados fendlicos (por exemplo, acido ferulico) e flavondis (quercetina, kaempferol) que
sdo glicosidicamente ligados a varios actcares. Alguns polifendis sdo quase exclusivos do
lupulo. Cada planta tem um padrdo polifenolico tipico e o lapulo provou ser uma fonte rica
em polifenois prenilados (prenilflavonoides). O lapulo € a tnica fonte de prenilflavonoides
na cerveja, que sao secretados junto com acidos amargos e 6leos essenciais pelas glandulas
de lupulina das inflorescéncias. O xanthohumol ¢ o prenilflavonoide principal do lupulo
(SOCHA et al., 2017).

Os polifenois mais valiosos do lupulo sdo agrupados em resinas duras e macias,
polifendis e 6leos essenciais. As resinas de lapulo estdo localizadas nas glandulas de
lupulina. Resinas totais compreendendo 15% a 30% do cone de lupulo sdo obtidas por
extragdo com éter ou metanol. Resinas macias contendo as principais substancias amargas
(a- e B- acidos) sdo posteriormente extraidos com n- hexano. A parte que € insolavel em n-
hexano ¢ denominado resina dura (ALMAGUER et al., 2014).

Os fenolicos de resina dura compreendem os prenilflavonoides (PRENCIPE et al.,
2014)e multifilolglucosideos (DRESEL; DUNKEL; HOFMANN, 2015). Na resina dura de
lupulo, o xanthohumol ¢ acompanhado por 13 outros compostos de chalcona prenilados,
todos presentes em concentracoes 10 a 100 vezes menores do que o xanthohumol.
Prenilchalconas ou prenilflavonoides sdo encontrados apenas em um numero limitado de
familias de plantas, enquanto o xanthohumol ¢ encontrado apenas no lupulo (STEVENS;
PAGE, 2004). O xanthohumol possui atividades anti-inflamatéria, antioxidante, anti-
lipoperoxidativa e também efeitos antiangiogénicos, antiproliferativos e apoptoticos,
avaliados principalmente em vitroestudos, razoavelmente sugerem uma potencial atividade
quimiopreventiva (PRENCIPE et al., 2014).

Os outros compostos fendlicos, que fazem parte da resina dura, co-, n- e ad-multifidol
glucopiranosideos, sdo responsaveis pelo sabor amargo do lupulo. Esses compostos sao
derivados de (acil-) floroglucinol, assim como os a- e B- acidos (DRESEL; DUNKEL;
HOFMANN, 2015).

Além dos constituintes da resina dura, os cones de lupulo contem flavanois

monomeéricos € oligoméricos ou proantocianidinas, flavanol glicosideos, principalmente
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dimeros e trimeros de catequina, epicatequina, galacatequina e epigalocatequina
(MAGALHAES et al., 2010).

Li (2006) fizeram um estudo de 13 amostras de lupulo e relataram que as
procianidinas sdo a classe dominante das proantocianidinas do lapulo (88%), acompanhadas
por quantidades menores de prodelfinidinas (9,9%) e propelargonidinas (2,1%). Esses
autores também descreveram catequina, epicatequina, procianidinas B1 a B4. e um E- (4
— 8) -E- (4 B — 8) Trimero -C como os flavanois mais abundantes no lupulo.

McMurrough et al. (1996) descobriram que os extratos de polifendis do lapulo
contém proporc¢des muito mais baixas de flavanois simples do que os extratos obtidos da
cevada. Além das diferengas varietais (lipulos de aroma: menor teor de a-acido, geralmente
possui maior em teor de polifenol), o teor de polifendis de lupulo depende muito do tipo de
lupulo e tempo de colheita (ALMAGUER et al., 2014). Ano de colheita e o tempo de colheita
também afetam significativamente a qualidade e a quantidade de polifendis em cones de
lupulo. Inui et al. (2017) descobriram que o teor de polifenois do lupulo aumentava quando
as amostras eram colhidas mais cedo.

Com apenas uma pequena por¢ao sendo comercializada como lipulo cru, a maioria
do lupulo produzido ¢ processada em pellets de lupulo, extratos de lupulo e produtos
isomerizados. Os pellets de lupulo sdao produzidos com diferentes graus de enriquecimento
de lupulina (tipo 45 ou 90, com pellets tipo 45, rendendo pellets concentrados de 45 kg a
partir de 100 kg de lupulo cru). Para a produgao de pellets de ltpulo, o lapulo cru é seco (50
a60°C por 6 a 10 horas), finamente moido e depois peletizado. A secagem e moagem causam
pequenas perdas no teor de polifendis e redugdo da atividade, enquanto a peletizagdo nao
resulta em alteracdes significativas. O conteudo total de polifendis e a atividade redutora
do lapulo diminuem durante o armazenamento (KROFTA; MIKYSKA; HASKOVA, 2008).
Em um experimento de armazenamento de longo prazo feito por Mikyska e Krofta (2012),
o teor de polifendis diminuiu significativamente apds 12 meses de armazenamento (perda
de polifenois totais: 30% a 40%, perda de flavonoides: 20% a 30%, perda de antocianogénios

: 5% a 20%).

1.3.3 Levedura

As leveduras sdo de grande importancia econdmica e tém sido utilizadas ha muito

tempo para a produg¢do de bebidas alcoolicas. Atualmente, uma gama de processos
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fermentativos utiliza as leveduras visando a producao dos mais variados tipos de produtos.
Elas s3o responsaveis pela fermentagdo, processo no qual os aglicares presentes no mosto
(mistura de malte e dgua) sdo convertidos em alcool etilico (etanol) e diéxido de carbono
(Barth 2013).

Elas sdo classificadas como fungos, apresentam-se normalmente sob a forma
unicelular e geralmente se reproduzem por brotamento. No processo de brotamento, uma
nova cé¢lula se forma como uma pequena protuberancia da célula antiga, o botdo aumenta
gradualmente e depois se separa. Embora a maioria das leveduras se reproduza apenas como
células Unicas, sob algumas condi¢des, algumas leveduras podem formar filamentos
(SARANRAIJI P).

A fermentagdo do mosto da cerveja, historicamente, ¢ realizada por leveduras do
género Saccharomyces, pertencentes a familia Saccharomycetaceae. O género
Saccharomyces apresenta varias linhagens capazes de produzir dois metabdlicos primarios
importantes, etanol e didéxido de carbono (COz2). De forma classica, para estilos de cerveja
de baixa fermentacdo (cervejas fermentadas a baixas temperaturas, estilo Lager) sao
utilizadas leveduras da espécie Saccharomyces pastorianus, enquanto aquelas de alta
fermentagdo (cervejas fermentadas a temperatura superior, estilo Ale) recorrem a cepas da
espécie Saccharomyces cerevisiae (KUNZE, 2004).

Existem cepas de leveduras que possuem um variante de um gene denominado POF,
Phenolic off flavour, essas leveduras, que normalmente sao utilizadas na produgdo de
cervejas belgas e de trigo, sdo capazes de metabolizar o acido ferulico presente do mosto e

transformar em 4-vinilguaicol, trazendo aroma de cravo para a cerveja (Silva, Carlos 2019).

14 COMPOSTOS FENOLICOS DURANTE O PROCESSAMENTO DA
CERVEJA

1.4.1 Malteacao da Cevada

Os historiadores acreditam que a rela¢do entre os humanos e os graos ¢ anterior a
historia registrada, e a principal causa para o afastamento da caca o surgimento dos povoados
veio do desejo de cultivar graos e cereais. Os graos de cereais forneciam uma fonte estavel
e confidvel de alimento, permitindo que os primeiros humanos tivessem mais estabilidade
social e bioldgica. Os graos sdo exclusivamente responsaveis pela coloragdo da cerveja, mas

contribuem muito com o sabor ¢ aroma (BARTH, 2013) .
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Embora os graos crus devidamente secos fiquem bem armazenados devido a sua
natureza densa e resistente, eles precisam de algum tipo de processamento para torna-los
mais adequados ao consumo humano. No caso da cerveja eles passam pelo processo de
malteagdo. A malteagao ¢ um processo de germinacao controlada, que tem como objetivo
promover reagdes enzimaticas que transformam moléculas de alto peso molecular em
moléculas soluveis e acessiveis (POZEN, 2015). Nesse processo existem as etapas de
maceragao, germinagao e secagem.

Na etapa de maceragdo ocorre a elevacdo da umidade dos graos até 45% para que o
transporte de metabdlitos acontega por todo o grdo. Aqui acontece a lixiviagdo dos
compostos fenolicos. Na etapa de germinagdo ocorre a sintese das amilases, peptidades e B-
glucanases, ¢ as substancias de reserva ficam suscetiveis a hidrélise. Aqui ocorre a producao
das enzimas, a quebra da parede do endosperma, a quebra da matriz proteica e
consequentemente o acesso aos graos de amido. A secagem visa a redugdo gradual da
umidade do grao (possibilitando quer a sua conservacdo quer a cessacdo da atividade
enzimatica) assim como o desenvolvimento de cores e aromas desejados consoante o tipo de
malte que se pretende produzir. Nesse processo pode ocorrer a formagao de melanoidinas,
ajudando no incremento desses compostos (WANNENMACHER; GASTL; BECKER,
2018).

O malte de cevada ainda ¢ a fonte de carboidrato mais usada no processo de
fabrica¢do, no entanto outros cereais malteados e nao mateados também sdo usados devido
aos custos mais baixos das matérias-primas. O processo de malteacdo ¢ responsavel por
modificagdes na composicao da cevada, envolvendo alteracdes e degradacao de compostos
fenolicos enddgenos (NNS et al., 2007). Alguns autores demonstraram que os teores de
compostos fenodlicos no malte sdo geralmente mais elevados do que na cevada (ZHAO;
ZHAO, 2012), mas as propor¢des dos diferentes grupos sdo quase idénticas, sugerindo que
uma melhor extracao de flavonoides e acidos fendlicos no malte € possivel apds a secagem
(GOUPY et al., 1999).

Durante a maltagem, os acidos fenodlicos sdo parcialmente liberados devido a
degradacdo de componentes complexos da cevada, porém, o cinamol esterase, que € capaz
de liberar acidos hidroxicinamicos de sacarideos cinamolados, também foramencontrados
na cevada e no malte (VANBENEDEN, 2007). Verificou-se que a liberagdo de 4cido fertilico

pela feluriol esterase ¢ aumentada na presenca de outras enzimas degradantes da parede
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celular, devido a solubiliza¢do de fragmentos de xilanases, o que permite uma degradagao
posterior pela esterase de acido fertlico (TAKO et al., 2020).

Samaras et al. (2005) observaram em um estudo que o acido fertlico reage com os
intermediarios da reagao de Maillard durante o aquecimento (prolina e glucose). Isso pode
explicar a diminui¢do na concentracao de acido ferulico nas temperaturas mais altas. Assim,
as concentragdes de acido feralico e dcido cumarico foram maiores em graos de cevada de
maltes mais claros em compara¢ao com maltes mais escuros (MOREIRA et al., 2013). Além
da queima, as etapas de maceragao e germinacao também influenciam o teor de polifenois
do malte. Considerando que a maioria dos estudos relatou um aumento no contetido fendlico
total medido pelo ensaio Folin-Ciocalteau (HA et al., 2016), o conteido de flavanois
permaneceu inalterado ou diminuiu ligeiramente durante a maltagem (DVORAKOVA et al.,
2008).

Embora haja alguma evidéncia de que o contetido de flavonoides livres permanece
praticamente inalterado durante a maltagem, foi relatado que hd aumento significativo na
quantidade deste glicosideo catequina durante a maltagem, o que pode explicar a diminui¢ao
no contetido de (+) — catequina (DVORAKOVA et al., 2008).

Outros compostos possuindo poder redutor sdo gerados durante a secagem pela
Reagdo de Maillard, devido a producao de, por exemplo, melanoidinas. Logo, manter altos
niveis de antioxidantes durante a fermentagao, limitando assim a formacao de aldeidos, ¢

crucial para a estabilidade da cerveja (DELCOUR et al., 1982; KELKELEIRE, 2000).

1.4.2  Processo de fabricagdo da cerveja

A fim de expor o amido contido no interior do malte ¢ necessario submete-lo a
moagem. A quebra do grdo ¢ importante para que as enzimas possam atuar em todos os
elementos que o constituem, pois torna o conteudo do grao acessivel a agdo enzimatica.
Existem duas técnicas principais de moagem: moagem a seco € moagem Umida. A moagem
seca ¢ o0 método convencional, pelo qual o malte ¢ moido sem ser umedecido. Durante a
moagem Umida a dgua e adicionada ao malte de forma a permitir a desintegracao ideal do
endosperma enquanto a casca ¢ mantida intacta. Porém, esse tipo de moagem leva a uma
diminuicao do é4cido fertlico e da concentragdo de fenolicos totais (SZWAIJGIER, 2011).

O malte moido ¢ misturado em uma tina de mostura com agua cervejeira, sendo

submetido a diferentes temperaturas por periodos de tempo determinados. O objetivo dessa
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etapa € tornar soluveis em 4gua os compostos do malte, substancias que na sua forma original
sdo insoluveis (amidos e proteinas), através de reagdes enzimaticas (BARTH, 2013).

Durante a mosturagdo, o amido do malte ¢ convertido em agucar fermentavel pelas
enzimas alfa-amilase e beta-amilase. Em geral, a mosturacao faz com que o malte libere uma
grande quantidade de fendis ligados devido as condi¢des adequadas para a a¢do enzimatica,
resultando em um aumento significativo de compostos fenolicos e atividade antioxidante
(MARCHIONI et al., 2011). Os acidos cinamicos livres sdo solubilizados durante essa etapa
tanto por extracdo quanto por liberagao enzimatica (VANBENEDEN, 2007). A temperatura
otima da cinamoil esterase ¢ de 30°C, porém, uma vez que a liberagdo de 4cido cindmico na
mosturagdo ¢ aumentada pela acdo sinérgica de outras enzimas degradantes de arabiloxilano,
foi encontrado uma temperatura de liberagdo maxima de acido fertlico na mosturagao a
partir de 40°C (VANBENEDEN, 2007). Segundo Schwarz et al. (2012) a melhor condigao
para a liberacdo de acido fertilico durante a mosturagdo ¢ em torno de 40°C e pH 5,8, mas
acima de 65°C, nenhuma atividade enzimatica relacionada com a liberagao de acido fendlico
¢ detectada mais.

Com o progresso da mosturagdo, estudos mostram que o teor de melanoidinas tende a
aumentar gradualmente, o que indica que o processo de mostura¢do promove a formagao de
melanoidinas (ZHAO; ZHAO, 2012). Segundo Li et al. (2016) a diminui¢do das substancias
durante o envelhecimento, como compostos de carbonila na cerveja, resultam no
aprimoramento da atividade antioxidante em geral, além disso, devido ao aumento da
temperatura, a hidrolise de proteinas e polissacarideos, a formagdo de melanoidinas
produzidas por produtos Maillard e a dissolu¢do macica de compostos fendlicos, faz com
que essa atividade antioxidante aumente, assim como a eliminagao de radicais livres.

Segundo Vanbeneden (2007) apenas uma pequena parte dos acidos
hidroxicicinamicos do malte sdo extraidos para o mosto durante a mosturagdo. A maioria
permanece no bagaco do malte. Considerando uma rampa de mosturagdo compreendendo
descanso proteico (30 minutos a 45°C), sacarificacao (63°C e 70°C por 30 e 20 minutos) e
inativacao enzimatica (78°C por 10 minutos), o conteudo fendlico total aumentou até 78°C,
mas depois comegou a diminuir apos a etapa de inativa¢do da enzima segundo Zhao (2012).

Apos a inativacdo enzimatica acontece a separagdo do bagaco de malte do mosto

liquido, que sera levado a fervura. Os residuos sélidos sd@o usados como meio filtrante do
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mosto, sendo composto por cascas de malte, tragos de plimula, aleurona, proteina coagulada
e resquicios da parede das células (VERBELEN et al., 2010).

Na sequéncia, o bagaco ¢ lavado a fim de extrair os agucares retidos no mesmo. Em
um estudo feito por Fumi et al. (2011) hd uma diminui¢ao dos compostos fenolicos do mosto
apos essa etapa, ao contrario do que foi encontrado por Pascoe et al. (2004), que observaram
um aumento nos polifendis durante a lavagem dos graos, atribuindo a esse material ser mais
rico em compostos fenolicos.

A fim de adquirir a estabilidade coloidal do mosto, com a coagulagdo das proteinas e
dos polifendis presentes, ele ¢ submetido a fervura. Nessa etapa busca-se também atingir
estabilidade microbiolédgica, fazendo a esterilizagdo do mosto, assim como dissolucdo e
isomerizagdo dos compostos do lupulo. Busca-se também a estabilidade sensorial
eliminando compostos aromaticos indesejaveis (DMS) (BARTH, 2013). Ainda nessa etapa,
segundo Forster (2013) durante a ebulicdo do mosto, devido a adi¢ao de lupulos, reagdes de
polimerizacao, interagdes proteina-polifenol e precipitagdo hd uma mudanga na composi¢ao
dos polifenodis do mosto. Nessa etapa, os polifendis sdo extraidos do lapulo com uma taxa
de transferéncia de polifendis totais de 50% a 70%. No entanto, eles citam que esses nlimeros
diferem entre os diferentes grupos de substancias, de acordo com sua polaridade e sua
tendéncia em formar complexos com as proteinas do mosto.

Conforme citado por Wannenmacher et al. (2018), ocorrem mudangas nos polifenois
do lupulo durante a ebulicio porque a precipitacio da proteina depende do grau de
polimerizacdo do polifenol. De maneira geral, os antocian6genos do lupulo tendem a ser
mais reativos do que os antociandgenos do malte, o que leva a maiores taxas de eliminagao.
Polifen6is menos polimerizados ou menos oxidados foram mais ativos na precipitacdo das
proteinas. Siebert et al. (1996) citaram que compostos fenolicos oligoméricos mais elevados
sd0 mais ativos na forma¢do de complexos com proteinas. Porém, pequenas moléculas
fenolicas como os acidos fendlicos também interagem com as proteinas, e sdo adsorvidas
pelo trub quente. O trub quente constitui-se de proteinas (40% a 70%), substancias amargas
(7% a 32%), substancias organicas (polifendis) (20% a 30%) e cinzas (5%) (KUHBECK et
al., 20006).

A quantidade de f7ub quente formado depende do tempo de ebuligdo. E provavel que
a maior parte das proantocianidinas oligoméricas superiores seja removida do mosto com a

sedimentacao do trub quente, ou absorvidas as células de leveduras durante a fermentagao
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(SIEBERT; TROUKHANOVA; LYNN, 1996). Apos a fervura e sedimentagdo, apenas
catequina e proantocianidina B3 foram encontradas na cerveja final (ASANO et al., 1984).

Ao final da fervura realiza-se o Whirpool, processo no qual o mosto ¢ bombeado
dentro da panela de forma tangencial, gerando um fluxo de rotagao, o qual leva o trub quente
a formar um bolo no fundo da panela. Dessa forma, a forca centripeta faz com que toda a
matéria sélida e insoltivel se concentre no centro da panela, facilitando a remog¢ao do mosto
limpo. Durante essa etapa os compostos fenolicos diminuem significativamente, devido a
adsor¢ao ao trub quente (WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018).

Com o mosto resfriado e aerado dentro do fermentador, inocula-se a levedura para
iniciar o processo de fermentagdo. Nessa etapa sdo produzidos principalmente etanol e COz,
através da metaboliza¢do dos agucares fermentaveis encontrados no mosto (maltotriose,
maltose, glicose etc.) por acdo da levedura. Porém, no decorrer do processo, numerosos
subprodutos também sdo desenvolvidos, como, os dlcoois superiores aromaticos e alifaticos,
acidos organicos, ésteres, compostos sulfurados e carbonilicos e os dlcoois polihidricos, além
disso, muitas substdncias do mosto também passam por assimilagao pela levedura
(SZWAIJGIER, 2009).

E sabido que o acido feralico diminui em até 35% durante o Whirpool, por outro lado
(WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018) cita que foi descoberto que o acido
feralico aumenta durante a fermentagao, e isso ¢ atribuido a possivel atividade da feruloil
esterase da levedura.

O xanthohumol ¢ um dos derivados dos prenilflavonoides mais bem caracterizados
descobertos até agora. A propria planta de lupulo ndo € capaz de converter chalconas em
flavanonas (flavonoides), logo, as prenilchalconas do lipulo podem ser isomerizadas a iso-
xanthohumol durante o processo de fervura e fermentacdo. Isso foi associado a fervura e
fermentag¢do uma vez que foram encontrados niveis mais elevados de prenilflavonas do que
prenilchalconas na cerveja, embora o lupulo tenha quantidades muito baixas de
prenilflavonas (VENTURELLI et al., 2016).

Em um estudo precoce, uma cerveja do tipo Lager apresentou um rendimento geral
de xanthohumol de 30%, 98% dos quais estavam presentes como iso-xanthohumol
(STEVENS; PAGE, 2004). Durante o processo de fabricagao da cerveja as principais perdas
de xanthohumol sdo devido a adsor¢ao ao #rub quente, ao fermento e ao #rub frio. Stevens e

Page (2004) verificaram que 13% do xanthohumol do lapulo permaneceu nele apos a
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ebulicdo do mosto e 12% foram eliminados por adsor¢do ao #rub quente. Apods a
fermentagdo, maturacdo e clarificacdo, 17% foram perdidos devido a adsorcdo ao trub frio
(6%) e levedura (11%). A solubilidade do iso-xanthohumol no mosto e na cerveja ¢ maior
que a do xanthohumol, que tem maior probabilidade de se adsorver a proteinas do trub quente
ou c¢lulas de leveduras. Na Figura 1.5 temos a ilustragdo das estruturas do xanthohumol e

do iso-xanthohumol na isomerizagao durante a ebulicdo do mosto.

Figura 1.5 - Estrutura do Xanthohumol e Iso-xanthohumol
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Fonte: (VENTURELLI et al., 2016)

A cerveja ¢ analisada em trés pardmetros: microbioldgico, coloidal e a estabilidade
no paladar. A estabilizacdo do sabor ¢ atingida a partir da contengdo de substancias que
proporcionam sabor e reduzem o oxigénio adicionado na cerveja clarificada. Para garantir a
condicao microbioldgica sdo removidas as células de levedura. Sendo retiradas as particulas
maiores, para evitar a coagulacdo provocada por compostos fendlicos e proteicos que
ocasionam o fendmeno conhecido como chill haze, que acontece em cervejas que passaram
por esse processo em temperaturas reduzidas. Sendo assim, estes aspectos, conferem a
estabilidade e, sdo assegurados pela clarificacao da bebida (VERBELEN et al., 2010).

Durante a clarificacdo a frio, os complexos de proteina-polifenoil sdo precipitados, e
portanto, eliminados da cerveja. Miedl e Bamforth (2004) sugeriram em seu trabalho
armazenar a cerveja na temperatura mais baixa possivel para se obter a estabilidade
coloidal, mas além disso outras técnicas envolvendo o uso de adsorventes especificospara

proteinas ou polifenois, enzimas proteoliticas acido tanico sdo utilizadas.
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O polivinilpolipirrolidona (PVPP) ¢ comumente usado na fabricacdo de cerveja como
um meio de aumentar a estabilidade coloidal da cerveja por meio da remoc¢ao de polifendis
ativos apds a fermentagio. E bastante escolhido como agente estabilizador devido a
semelhanga estrutural com a prolina. As proteinas ricas em prolina estdo envolvidas na
formacao da turbidez da cerveja durante o seu armazenamento. No entanto, quando aplicado
na cerveja, parte dos polifenois ativos da turbidez sdo protegidos da remogao pela sua ligacao
aproteinas (SIEBERT; TROUKHANOVA; LYNN, 1996), A formacao dos complexos entre
polifendis e PVPP e proteinas ricas em prolina ¢ determinada por ligagdes de hidrogénio,
interagdes hidrofobicas e polares. Em um estudo, 48% dos polifendis totais (78% dos
flavanois totais, 90% de prodelfinidina, 96% de procianidina, 79% de (+)- catequina e 88%
de (-)-epicatequina) foram removidos da cerveja tratada com PVPP (MCMURROUGH et
al., 1996).

A estabilidade do sabor tem sido considerada um dos fatores importantes na
determinagdo da vida ttil da cerveja embalada. Cervejas frescas com fragrancia inica e sabor
refrescante sdo atraentes para os consumidores, enquanto ocorréncia inevitavel de alguns
sabores estranhos, incluindo papeldo, solvente, notas de madeira e caramelo durante o
armazenamento resulta em uma diminui¢do significativa na potabilidade da cerveja
(SAISON et al., 2010)

Geralmente, o envelhecimento da cerveja esta relacionado ao desenvolvimento de
compostos de carbonila, compostos de enxofre, piridinas, furanos, etc (SAISON et al., 2010).
O aparecimento desses sabores tipicos do envelhecimento durante o armazenamento da
cerveja tem sido associado a oxidagao de alcoois superiores, degradacao oxidativa de acidos
amargos derivados do lupulo, degradacdo de Strecker de aminoacidos, oxidagdo de acidos
graxos insaturados e condensagdes aldolicas (MALFLIET et al., 2008). A maioria das
pesquisas anteriores tinha focado em trans-2-nonenal com sabor de papeldo e sua formagao
por oxidacao lipidica devido ao seu extremo baixo limiar de sabor (BRAVO et al., 2008).

Delcour et al. (1982) investigaram a influéncia do acetaldeido na formacdo da
turbidez e estabilidade dos compostos fenolicos da cerveja. Segundo eles, as reagcdes dos
compostos fendlicos sdo afetadas pelo acetaldeido, resultando em uma maior queda na
concentra¢do de catequina. Além disso, a formacao de turbidez também foi influenciada pelo

acetaldeido.
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Segundo Vanbeneden et al. (2006) a degradagdo dos trans-iso-o-acidos mostraram
um declinio acentuado, enquanto os isdmeros cis eram mais estaveis. Assim como os acidos
amargos, os compostos fenolicos também ndo sdo imunes ao armazenamento. Li et al. (2016)
encontraram uma diminui¢do no contetido fenolico total de 16% e 23% durante 6 meses de
armazenamento. A diminui¢do do contetdo fenoélico total foi acompanhada por uma redugao
na atividade antioxidante da cerveja comercial armazenada. Heuberger et al. (2012)
descobriram que o xanthohumol diminuia durante o armazenamento, enquanto o conteudo
do seu isdmero iso-xanthohumol aumentava.

Foi estudada também a evolucdo de compostos especificos do lipulo durante o
armazenamento da cerveja. Intelmann et al. (2011) descobriram que os flavonodides
prenilados sdo extremamente estaveis ao longo do armazenamento da cerveja. Na verdade, a
concentragdo de flavonoides prenilados em uma cerveja armazenada por 10 anos a 20 °C em
uma garrafa de cerveja ambar ndo era drasticamente diferente do que em uma cerveja fresca.

A estabilidade da cerveja ja foi estudada por processos for¢ados de envelhecimento,
porém, a condi¢cdo desses testes for¢ados que incluiram exposi¢do a luz, oxigénio ou calor
resultaram em mudancgas pequenas em relacao ao envelhecimento da cerveja em condi¢des
normais de armazenamento. Logo, as condi¢des de armazenamento de maneira natural da

cerveja precisam ser mais investigadas (INTELMANN et al., 2011).

1.5 ALTERNATIVAS PARA MELHORAR A BIODISPONIBILIDADE DOS
COMPOSTOS FENOLICOS NA CERVEJA

Novas estratégias tecnoldgicas, como leveduras especiais, manipulagao da atividade
enzimadtica, adicdo de frutas e dry hopping podem ser relevantes para melhorar o perfil
fenolico da cerveja e atingir niveis fendlicos com beneficios tanto para a estabilidade da
cerveja quanto paraa saude do consumidor.

Devido aos seus beneficios para a saude, o xanthohumol ¢ mais muito interessante
para a industria cervejeira, o que levou a esforgos para suprimir a isomerizagao durante a
fermentacdo e para aumentar o rendimento geral do xanthohumol. Uma técnica para a
produg¢do de uma cerveja enriquecida com xanthohumol foi patenteada em (cervejas
comerciais: 0,2 mg/L, cerveja enriquecida: 1 a 10 mg/L). Esta técnica compreende a adicao

de um produto de lapulo enriquecido com xanthohumol (fator 5 a 10) no final da ebuli¢do
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do mosto apds o resfriamento do mosto a 75 a 85°C seguido por resfriamento rapido
(STEVENS; PAGE, 2004).

Cervejas pretas tendem a exibir niveis fenodlicos até 3 vezes mais altos que as cervejas
convencionais. O uso de maltes torrados em niveis intermediarios, em combinacdo com
moagem adequada e altas temperaturas de maceragdo em pH baixo pode levar a liberacdo de
formas fenolicas ligadas e aumento da extragdo. Além de inibir a isomerizagdo do
xanthohumol por uma diminui¢do da temperatura, as melanoidinas presentes em maltes
torrados t€m sido investigadas como carreadores de xanthohumol. Supde-se que a reducao
da isomerizacdo do xanthohumol se deve a ligacdo do xanthohumol a substancias torradas
de maior peso molecular (300 a 600 kDa) (MAGALHAES et al., 2008). Essas substancias
também agem como carreadores de xanthohumol, reduzindo assim as perdas durante a
fermentagdo, filtragdo e  estabilizagdo com  polivinilpolipirrolidona  (PVPP)
(WUNDERLICH; WURZBACHER; BACK, 2013).

O dry hopping ¢ uma técnica usada principalmente para fornecer aromas e sabor
intensos de lapulo a cerveja, mas nos ultimos anos varios estudos t€ém mostrado um aumento
na estabilidade oxidativa da cerveja com o seu uso (HRABIA et al., 2022). Os a-acidos do
lapulo possuem fortes propriedades antioxidantes (MIKYSKA; KROFTA, 2012). Kunz et
al. (2014) verificou que adi¢des tardias do lupulo resultaram em um aumento de até 25% dos
a-acidos no produto final resultando em um aumento na estabilidade oxidativa da cerveja.
Hrabia et al. (2022) estudou o efeito da temperatura do dry hopping na estabilidade oxidativa
das cervejas baseado na quantidade de radicais livres e presenga de a-acidos nao
isomerizados no produto final. Um aumento significativo no parametro lag time (tempo apos
0 qual se iniciam as reagdes de formacao de radicais livres, que ¢ um bom indicador do
potencial antioxidante da cerveja) foi observado para todas as cervejas lupuladas por dry
hopping a 20-C.

O enriquecimento da cerveja com frutas pode conferir a ela novos sabores e aumentar
as concentracdes de compostos bioativos (DUCRUET et al., 2017). Tém sido utilizadas
como ingrediente hd séculos, mas com o aumento do mercado das cervejas artesanais seu
uso tem sido cada vez mais explorado. Seus extratos geralmente compreendem compostos
fenolicos bioativos, logo, a sua inclusdo tem trazido funcionalidade as cervejas
(SANT’ANNA et al., 2013). O agucar das frutas desencadeia uma fermentagdo secundaria e

sua adicdo durante a fermentacdo e maturacdo adicionam sabores e, principalmente,
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carotenoides e polifen6is (NARDINI; GARAGUSO, 2020).Vérios estudos tém demonstrado
um aumento na quantidade de teor de fenolicos e associado isso ao aumento da capacidade
antioxidante de cervejas que foram adicionadas de frutas (JUNG et al., 2017; MARTINEZ
et al., 2017; NARDINI; FODDALI, 2020)

Em niveis mais baixos de adicdo de PVPP, os compostos fenolicos com graus mais
elevados de hidroxilacdo e oligomerizacdo sdo preferencialmente adsorvidos, enquanto
niveis elevados de PVPP removem indiscriminadamente os polifendis. Magalhaes et al.
(2010) encontraram constantes de equilibrio de adsor¢ao de compostos fenolicos no PVPP
para aumentar com o numero de grupos hidroxila. Isso ficou evidente com derivados de
acido cinamico e benzdico, enquanto os flavonoides tinham constantes de adsor¢do mais
altas do que esperado que seu nuimero de grupos hidroxila (OH-) isoladamente, o que
significa que encontrar esse equilibrio entre a quantidade de PVPP ¢ fundamental para
aumentar a estabilidade da cerveja sem remover os compostos fendlicos em sua totalidade

(MIKYSKA et al., 2002).
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CAPITULO 2 - ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE NAS ETAPAS DA PRODUCAO DE CERVEJA

2.1  INTRODUCAO

Algumas pesquisas tém investigado a associagdo do consumo de alimentos ricos em
compostos fenolicos com prevengdo de doengas cardiovasculares, doengas relacionadas ao
envelhecimento e determinados tipos de cancer, principalmente devido a a¢do antioxidante
desses compostos (BAMFORTH, 1999). Além disso, os compostos fendlicos presentes na
cerveja, auxiliam na estabilidade coloidal e no sabor, atuando no aumento da vida util da
bebida e preservando as qualidades sensoriais através da a¢do dos antioxidantes (ZHAO;
ZHAO, 2012).

Com isso o objetivo desse trabalho foi a producdo de cervejas artesanais com
diferentes tipos de maltes e diferentes tipos de levedura, e assim, realizar a quantificagdo de
compostos fendlicos totais em diferentes fases do processo de producdo. Como forma de
otimizar o processo, utilizou-se o melhor meio em relacdo a quantidade de compostos
fenolicos para aplicacdo em dois tratamentos, um adicionando morango in natura e outro
adicionando lapulo pelo processo de dry hopping, com o intuito de obter um produto com

maior teor de compostos fendlicos e consequentemente maior atividade antioxidante.

2.2  MATERIAL E METODOS

As produgdes das cervejas foram realizadas nas dependéncias da Cervejaria Aggregare
em Uberlandia-MG e as andlises foram feitas nos Laboratorios de Processos Fermentativos
e Enzimaticos e nos Laboratérios didaticos do curso de Engenharia de Alimentos da

Universidade Federal de Uberlandia (UFU), campus Patos de Minas-MG.

2.2.1 Material

Foram realizadas duas etapas do processo de producdo de cerveja para aumentar a
quantidade e qualidade dos antioxidantes na bebida. Na etapa 1 foram produzidas em
triplicata cervejas artesanais com 100% malte Pilsen de cevada, e cervejas com malte pilsen
de cevada adicionadas de malte de trigo, nas propor¢des 50:50% Para ambas as receitas de

cerveja foram utilizadas levedura de alta fermentagdo POF" (WB-06) e levedura de baixa
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fermentagao (W34-70), conforme Tabela 2.1. Em todos os tratamentos foi utilizado o mesmo
tempo de fermentacdo, maturagdo e clarificacdo. As amostragens foram realizadas conforme
tabela 2.2.

Na etapa 2, foi utilizado o melhor meio em relagao a quantidade de compostos
fenolicos da primeira etapa e preparados dois tratamentos, um adicionando morango in

natura e outro adicionando lupulo pelo processo de dry hopping.

Tabela 2.1 - Identificacao dos Tratamentos realizados na etapa 1 do trabalho

MALTES LEVEDURAS FASE FRIA

<
%  TRATAMENTOS " 100%  50% cevada Lapulo
= ) WBO06 W34/70  Morangos
m Cevada 50% trigo Dry Hopping
Tratamento 1 X X
Tratamento 2 X X
1
Tratamento 3 X X
Tratamento 4 X

Tabela 2.2 — Amostragens realizadas durante a etapa 1

Amostragens

Agua
Arriada (45 °C)
Apos 43 °C

Apo6s 53 °C
Apds 63 °C
Apds 71 °C
Ao chegar em 78 °C
Apos 78 °C
Antes da fervura
Ap0s a fervura
Ap6s a fermentacdo
ApOs a maturagao

Ap0s a clarificagao
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2.2.1.1 Agua

A 4gua utilizada nos experimentos foi da rede de distribuicdo do Departamento
Municipal de Agua e Esgoto (DMAE) de Uberlandia-MG, passada em filtro triplo para
retencdo de cloro (filtro com carcacas brancas, o primeiro com elemento filtrante de
polipropileno 10” x 2 2”, 5 micras, os outros dois elementos filtrantes de carvao ativado
carbon block 10” x 2 2”, 5 micras), apresentando-se com as caracteristicas fisico-quimicas

adequadas para a elaboragdo da bebida.
2.2.1.2 Maltes

Os maltes pilsen de cevada e de trigo foram obtidos na WE consultoria sediada em
Belo Horizonte-MG. As especificacdes técnicas de cada malte utilizado se encontram na

Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Especificagdes técnicas dos maltes utilizados para producdo da cerveja

Malte Fornecedor Cor (EBC) Umidade pH Proteinas Totais
Pilsen BWS 4,6 - 6,4 5,1 6,9 12,6
Trigo Castle malting 3,5-5.5 5,2 6,1 13

O malte Pilsen de cevada utilizado foi o da BWS, de 2 fileiras, com cor entre 4,6 €
6,4 EBC, que foi secado em temperaturas entre 80°C a 85°C durante a malteac¢ao. Possui um
sabor intenso e adocicado, além de conter bom contetido enzimatico e suficiente para ser
utilizado como malte base. Bem modificado, ou seja, ndo necessita de paradas proteicas ou
diversas rampas de temperaturas para se aproveitar o rendimento do malte em toda sua
totalidade, sendo assim, pode ser usado em infusdes de temperaturas unicas (WE, 2020).

O malte de trigo utilizado foi o da Castle Malting, fabricante belga, seco a
temperatura entre 80°C e 85°C durante a malteagdo. E essencial nas cervejas de trigo,
podendo ser utilizado na propor¢do de até 50% da mistura. Possui proteinas de cadeias
longas e médias, que proporcionam a cerveja uma sensagdo de corpo e aprimora a

estabilidade da espuma da cerveja (WE, 2020).
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2.2.1.3 Lupulo
O lupulo utilizado foi o Hallertal Hersbrucker, do fabricante alemao BarthHass,

comprado na LNF Latino Americana em embalagens de 50 gramas. As informagdes técnicas

do mesmo encontram-se na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Informagdes técnicas do lupulo Hallertal Hersbrucker utilizado no trabalho

Hallertal Hersbrucker

Fabricante: BarthHaas
Safra 2019 Lote 19-983

Alfa Acidos 3,30%
Beta Acidos 2,5 -60%
Cohumulona 17 -25%
Polifenodis 5-6%
Oleos Totais 0,5 - 1 mL/100g
Mirceno 15-30%
Linalol 0,5-1%
Humuleno 20 -30%
Cariofileno 8-13%
Farneseno <1%

2.2.1.4 Leveduras

As leveduras liofilizadas utilizadas foram a WB-06 (Alta fermentagdo € POF ) e a
W34/70 (Baixa fermentacdo), ambas produzidas pela empresa Fermentis e foram obtidas na
WE consultoria localizada em Belo Horizonte - MG.

A SafAle™ WB-06 (Saccharomyces cerevisiae) é uma levedura alema selecionada
especialmente para produzir cervejas de trigo. Traz notas esterificadas e fenolicas, tipicas
desse estilo. Deve ser dosada entre 50 a 80 g/hL, conforme indicag¢ao do fabricante. Trabalha
idealmente entre 18 e 24°C. (WE, 2020).

A SafAle™ W34-70 (Saccharomyces pastorianus) é uma levedura alema que produz

um carater sensorial neutro e limpo a cerveja. Deve ser dosada entre 90 a 120 g/hL,
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idealmente entre 12 e 15 °C. (WE, 2020).
2.2.1.5 Adi¢do de Morango

Na segunda etapa do trabalho a fruta adicionada na cerveja foi o morango. Adquiriu-
se as frutas na sua forma inteira e congelada na Brasfrut, empresa situada na cidade de
Uberlandia-MG. A quantidade de morangos adicionada foi de 100g/L de cerveja no terceiro
dia da fermentagdo. Preparou-se uma polpa processando os morangos ja descongelados em
um Master Suco com a intencao de aumentar a superficie de contato. Escolheu-se essa fruta
baseado em estudos que mostram o seu excelente sabor e aceitacao por uma ampla gama de
consumidores e ao seu alto teor de compostos bioativos (SALAZAR-ORBEA et al., 2023)
(ESTEVES; HELENA; MARIA, 2007).

As frutas podem ser adicionadas durante o processo de fervura, fermentagdo ou
maturacao. Adicionar durante a fervura pode trazer amargor ou turbidez, pois pode liberar
pectina. Outro complicador € que a sutileza de aromas podem ser volatilizados devido a
exposi¢do a altas temperaturas (GASINSKI et al., 2020). Adicionar durante a maturagao
pode deixar agtcares residuais no produto final, que podem ser refermentados pela levedura
presente e o risco de super-carbonatacdo ¢ muito alto, apesar de que dentre todas
possibilidades ¢ a que maior transfere aromas a cerveja. Martinez et al. (2017) citou em seu
trabalho que o acucar das frutas desencadeia uma fermentagdo secundaria e os sabores das
frutas sao extraidos lentamente de sua polpa sélida. A adi¢ao nesse momento, ao contrario
de se adicionar na fervura, tem como beneficios o incremento de sabor e aromas devido aos
compostos volateis da fruta fresca, assim como a preservacgdo de alguns compostos fenolicos
que perdem sua estabilidade em temperaturas mais altas. Devido a isso optou-se por
adicionar no terceiro dia de fermentagao, pois isso promove o consumo dos agucares da fruta,
pela levedura, e mantem melhor o aroma e sabor visto que nao ha altas temperaturas

envolvidas no processo (MARTINEZ et al., 2017).
2.2.1.6 Dry hopping

Na segunda etapa do trabalho o lapulo utilizado para realizacao do dry hopping foi o
Hallertal Hersbrucker, comercializado pela LNF Latina Americana, produzido pela Haas. E
o mesmo lipulo adicionado na etapa de fervura em todos os tratamentos, porém nessa técnica
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o lupulo ¢ adicionado dentro do fermentador apods a etapa de fermentacdo. Optou-se por
utilizar o mesmo lupulo com o intuito de avaliar o processo e ndo a matéria-prima.

O dry hopping ¢ uma tecnologia onde cones de lupulo inteiros, lipulo moido ou
pellets sdo adicionado a cerveja gelada para transferir os componentes do sabor especifico
para cerveja com baixas perdas (sem evaporagdo) e transformacdes quimicas reduzidas (sem
carga térmica, menos influéncia de levedura). Essa técnica de lupulagem ¢é usada
principalmente para fornecer aroma e sabor intensos de lipulo a cerveja, mas visto que o
lupulo ¢ rico em polifendis e ions metalicos, a dissolucao parcial desses compostos do lapulo
na cerveja durante o dry hopping pode afetar a estabilidade oxidativa da cerveja (HAUSER;
LAFONTAINE; SHELLHAMMER, 2019). Hrabia et al. (2022) fizeram um estudo sobre os
efeitos da temperatura de dry hopping na estabilidade oxidativa e potencial antioxidante da
cerveja, e os testes realizados a 20 °C foram os que apresentaram melhores resultados.
Devido a isso optou-se por adicionar 10 g/L de lapulo ao final da fermentacdo e deixar por

3 dias na temperatura de 20 °C.

2.2.2 Metodologia

2.2.2.1 Fabricagdo das cervejas

Para o preparo das cervejas foi utilizada uma panela automatica de inox tipo single
vessel com capacidade para produzir 30 litros de mosto cervejeiro, e o processo foi feito na
cervejaria Aggregare de Uberlandia-MG.

A panela single vessel (ou “Unico recipiente”) ¢ um equipamento usado na produgdo
de cerveja que combina varias etapas do processo de produgio em um unico recipiente. E
projetado para simplificar o processo de brassagem e fervura do mosto, pois possui um cesto
com fundo falso que permite que o bagago seja erguido e separado do mosto para realizar a
lavagem dos graos e iniciar a fervura sem a necessidade de transferir o mosto para outro
recipiente. Possui aquecimento elétrico e controlador de temperatura digital que permite
programar o tempo € a temperatura das etapas de brassagem. Possui embutida uma bomba
de recirculagdo que permite recircular o mosto durante a brassagem e melhorar a eficiéncia
na extragdo dos agtlicares, assim como a clarificacdo do mosto antes da lavagem do bagaco
e posterior fervura.

A agua utilizada foi da rede de distribui¢do do DMAE, passada em filtro triplo para
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retengdo de cloro (filtro com carcacas brancas, o primeiro com elemento filtrante de
polipropileno os outros dois elementos filtrantes de carvdo ativado carbon block) e os os
maltes foram moidos a seco, em moinho de 3 rolos, verificando-se a integridade das cascas
e o tamanho dos fragmentos do endosperma.

Adicionou-se 27 litros de dgua declorada na panela e iniciou-se o aquecimento da
agua. Quando a agua atingiu 43 °C foi adicionado 6 quilos de malte moido e manteve-se sob
recirculacdo durante todo o processo de mosturacdo. As temperaturas da brassagem foram
estabelecidas de acordo com trabalhos ja realizados em outros estudos € que apresentaram
melhor resultado de teor de fenolicos (WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018). As
rampas de temperatura utilizadas foram: 15 minutos a 43°C, 15 minutos a 53°C, 30 minutos
a 63°C, 30 minutos a 71°C e 10 minutos a 78°C. Ao final da mosturacdo, para extrair o
agucar remanescente no bagaco do malte, ergueu-se o cesto com fundo falso e lavou-se com
14 L de 4gua aquecida previamente até 78°C. Retirou-se o cesto e iniciou-se a fervura que
durou 60 minutos. Aos 10 minutos de ebuli¢do, foi adicionado 40 g de lupulo para conferir
amargor a cerveja, e ao final da fervura, ao desligar o fogo, foi adicionado 10 g de lupulo de
aroma e sabor. Foi realizado o wirpool por 2 minutos, ¢ aguardou-se 15 minutos para a
sedimentacao do trub.

A temperatura do mosto foi reduzida através de um trocador de calor de placas.
Concluido o processo de resfriamento, os mostos foram acondicionados em baldes brancos
tipo Alimentar com capacidade de 12 litros para a fermentagdo primaria (4 litros de mosto
em cada). Para a inoculacdo, foi adicionado 2,0 g de levedura SafAle WB06 no momento
em que o mosto de 3 fermentadores atingiu a temperatura de fermentacao de 20 °C para os
Tratamentos 1 (feito com 100% malte pilsen de cevada) e 3 (feito com adi¢ao de 50% de
malte de trigo a 50% de malte pilsen de cevada), e adicionado 4 g de levedura Saflager
W34-70 quando a temperatura do mosto de outros 3 fermentadores atingiu a temperatura de
12 °C para os Tratamentos Tratamentos 2 (feito com 100% malte pilsen de cevada) e 4 (feito
com adi¢do de 50% de malte de trigo a 50% de malte pilsen de cevada). Apds 10 dias de
fermentagdo, as cervejas foram levadas para a maturacao por 10 dias nas temperaturas de 12
e 4°C (alta e baixa fermentacdo, respectivamente). Posteriormente essas cervejas foram
submetidas a clarificagdo por 10 dias em temperatura de 1 °C. Nao foi feito a carbonatagdo
no final do processo visto que para as analises seria necessario descarbonatar as amostras.

Na segunda etapa deste trabalho, no tratamento 5, o morango foi adicionado no
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terceiro dia de fermentagdo. Ja o dry hopping foi feito apds o sétimo dia de fermentagdo no
tratamento 6. Apds o final da fermentacdo os 2 testes foram submetidos & maturagio por 10

dias e clarificagdo por 10 dias.
2.2.2.2 Analises fisico-quimicas

Na primeira etapa do trabalho foram coletadas amostras desde a produgdo da cerveja
até o produto final para analises de pH, densidade, agtcares e determinacdo do teor de
compostos fendlicos totais (Singleton e Rossi, 1965), as quais sdo detalhadas nos subtopicos
a seguir. Apos selecionar a melhor amostra de acordo com os resultados obtidos, seguiu-se
para a segunda etapa do trabalho, e além dessas analises realizadas acima foram avaliados
também a capacidade antioxidante pelos métodos DPPH", ABTS. Foram analisadas
amostras de cada etapa da mosturagdo dos mostos obtidos com malte de cevada Pilsen e
malte de cevada Pilsen adicionado de malte de trigo. Ambos fermentados com levedura Ale
POF (WBO06) e levedura Lager (W34/70), apds as etapas de fermentacdo, maturacdo e

clarificagao.
2.2.2.2.1 Densidade por refratdmetro

O refratometro mede a refracao da luz que atravessa uma solugdo. Quanto mais densa
a solugdo, menos luz passa e maior € a refragdo. Assim como densimetros, os refratdmetros
manuais também sdo calibrados a partir de solu¢des de sacarose a determinada temperatura
(usualmente 20°C). A escala de refracdo estd em percentagem de extrato, grau Brix (°Bx).
Onde 1°Bx corresponde a 1% (g/g) de sacarose aparente em agua. Entretanto, o mosto e a
cerveja ndo sdo compostos apenas de sacarose, mas de diversos aglicares que tém indices de
refragio diferentes da sacarose. E usual aos cervejeiros utilizarem a escala em grau Plato
(°P), que abrange a percentagem de solidos dissolvidos em dgua, mas existem equipamentos
atuais que permitem a visualizacdo da densidade em °Bx, °P, e em g/cm’.

Para a andlise dos solidos soliveis do mosto utilizamos um Refratometro Marca
Contec de escala dupla. Colocamos duas gotas do mosto no prisma do refratometro ¢ a linha

na cor azul indicou a leitura do percentual de extrato em ° brix e a densidade em g/cm3

(AOAC, 2015).
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22222 pH

A analise do pH das cervejas foi realizada em medidor de pH (potenciémetro), Marca
Akso, Modelo K95 (AOAC, 2015). Adcionou-se 30 mL da cerveja em béquer, emergiu-se o
pHmetro nas amostras de cerveja até fixar o valor do pH no visor digital e, realizou-se a

leitura das amostras.

2.2.2.2.3 Determinagao do teor de fenolicos Totais

O teor de compostos fenolicos foi determinado por meio do reagente Folin-
Ciocalteu de acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi (1965). Essas
analises foram realizadas nos Laboratorios de Engenharia de Alimentos da UFU.

Reagiu-se 0,50 mL das amostras do processo de fabricagcdo da cerveja com 2,5 mL
de 0,2 mol L' do reagente Folin-Ciocalteu. Posteriormente 2 mL de solugdo saturada de
carbonato de sodio (75 g L) foi adicionado a mistura reacional. As leituras de absorbancia
foram realizadas em espectrofotometro (Gehaka UV-340G) no comprimento de onda de 760
nm , ap6s incubacdo a temperatura ambiente durante por 2 h. O 4cido galico (15,625; 31,25;
62,5; 125; 250; 500 pg mL ") foi utilizado como padrio de referéncia e os resultados foram
expressos em miligramas de equivalente de acido galico (mg GAE) por grama de peso seco

de material vegetal. Todos os testes foram realizados em triplicata.

2.2.2.2.4 Avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método de captura do radical

DPPH’

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método do sequestro dos radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizada de acordo com a metodologia de
Lopes-Lutz et al. (2008), seguidas de pequenas modificagdes. Uma solugdo etanolica de
DPPH foi preparada na concentragiio de 40 pg mL ™. Para a avaliagio, 2,7 mL da solugdo de
DPPH foram adicionados em tubos de ensaio, seguidos da adi¢ao de 0,3 mL das amostras
do processo de fabricacdo da cerveja. Apds 60 minutos, leituras foram realizadas utilizando
o espectrofotometro (Gehaka UV-340G) no comprimento de onda de 517 nm. A atividade

antioxidante (AA%) foi calculada usando a Equacao 2.1:
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AA% =[(AcN — Aamo) / Acn] * 100 (Equagido 2.1)

Em que:
Aamo = Absorbancia do DPPH com a amostra.

Acn = Absorbancia do DPPH com o etanol.

2.2.2.2.5 Avaliacdo da atividade antioxidante utilizando o método de captura do cation

radical ABTS™

A formagdo do cation radical ABTS ((2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfonico]) foi realizada de acordo com Antunes et al. (2010). Para o ensaio foram
misturados 10 pL mL das amostras das etapas do processo de fabricagdo das cervejas e 990
uL da solugdo do radical ABTSe*. A absorbancia foi monitorada por leitura em
espectrofotometro (Gehaka UV-340G) a 735 nm, durante 6 min. A absor¢ao de uma amostra
contendo a mesma quantidade de etanol e uma solugdo do radical ABTSe" foi utilizada como
controle negativo. A porcentagem de inibigdo do radical ABTS<" (AA%) pelas amostras foi

calculada de acordo com a Equagao 2.2:

AA% =[(AcN - Aam) / Acn] * 100 (Equagdo 2.2)

Em que:
Acn= Absorbancia do controle negativo

Aam= Absorbancia da amostra

2.2.2.2.6 Determinacdo de actcares por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As concentragdes de agucares (glicose, frutose, sacarose e maltose) e etanol e glicerol
foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Diluiu-se 1 mL de
cada amostra em baldo volumétrico de 25 mL, posteriormente foram filtradas e injetadas no
sistema cromatografico, marca Shimadzu, modelo LC-20* Prominence, com coluna C610H,

na qual os componentes sdo separados, além disso, utilizou-se um detector de indice de
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refracdo. A fase movel utilizada foi agua acidificada com 4cido ortofosforico na vazao de

0,5 mL/min e a temperatura do forno foi de 32°C,

2.2.2.2.7 Analise estatistica

Para a avaliacdo dos dados do teor de fenolicos totais da etapa 1 o experimento foi
disposto em delineamento inteiramente casualizado (DIC) para 7 tempos de retirada do
mosto (Arriada; Mosturagdo apds 43°C, apds 53°C, apos 63°C, apos 71°C e apos 78°C;
fervura) com 3 repeti¢des. Isso ocorreu para o mosto da cerveja com malte Pilsen
(Tratamentos 1, 2) e do mosto da cerveja com malte pilsen mais malte de trigo (Tratamentos
3 e 4) antes da fermentag@o. Apos esse procedimento os experimentos foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (3 X 2), sendo 3 tempos
de coleta (fermentagdo, maturagdo e clarificagdo) e duas leveduras (WB06 e W34/70) com
3 repetigoes.

J& para a avaliagdo dos dados do teor de fendlicos totais, atividade antioxidante
método DPPH e ABTS da etapa 2, os experimentos foram dispostos em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) para 32 tempos de retirada do mosto com 3 repetigoes.

O programa estatistico utilizado foi o sistema de andlise de variancia para dados
balanceados — SISVAR (FERREIRA, 2011), sendo os dados submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Os resultados foram plotados em graficos de barras com os valores de equivalentes ao acido
galico expressos em miligramas de acido géalico (MG GAE) por litro da cerveja. O software

empregado foi o GRAFHPAD PRISM.

2.3  RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente serdo apresentados os resultados da primeira etapa do trabalho
durante todo o processo de fabricagdo da cerveja até obtencdo do produto final (Tratamentos
1 a4).

Para a segunda etapa do trabalho foram realizados tratamentos com o malte e a
levedura do Tratamento da etapa 1 que apresentou melhor resultado de teor de fenolicos,
fazendo o acréscimo de fruta e dry hopping no estagio da fermentagdo, para finalmente

comparar os resultados (Tratamentos 5 ¢ 6).
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2.3.1 Etapal

As amostragens durante a fabricacdo das cervejas na etapa 1 ocorreram conforme

tabela 2.5.

Tabela 2.5 — Amostragens realizadas na etapa 1 do trabalho

Amostragens

Agua
Arriada (45 °C)
Apos 43 °C

Apo6s 53 °C
Apo6s 63 °C
Apos 71 °C
Ao chegar em 78 °C
Apo6s 78 °C
Antes da fervura
Apos a fervura
Apbs a fermentacao
ApOs a maturagdo

Apds a clarificagdo

2.3.1.1 Analises do pH, densidade e acuicares durante o processamento da cerveja

Na Figura 2.1 observa-se o comportamento do pH durante o processamento das
cervejas realizadas na primeira etapa. Durante a mosturagao, observou-se uma queda do pH
no momento da arriada, pois nesta etapa ocorre a inser¢do do malte e este possui uma
composicao quimica de sais que promovem um efeito tampdo no mosto (BARTH, 2013).
Nota-se que o pH da dgua inicial dos tratamentos 1 (100% malte pilsen de cevada e levedura
WBO06) e 2 (100% malte pilsen de cevada e levedura W34/70) diferem dos tratamentos 3
(50% malte pilsen de cevada e 50% malte de trigo e levedura WB06) e 4 (50% malte pilsen
de cevada 50% malte de trigo e levedura W34/70), mas durante a arriada o pH dos quatro

tratamentos cairam para o mesmo valor de 5,81.
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Ocorreram poucas variacdes de pH durante a mosturacdo em todos os tratamentos,
porém verificou-se uma queda relativamente maior do pH nos tratamentos 1(100% malte
pilsen de cevada e levedura WB06) e 2 (100% malte pilsen de cevada e levedura W34/70).
Além disso, foi possivel perceber o efeito das leveduras nos processos fermentativos, sendo
que nas fermentagdes com a levedura para altas fermentacdes WB06 (Tratamentos 1 e 3),
observou-se uma reducdo de pH mais acentuada do que com o uso da levedura W34/70
(Tratamentos 2 ¢ 4). Apds 60 horas de fermentacao, o pH dos 4 tratamentos ficou inalterado
até o final do processo produtivo da cerveja A queda dos pHs nos primeiros dias de
fermentagdo era esperada devido a formagdo de 4acidos volateis (dcido acético e acido
formico) e acidos ndo volateis (pirtvido, malico, citrico e succinico) que ocorrem nesse
periodo de fermentacdo. (MARTINEZ et al., 2017) encontraram comportamento semelhante

de queda de pH apos 24 horas de fermentagao.

® Tratamento 1 M Tratamento 2 ™ Tratamento 3 M Tratamento 4

pH

D e I G G . I R @ & &
WP s 6 ‘3, & ,\\ ,\\ AN @ @@ K %@‘ &
o S & Q\\Q & S S N S g;& 5K & & & @é\
4 ° Y TS ST Te s e &
SN S
Yo &
Amostragens

Figura 2.1 — Comparacdo dos pHs dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4 durante o processamento da

cerveja
Além disso, foi possivel perceber o efeito das leveduras nos processos fermentativos,

sendo que nas fermentagdes com a levedura para altas fermentagdes WBO06, observou-se

uma redu¢do de pH mais acentuada do que com o uso da levedura W34/70. Apds 60 horas
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de fermentacdo, o pH de todos os tratamentos ficou inalterado até o final do processo

produtivo da cerveja.

Na Figura 2.2 observa-se a densidade do mosto durante a o processo de mosturacao
dos tratamentos 1, 2, 3 € 4.
1,06
1,05
1,04
1,03

1,02 @ Tratamentos 1 e 2 Tratamentos 3 e 4

Densidade [g/cm?]

1,01

agua+ ap6s inicio Fim 53 inicio meio fim 63 inicio meio fim 71 inicio fim 78 Antes Depois
malte 43° 53° °C 63° 63°C °C 71°C 71°C °C 78°C °C da da
fervura fervura

Etapa do processo

Figura 2.2 - Densidade (g/cm?) durante o processamento dos mostos dos Tratamentos 1, 2,

3e4.

O controle de temperatura ¢ de particular interesse no processo de fabricacao de
cerveja porque baixas temperaturas podem nao ativar as enzimas e altas temperaturas podem
inativa-las. Além disso, ¢ importante ressaltar que o aumento da temperatura pode contribuir
para a polimerizacdo e também afetar o processo de clarifica¢do do wirlpool/ (DE ALMEIDA
et al., 2018b).

Durante a mosturagdo, a hidrolise enzimatica degrada o polissacarideo do amido
presente nos graos de malte, produzindo carboidratos fermentaveis, incluindo glicose,
maltose e maltotriose. As rampas de temperatura foram feitas com intuito de gerar os
acucares e liberar os compostos fenodlicos presentes no malte. S3o as rampas de temperatura
que solubilizam os carboidratos e ativam as enzimas com o intuito de quebrar as
macromoléculas (DE ALMEIDA et al., 2018a).

As atividades das enzimas necessarias para produzir esses compostos sdo altamente
dependentes da temperatura (POZEN, 2015). Avaliando a curva das densidades dos
tratamentos observa-se a presenca de acUcares ja apds a arriada, esses acucares sao

provenientes das matérias-primas, visto que durante o processo de malteacdo, ocorre a
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sintese de algumas enzimas, a quebra da parede do endosperma e da matriz proteica,
permitindo o acesso aos granulos de amido. Dessa forma, j& ocorre a formacao de alguns
acucares durante a fase da germinagdo, permitindo a percepc¢ao da presenca dos mesmos ja
no inicio do processo de mostura, mesmo antes das enzimas amiloliticas atuarem
(WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018). Comparando os tratamentos a densidade
ficou muito proxima entre eles.

Avaliando as Figuras 2.3 e 2.4 pode-se observar a formacao dos actcares, analisadas
por cromatografia, de acordo com as rampas de temperatura utilizada no processo de
mosturagdo. Segundo Mekonnen (2013), o programa de temperatura durante a maceragdo
do malte ¢ normalmente projetado para favorecer as enzimas que degradam o amido, a fim
de maximizar o rendimento do extrato e a formagdo de agucares fermentaveis. Durante a
malteagdo a enzima B-amilase ¢ ativada, enquanto a enzima a-amilase ¢ formada. Devido a
disponibilidade de substratos presentes no grao agucares e dextrinas sdo geradas, explicando
a presenca de maltose e glicose ja na etapa de arriada. Porém, a presenc¢a da enzima maltase
no malte também pode fazer com que haja a degradacdo de maltose em glicose em
temperaturas proximas a 30°C, o que pode justificar o aumento de glicose entre a arriada e

apods a rampa de 43 °C (KUNZE, 2004).
Tratamentos 1 e 2

Ap0s fervura
Antes fervura
Apods 78°
Apods 71°
B Maltose

ApOs 63 H Glicose

Mosturagdo

Apos 53° H Frutose
Apos 43°

Arriada

o
=
o

20 30 40 50 60 70
Concentracao [g/L]

Figura 2.3 - Actlicares formados durante a mostura dos Tratamentos 1 e 2, com 100% de

malte pilsen de cevada.
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Tratamentos 3 e 4

Ap0s fervura
Antes fervura
Apds 78°
Apos 71°
B Maltose

Apds 63° .
P m Glicose

Mosturagdo

Apds 53° m Frutose
Apods 43°

Arriada

Concentracao [g/L]

Figura 2.4 - Agucares formados durante a mostura dos Tratamentos 3 e 4, com 50% malte

pilsen de cevada e 50% malte de trigo.

Observou-se a presenga de frutose apenas nos tratamentos 1 e 2, feitos com 100% de
malte pilsen de cevada. A frutose ¢ tradicionalmente produzida a partir da hidrélise do amido
em 3 etapas enzimaticas sucessivas que envolvem a-amilase, amiloglucosidase e glicose
isomerase, ou a partir da hidrolise da sacarose pela invertase, obtendo-se uma mistura final
de glicose e frutose na proporcao 50:50 (PORTES, 2005). Hangenaeken (2020) encontrou
no malte de cevada valores de glicose, frutose e maltose nas quantidades 2,2 g/100g, 0,3
g/100g e 2,9 g/100g respectivamente. Segundo ele o frutano esta presente no grao de cevada
maduro entre 0,75 e 4,2% do peso do grao seco. Tem sido sugerido que esse teor aumenta
durante a malteacdo da cevada. Ele ¢ um oligdmero de frutose com apenas uma ou nenhuma
unidade de glicose e pode ser hidrolisado por invertases para formar sacarose, frutose ou
glicose.

Apds arampa de 43°C ja se observou um incremento na formacao de maltose, glicose
e frutose. Isso pode ser explicado pelo fato de que nesta temperatura, héa a ativagdo da a-

glicosidase que quebra o amido em maltose e dextrina, entre outros agucares (UCHIDA et
al., 1991).
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Apos a rampa de 53 °C observou-se o maior incremento de maltose durante todo o
processo de mostura. Além de estar numa temperatura proxima a temperatura 6tima da
enzima dextrinase limite, enzima desramificadora que ataca as ligagdes o (1,6) da
amilopectina, isso favorece estericamente a agao da f-amilase (POZEN, 2015). A B-amilase
produz maltose a partir de extremidades ndo redutoras das dextrinas, apesar de possuir
atividade 6tima entre 60 e 65 °C, ja possui atividade em temperaturas proximas a 55 °C. Sua
acdo continuou durante a rampa de 63 °C. (UCHIDA et al., 1991). Ela ¢ degradada
rapidamente em temperaturas acima de 70 °C. Apesar da o-amilase trabalhar em
temperaturas 6timas de 70 a 72 °C, sua a¢do se inicia a partir de 65 °C (POZEN, 2015), o
que justifica os teores de glicose estabilizarem ao atingir a rampa de 71 °C. A queda dos
agucares na etapa antes da fervura se deve ao enxague do bagaco feito com dgua a 78 °C, o
que gera a dilui¢ao do mosto. Apos a fervura os niveis de agucares voltam a aumentar visto
que houve a evaporacao da dgua e concentracdo do mosto (POZEN, 2015).

Observou-se comportamento semelhante no mosto dos Tratamentos 3 e 4, com 50%
malte pilsen de cevada e 50% malte de trigo, porém os teores dos aguicares foram mais baixos
que os observados no mosto dos Tratamentos 1 e 2 (100% malte pilsen de cevada).

Nos dois mostos a maltose se apresentou em maior concentragdo, seguida da glicose
e frutose. Isso também foi observado por De almeida et al. (2018b) e Fox et al. (FOX et al.,
2019). Isso € positivo, visto que tanto a frutose quanto a glicose sdao preferencialmente
consumidos pela levedura no processo de fermentagao, e até¢ que o consumo desses aguicares
atinja aproximadamente 50%, o consumo de outros agucares, como a maltose (o principal
acucar presente), ¢ reprimido. Portanto, altas concentragdes de glicose e frutose podem ser
um fator negativo no processo de fabricacdo de cerveja (PRATT; BRYCE; STEWART,
2003).

2.3.1.2 Analise dos compostos fenolicos

As Figuras 2.5 e 2.6 mostram os teores de fendlicos ap6s a fermentacdo, apds a
maturacao e apos clarificacao (produto final). Ja ap6s a fermentagdo observou-se uma queda
nos teores de fenolicos dos tratamentos 1 (100% malte pilsen de cevada e WB06) e
tratamento 2 (100% malte pilsen de cevada e W3470) com relagdo ao mosto original. Este,
preparado somente com malte pilsen de cevada, apresentava um valor de 409 mg EAG/L

antes das fermentacdes, e as cervejas obtidas nos Tratamentos 1 e 2 (amostras apos a
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clarificacdo fermentadas com leveduras WB06 e W3470 respectivamente) apresentaram um
teor de fendlicos totais de 342 mg EAG/L e 392 mg EAG/L. Apesar de ocorrer a liberagdo
de 4cidos fendlicos ligados pela levedura durante o processo fermentativo, sua queda apds a
fermentagdo pode ser devido a adsor¢do ocorrida pelo trub frio e também pela levedura
(WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018).

O mesmo ocorreu nas cervejas produzidas pelos tratamentos 3 (50% malte pilsen de
cevada e 50% malte de trigo e WB06) e tratamento 4 (50% malte pilsen de cevada e 50%
malte de trigo e W34/70), apesar da queda ter sido mais significativa nesses 2 ultimos
tratamentos. O mosto original produzido com malte pilsen de cevada adicionado de malte
de trigo na propor¢ao de 50% apresentou teor de fendlicos 427 mg EAG/L, enquanto as
cervejas dos Tratamentos 3 e 4 (amostras apos a clarificagdo fermentadas com leveduras
WB06 ¢ W3470 respectivamente) apresentaram um teor de fenolicos totais de 275 mg
EAG/L e 281 mg EAG/L. Essa mesma queda de teor de compostos fenolicos foi observada
por (SZWAJGIER, 2009; WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018; ZHAO, 2015)

em estudos onde compararam o teor destes compostos no mosto e nas cervejas obtidas.

500
. Aa
4004 T
: E& TI - levedura WB06
5 3004 =3 T2 - levedura W34/70
5
%D 200-

100-

Apos ferm Apos Matur Apos clar
Figura 2.5 - Teor de compostos fendlicos totais dos Tratamentos 1 e 2 (Cervejas com 100%

malte Pilsen) utilizando 2 leveduras (WB06 ¢ W3470).

Médias seguidas pela mesma letra, maitisculas para comparar a concentragdo entre os extratos e mintsculas
para comparar a concentragdo dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade

pelo teste de Scott-Knott.
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Apos ferm Apo6s Matur Apos clar

Figura 2.6 - Teor de compostos fendlicos totais dos Tratamentos 3 e 4 (Cervejas com malte
de cevada adicionadas de malte de trigo na propor¢ao 50:50) utilizando 2 leveduras (WB06

e W3470).

Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas para comparar a concentragio entre os extratos e minusculas
para comparar a concentragdo dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade

pelo teste de Scott-Knott.

Para os compostos fenolicos todos os tratamentos apresentaram bons resultados, mas
os Tratamentos 1 e 2 apresentaram valores mais elevados no produto final que os
Tratamentos 3 e 4. Como nao houve diferenca significativa de teor de compostos fendlicos
entre os Tratamentos 1 e 2, optou-se por seguir para a etapa 2 com o Tratamento 2 onde
utilizou-se apenas malte pilsen, por ser mais barato que o malte de trigo e Levedura W34/70,
por ser uma levedura que produz cervejas sensorialmente mais neutras onde o morango e o

dry hopping podem se destacar mais.

2.3.2 Etapa2

Na etapa 2, o morango foi adicionado ap0s o terceiro dia de fermentacao e lapulo por
dry hopping ao final de 7 dias de fermentacdo, com intuito de evitar perdas durante o
processamento da cerveja e assim acrescentar conteudo fendlico e enriquecer a composicao

de bioativos na cerveja, aumentando sua vida de prateleira e rendendo saudabilidade ao
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consumidor. A tabela 2.5 mostra a identificacdo dos Tratamentos da etapa 2 e a tabela 2.6

os pontos de amostragem realizados pra essa etapa.

Tabela 2.5 — Identificagao dos Tratamentos realizados na etapa 2 do trabalho

MALTES LEVEDURAS FASE FRIA

<
% TRATAMENTOS = 100%  50% cevada Lupulo
= ) WB06 W34/70  Morangos )
m Cevada 50% trigo Dry Hopping
Tratamento 5 X X X
Tratamento 6 X X X

Tabela 2.6 — Amostragens realizadas na etapa 2 do trabalho

Amostragens

Agua
Arriada (45 °C)
Apds 43 °C
Apds 53 °C
Apds 63 °C
Apos 71 °C
Ao chegar em 78 °C
Apos 78 °C
Antes da fervura
Ap6s a fervura
Ap6s 3 dias de fermentacgdo
Ao final da fermentacao
ApOs a maturacao

Ap0s a clarificacao

2.3.2.1 Analises do ph, densidade e agucares dos Tratamentos 5 e 6

Na Figura 2.7 observa-se o comportamento do pH durante o processamento das
cervejas na segunda fase, nos tratamentos 5 (100% malte pilsen de cevada e levedura

W34/70 com adi¢do de morangos) e 6 (100% malte pilsen de cevada e levedura W34/70 com
adicao de lupulo por dry hopping).
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Figura 2.7 - Comparagdo do pH dos tratamentos 5 e 6 durante o processo produtivo da

cerveja

O valor do pH cai a partir das 24 horas de fermentacdo, depois se torna constante.
Essa queda pode ser devido a formagao de 4cidos volateis (acido acético e acido férmico) e
acidos ndo volateis (pirGvido, malico, citrico e succinico) (MARTINEZ et al., 2017). Este
fato também foi observado neste trabalho, pois observou-se uma queda do pH p6s 24 horas
de fermentacdo em todos tratamentos e nas duas etapas.

O pH final das cervejas com 100% malte pilsen de cevada e levedura W34/70
(tratamento 2) foi de 4,64. J4 nas cervejas com 100% malte pilsen de cevada e levedura
W34/70 com adi¢do do morango (tratamento 5) o pH final encontrado foi de 4,20. .Essa
queda era esperada, visto que a adi¢ao de frutas geralmente leva a um declinio do pH porque
as frutas possuem muitos acidos organicos (SARANRAJ; SIVASAKTHIVELAN;
NAVEEN, 2017). Segundo Li e Liu (2015) geralmente, o pH da cerveja comum esta entre
4,0 e 5,5, ja para cervejas de frutas o pH esta entre 3,8 a 4,4. Jung et al. (2017) adicionou
diferentes tipos de péssegos em cervejas, e todos os testes com adicdo de péssego
apresentaram valores de pH mais baixos que a amostra controle de cerveja sem adigdo da
fruta, corroborando com os resultados encontrados nesse trabalho.

A Tabela 2.7 mostra o pH de algumas cervejas produzidas com adicao de frutas ja

citadas por outros autores. Kim et al. (KIM et al., 2017) encontraram o pH de 4,10 em uma

61



62

cerveja adicionada de péssego, esse valor estd proximo ao encontrado na cerveja adicionada
de morango onde o pH encontrado foi 4,2. Essa diferenca encontra-se dentro da normalidade
visto que o tipo de fruta (NARDINI; GARAGUSO, 2020) e a quantidade de fruta (JUNG et

al., 2017) adicionada impactam diretamente no valor de pH do produto final.

Tabela 2.7 - pH de cervejas produzidas com frutas

Cerveja pH Referéncia

Cerveja comum 4,00 a 5,50 (LI; LIU, 2015)

Cerveja com péssego 3,81 a 4,10 (KIM et al., 2017)
(KAWA-RYGIELSKA et

Cerveja com cerejas 3,43a3,71 al., 2019)

Cerveja com manga 3,58 a3,77 (GASINSKI et al., 2020)

Cerveja com maracuja 3,65 a 3,95 (ORSI, 2022)

Cerveja com abacaxi 3,9 (GASINSKI et al., 2020)

Para o tratamento 6 ndo se observou diferenca significativa de pH proveniente do dry
hopping

A figura 2.8 mostra a evolugdo da densidade durante a mosturagdo dos Tratamentos
5 e 6 comparada a densidade do Tratamento 2, usado como referéncia para a segunda etapa

do trabalho.

1,06
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o
(93]

‘I—‘
o
»

= = = Tratamento 2 Tratamentos 5 € 6

Densidade [g/L]
5 ©
N w

‘I—‘
o
=

[ERY

dgua+ apds inicio Fim 53 inicio meio fim 63 inicio meio fim 71 inicio fim 78 Antes Depois
malte 43° 53° °C 63° 63°C °C 71°C 71°C °C 78°C °C da da
fervurafervura

Etapa de produgao
Figura 2.8 - Densidade (g/cm®) durante o processamento dos mostos dos Tratamentos 2, 5 e

6.
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A densidade do mosto dos Tratamentos 5 e 6 feito com 100% de malte pilsen de
cevada apresentou comportamento muito semelhante a densidade do mosto do Tratamento
2. Isso era esperado visto que foi uma repeticao do teste executado ja na primeira etapa do
trabalho. Observou-se um incremento da densidade até a inativagdo enzimatica, com queda
apos a lavagem do bagaco que causou uma dilui¢ao dos aguicares, com novo incremento apds
a fervura devido a concentrag¢do de actcares causado pela evaporagao (POZEN, 2015).

Na figura 2.9 pode-se observar a formacdo dos agucares dos Tratamento 5 e 6,
analisadas por cromatografia, de acordo com as rampas de temperatura utilizada no processo
de mosturagao.

O grafico dos actcares do mosto dos Tratamentos 5 e 6 feitos com 100% de malte
pilsen de cevada apresentou mesmo comportamento que os acucares no mosto do
Tratamento 2, isso era esperado visto que foi uma repeticdo do Tratamento 2 feito na
primeira etapa do trabalho.

A Figura 2.10 mostra o teor de compostos fenolicos totais dos Tratamentos 5 (100%
malte pilsen, levedura W34/70 e adicdo de morangos) e Tratamento 6 (100% malte pilsen,

levedura w34/70 e adig¢do de ltpulo por dry hopping).

Tratamentos 5 € 6

Apss fervura - [

Antes fervura

Apods 78°
2
< Apods 71°
E H maltose
17) 4 °
3 ApOs 63 H Glicose
=

Apds 53° B Frutose

Apods 43°

Arriada i}

o

10 20 30 40 50 60 70 80
Concentragao [g/L]

Figura 2.9 - Agucares formados durante a mostura dos Tratamentos 5 e 6, com 100% malte

pilsen de cevada.
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Figura 2.10 - Teor dos compostos fendlicos totais dos Tratamentos 5 ¢ 6 pelo método do

Folin Cicateau.

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott. A= momento em que se adiciona o malte a agua, 43 °C = amostra apds a rampa de 43 °C, 53 °C =
amostra apds a rampa de 53 °C, 63 °C = amostra apds a rampa de 63 °C, 71 °C = amostra ap6s a rampa de 71
°C, 78 °C = amostra ap6s a rampa de 78 °C, AF = amostra antes da fervura apds sparge, DF = amostra depois
da fervura, T5 = Tratamento 5, T6 = Tratamento 6, R1 R2 e R3 = repeti¢des dos testes, AM = amostra apds 3
dias de fermentacdo antes de adicionar morango, AD = amostra ap6s 7 dias de fermentacdo antes do dry
hopping, Fe = amostras ap6s o final da fermentacdo, Ma = amostras apds o final da maturagdo, Cl = amostras

apos clarificag@o.

Observou-se resultado positivo no teor de fendlicos j& no momento da arriada.
Mesmo que os compostos fenolicos sejam encontrados predominantemente nas camadas
externas dos graos, uma alta propor¢do dos acidos fendlicos € insoluvelmente ligada aos
carboidratos da parede celular (HOLTEKJOLEN; KINITZ; KNUTSEN, 2006), o que
explicaria a presenca, mas em nivel baixo do teor de compostos fenolicos nesta etapa. Além
disso, a rampa de 43 °C ¢ justamente para ativar a esterase do 4cido ferulico, 4cido fendlico
muito abundante nos maltes de cevada e trigo, pois essa enzima ¢ ativada a partir de 40 °C,
liberando os 4cidos fenolicos ligados, o que justifica o aumento significativo do teor de
fendlicos entre a arriada e a rampa de 43 °C. Este incremento continuou até a fervura. A
subida gradativa estd dentro do esperado visto que ocorre a solubilizagdo dos compostos
fenolicos do malte por reagdes enzimaticas e ndo enzimaticas durante as rampas da
mosturagdo até o final da fervura. Zhao (2015) relatou que, geralmente, o processo de
mosturagdo resulta em significativos incrementos no teor de fenolicos e uma vez que ela
ocorrer em condigdes adequadas para a agdo enzimatica € provavel que ocorra a libragao de

compostos fendlicos ligados.
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A tendéncia de queda dos compostos fendlicos ap6s a fervura pode ser explicada pela
adsor¢do dos mesmos ao trub. A formacdo do trub durante a ebulicdo do mosto ¢
principalmente influenciada pela liberacdo de ligagdes dissulfidicas intramoleculares, por
reduc¢do a grupos tiol e formagdo de novas ligagdes dissulfidicas intermoleculares. Isso leva
a particulas mais grossas e pesadas se precipitarem. Compostos fendlicos oligoméricos mais
elevados sdo mais ativos na formagdo de complexos com proteinas, no entanto, os acidos
fendlicos também interagem com as proteinas e sdo adsorvidas pelo trub quente (SIEBERT;
TROUKHANOVA; LYNN, 1996). Além das interacdes proteina-polifenol, a formacao de
produtos de degradagdo e precipitagdo de compostos poliméricos, incluindo agregagdes
polifenol-polissacarideo, influenciam o destino dos fenolicos durante a ebulicdo do mosto
(FUMI et al., 2011).

Observou-se uma queda dos fendlicos apds 3 dias de fermentacdo em todas as
repeticdes do Tratamento 5 (TS5 R1 AM, TS5 R2 AM e T5 R3 AM), e apos os 7 dias de
fermentagdo do Tratamento 6, antes do dry hopping (T6 R1 AM, T6 R2 AM e T6 R3 AM).
Isso pode ser devido a precipitagdo de taninos e fenolicos e a absor¢do dos mesmos pela
levedura durante a fermentacao (ZHAO, 2015). Em um estudo Martinez-Gomez et al. (2020)
também perceberam que os valores de compostos fenolicos totais diminuiram apos a
fermentagdo tanto em cervejas convencionais quanto em cervejas adicionadas de caqui. Ele
associou essa queda a um maior nivel de oxidagdo dos fendis no inicio dessa fase.

Analisando o Tratamento 5 (onde se adicionou o morango), ao final da segunda
fermentacdo (quando se adiciona o morango ocorre uma segunda fermentacdo devido aos
acucares presentes na fruta), houve um aumento significativo no teor de fendlicos nos
fermentadores (T5 R1 Fe, T5 R2 Fe e T5 R3 Fe). Isso era esperado visto que o morango
apresenta altos niveis desses compostos. Apos a maturagao e clarificacao (T5 R1 Ma, TS5 R2
Mae TS5 R3 Mae T5 R1 CIL, TS R2 Cl e T5 R3 Cl) todos apresentaram uma leve queda no
total de fendlicos, mas ainda assim, quando comparado ao Tratamento 2 (100% malte pilsen
de cevada e levedura W34/70) os valores de fenolicos nos produtos finais do tratamento 5
com adi¢ao da fruta ficaram mais elevados. Em um estudo onde se adicionou péssego a
cervejas (JUNG et al., 2017) também encontraram um conteudo fenolico total maior nas
cervejas onde se adicionou a fruta em relagdo a amostra controle, corroborando com os
resultados encontrados neste trabalho. Salazar.Orbea et al. (2023) citam em seu trabalho que

0s principais compostos fenolicos dos morangos incluem proantocianidinas, antocianinas e
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elagitaninos. A fruta apresenta matérias aromaticas que atuam nos nervos do olfato e do
gosto aumentando o apetite. E uma fruta que tem efeito estimulante do apetite, facilita a
digestdo e ¢ um excelente alimento para o figado devido seu elevado teor de agucares
naturais. E fonte de Vitamina A, Vitamina C e folatos, rico em pectina e outras fibras
soliveis que ajudam a baixar o colesterol.

Analisando o Tratamento 6 (onde se adicionou o lupulo por dry hopping), ao final
dessa etapa (T6 R1 Fe, T6 R2 Fe e T6 R3 Fe) houve um incremento do teor de fenolicos em
relagdo a amostragem feita antes do dry hopping (T6 R1 AD, T6 R2 AD e T6 R3 AD). Como
j& comentado anteriormente isso era esperado devido & composi¢do fenolica que o lupulo
apresenta. Apos a maturacao e clarificagdo (T6 R1 Ma, T6 R2 Ma e T6 R3 Ma e T6 R1 Cl,
T6 R2 Cl e T6 R3 Cl) também houve uma queda desse teor de compostos fendlicos, mas
ainda assim, quando comparado ao Tratamento 2 (100% malte pilsen de cevada e levedura
W34/70) os teores de compostos fenolicos totais no Tratamento 6 ficou mais elevado nas 3
repeti¢des do produto final.

Comparando o Tratamento 5 (100% malte pilsen de cevada, levedura W34/70 e
adicdo de morangos) ao Tratamento 6 (100% malte pilsen de cevada, levedura W34/70 e
adicao de lupulo por dry hopping) nao foram encontradas diferencas significativas no teor

de fenolicos totais.

2.3.3 Teor de Antioxidantes por DPPH e ABTS

As Figuras 2.11 e 2.12 mostram os resultados da atividade antioxidante pelos
métodos DPPH e ABTS dos Tratamentos 5 ¢ 6.

A Figura 2.11 mostra a capacidade das amostras dos Tratamentos 5 e 6 em sequestrar
radicais livres medida através da redugdo do radical livie DPPH, aqui expressa em % de
atividade antioxidante. Houve um aumento na atividade antioxidante durante a mosturagao
até atingir 71 °C, mantendo-se constante até o final de fervura (78, AF, DF). Apos o fim da
fermentagdo com a adi¢do da fruta (Tratamento 5) (TS5 R1 Fe, TS5 R2 Fe e TS R3 Fe) houve
um aumento consideravel da atividade antioxidante em todas as amostras do tratamento 5.
Também houve um aumento da atividade antioxidante no final da fermentagao das amostras
onde fez-se o dry hopping (Tratamento 6) (T6 R1 Fe, T6 R2 Fe ¢ T6 R3 Fe), porém bem
menos significativo que no Tratamento 5 ao final da fermentagdo. Porém, ap6s a maturagdo

e clarificagdo houve queda na atividade antioxidante nos dois tratamentos 5 e 6, sendo que,
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ao final da clarificagdo o Tratamento 6 (T6 R1 Cl, T'6 R2 CI e T6 R3 CI) apresentou

resultados mais altos de atividade antioxidante do que o Tratamento 5.
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Figura 2.11 - Atividade Antioxidante dos Tratamentos 5 e 6 pelo método do DPPH.

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott. A= momento em que se adiciona o malte a agua, 43 °C = amostra apds a rampa de 43 °C, 53 °C =
amostra apds a rampa de 53 °C, 63 °C = amostra apds a rampa de 63 °C, 71 °C = amostra ap6s a rampa de 71
°C, 78 °C = amostra ap6s a rampa de 78 °C, AF = amostra antes da fervura apos sparge, DF = amostra depois
da fervura, T5 = Tratamento 5, T6 = Tratamento 6, R1 R2 e R3 = repeti¢des dos testes, AM = amostra apds 3
dias de fermentacdo antes de adicionar morango, AD = amostra ap6s 7 dias de fermentagdo antes do dry
hopping, Fe = amostras apds o final da fermentacdo, Ma = amostras apods o final da maturagdo, Cl = amostras

apos clarificagdo.
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Figura 2.12 - Atividade Antioxidante dos Tratamentos 5 e 6 pelo método do ABTS.

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott. A= momento em que se adiciona o malte a agua, 43 °C = amostra apds a rampa de 43 °C, 53 °C =
amostra apds a rampa de 53 °C, 63 °C = amostra apds a rampa de 63 °C, 71 °C = amostra apds a rampa de 71
°C, 78 °C = amostra ap6s a rampa de 78 °C, AF = amostra antes da fervura apos sparge, DF = amostra depois
da fervura, T5 = Tratamento 5, T6 = Tratamento 6, R1 R2 e R3 = repetigdes dos testes, AM = amostra apés 3
dias de fermentacdo antes de adicionar morango, AD = amostra ap6s 7 dias de fermentagdo antes do dry
hopping, Fe = amostras apds o final da fermentacdo, Ma = amostras apds o final da maturagdo, Cl = amostras

apos clarificagdo.
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Analisando a Figura 2.12 observou-se que também houve um aumento na Atividade
antioxidante pelo método ABTS durante a mosturagao até a temperatura de 71 °C. Houve
uma queda dessa atividade até o final da fervura visto que houve a lavagem do bagago e
formagdo do trub durante o whirpool, pois nessa fase ocorre a precipitagao de proteinas e
polifenois absorvidos gerando o trub. Houve um incremento da atividade antioxidante apos
a fermentacao das amostras do Tratamento 5 (com adi¢do de morango) (T5 R1 Fe, T5 R2 Fe
e T5 R3 Fe) e do Tratamento 6 (com dry hopping) (T6 R1 Fe, T6 R2 Fe e T6 R3 Fe), porém
muito mais significativo no Tratamento 5. Ao final da clarificagdo o Tratamento 5
apresentou resultados mais altos de atividade antioxidante do que o Tratamento 6. O
Tratamento 6 apresentou valores de ABTS em 47,34%, 47 % e 44,81% apos a clarificagdo
e o Tratamento 5 apresentou 51,73%, 49,11% e 47,85%.

As duas metodologias mostraram resultados de atividade antioxidante
significativamente mais altos apds a adicdo dos morangos nas cervejas, porém essa diferenca
ndo foi tdo representativa entre os tratamentos nos produtos apos a clarificagdo. O que pode
ter acontecido ¢ da fruta ter agregado a cerveja compostos fendlicos de cadeias grandes, e
posteriormente eles se agregaram as proteinas e levedura depositando-se no fundo dos
fermentadores durante a maturagdo e clarificagdo. Em um estudo sobre o efeito do
processamento dos morangos € macgas em termos de compostos fendlicos Salazar-Orbea et
al. (2023) cita que sao duas frutas muito utilizadas a nivel industrial devido ao seu excelente
sabor e aceitagdo por uma ampla gama de consumidores e ao seu alto teor de compostos
bioativos. Segundo eles, os principais compostos fenolicos dos morangos incluem
proantocianidinas, antocianinas e elagitaninos, enquanto na maga os principais compostos
sdo proantocianidinas, acidos hidroxicindmicos, dihidrocalconas e flavonois.

O método DPPH apresentou resultados de atividade antioxidante ligeiramente mais
baixos que o método ABTS, mas ambos apresentaram comportamento de aumento e queda
desde a mosturacao até o produto final muito parecidas, sendo complementares entre sim.
Shopska et al. (SHOPSKA et al., 2021) também observaram essa diferenca entre os métodos
em um estudo de avaliagdo de atividade antioxidante e compostos fendlicos de maltes e
mostos. Isso era esperado visto que os dois métodos sdo baseados na interagdo dos reagentes
com os protons liberados pelos compostos fenolicos, € a pequena diferenca entre eles deve
se dar devido a uma diferenc¢a na forca de reagdo dos agentes oxidantes (KARADAG;

OZCELIK; SANER, 2009).

68



69

Zhao et al. (2010) citam que antioxidantes com capacidade de eliminagdo de radicais
livtes DPPH podem doar hidrogénio a eles, particularmente aos peroxidos lipidicos ou
radicais hidroperoxidos que sdo os principais propagadores da cadeia de autoxidacdo de
lipideos e formar espécies nao radicais, resultando na inibi¢ao da fase de propagacao da
peroxidagdo lipidica. Logo, cervejas com maior elimina¢do de radicais DPPH sdo
importantes para a estabilidade do sabor da cerveja, pois seu envelhecimento geralmente ¢
associado a formacao de trans-2-nonenal e outros aldeidos saturados devido a oxidagao
lipidica. Eles também encontraram resultados de atividade antioxidante pelo método do
DPPH mais baixos que ABTS nas cervejas analisadas. Segundo Zhao et al. (2015) diferentes
cinéticas de reagdo entre o fenol e o cation do radical ABTS e o radical DPPH sobre uma
gama de concentragdes de compostos fenolicos pode levar a resultados diferentes entre os
dois métodos. A atividade do radical ABTS em eliminar cations também reflete a capacidade
de doagdo de hidrogénio, logo, cervejas com atividade antioxidante mais altas por ABTS
podem estabilizar os radicais ativos de oxigénio e ter uma melhor estabilidade de sabor.
Logo, os dois métodos sao complementares entre si (SHOPSKA et al., 2021).

Piazzon et al. (2010) relataram que o conteudo de fenolicos totais esta diretamente
relacionado a atividade antioxidante da cerveja envolvida. Se compararmos o teor de
compostos fendlicos dos Tratamentos 5 e 6 houve também uma correlagdo com as atividades
antioxidantes durante o processo produtivo das cervejas, ou seja, um aumento durante a
mosturacao, uma subida apos a adi¢do dos morangos € o dry hopping e uma queda nas
amostras apds a clarifica¢do, indicando que os compostos fendlicos sdo os principais
responsaveis pela atividade antioxidante das cervejas.

Analisando o Tratamento 2 e o Tratamento 5, ambos preparados com 100% malte
pilsen e levedura w34/70, o segundo com adicdo de morango durante a fermentacdo,
observou-se um incremento dos compostos fendlicos devido a adicao da fruta. O teor de
compostos fendlicos totais do Tratamento 2 foi 392,63 mgEAG.L"!, enquanto as cervejas
adicionadas de morango apresentaram 431,43 mg EAG.L™!, ou seja, tiveram um aumento no
teor de compostos fenodlicos. Nardini e Garuso (2020) fizeram um estudo com cervejas
convencionais e adicionadas de frutas. A maioria das cervejas com frutas apresentou
atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais superiores as cervejas

convencionais. Também foi observada uma forte correlagdo entre a atividade antioxidante e
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o conteudo de compostos fenolicos, sugerindo que esses compostos possuem um papel
fundamental na atividade antioxidante das cervejas (NARDINI; GARAGUSO, 2020).
Analisando o Tratamento 2 e o Tratamento 6, ambos preparados com 100% de malte
pilsen e levedura W34/70, o segundo com adi¢dao de lupulo pela técnica de dry hopping
durante a fermentagdo, observou-se um incremento dos compostos fenolicos devido a adi¢ao
do lupulo a frio. As cervejas adicionadas de lupulo apresentaram o teor de fendlicos totais
de 454,65 mg EAG.L™!, representando também um ganho de compostos fenodlicos. Hrabia et
al. (2022) analisou a atividade antioxidante de cervejas com dry hopping feito a 20 °C,
concluindo que o dry hopping pode ter um efeito positivo na estabilidade oxidativa da
cerveja, medida por espectroscopia ESR. Um aumento significativo no parametro lag time
(tempo apds o qual se iniciam as reagdes de formagdo de radicais livres, que € um bom
indicador do potencial antioxidante da cerveja) foi observado para todas as cervejas
lupuladas a 20°C. Da mesma forma, realizando o processo a 20 °C causou uma diminui¢ao
na taxa de formagdo de radicais em cada amostra lupulada. Kunz et al. (2014) fizeram um
estudo de adi¢des tardias de lupulo em cervejas. Eles mostraram que o dry hopping apos a
fermentagdo e os regimes de dosagem incremental de lupulo diminuiram acentuadamente a
geracdo de radicais livres em comparacao ao controle, indicando um aumento na estabilidade

oxidativa da cerveja.

2.4  CONCLUSOES

Com base nas andlises realizadas nos mostos e nas cervejas conclui-se que os
resultados foram similares em relagdo a resultados encontrados em outros trabalhos. A
evolugdo do pH durante a mosturacao apresentou comportamento esperado para a fabricagao
de cervejas, onde inicialmente tem-se uma queda pelo efeito do tamponamento dos maltes
até pH entre 5,6 € 5,8, com ligeira queda até o final da mosturacdo. A queda do mesmo até
as primeiras 60 horas de fermentagdo também ¢ um fator esperado, pois é consequéncia do
metabolismo da levedura liberar H+ ao meio durante o processo fermentativo. Apos esse
periodo o pH obteve-se inalterado até o final da produgao.

A evolugdo dos actcares durante a mosturagdo também foi um resultado esperado,
visto que as rampas para ativagao das enzimas foram feitas com intuito de obter mostos com
maior quantidade de maltose, seguido de glicose e frutose, substratos que a levedura utiliza

para o processo fermentativo em proporgdes que evitam seu estresse.
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Observou-se em todos os tratamentos um incremento no teor de compostos fenolicos
durante a mosturagdo até a inativa¢do enzimatica, a partir dai, devido a sedimentagao desses
compostos com o trub do mosto duranteo whirpool € o cold crash (diminuicdo da
temperatura para maturagao e clarificacdo da cerveja) faz com que esses compostos
diminuam no produto final.

Os Tratamentos 1 e 2 feitos com 100% malte pilsen de cevada utilizando os dois tipos
de levedura ndo apresentaram diferenca significativa entre si nos teores de fenolicos totais,
assim como os Tratamentos 3 e 4 feitos com malte pilsen de cevada adicionados de 50% de
malte de trigo com as duas leveduras também ndo apresentaram diferenca significativa de
teor de fenolicos totais entre si, mostrando que as leveduras ndo contribuem de maneira com
relagdo a esses compostos na cerveja. Ja os Tratamentos 1 e 2 produzidos com 100% de
malte pilsen de cevada mostraram valores significativamente mais altos de teor de fendlicos
totais em relagdo aos Tratamentos 3 e 4 produzidos com malte pilsen de cevada adicionada
de 50% de malte de trigo, mostrando que o malte pilsen contribui mais com a composi¢ao
fenolica da cerveja que o malte de trigo. J& o teor de compostos fenodlicos totais encontrado
nos Tratamentos 5 e 6, onde adicionou-se morangos e lapulo por dry hopping, apresentou-
se superior do que nas amostras onde ndo se adicionou, mostrando-se uma boa alternativa
para enriquecimento de compostos bioativos na cerveja.

A atividade antioxidante por ABTS mostrou valores mais elevados que o método
DPPH. Isso foi relatado em outros trabalhos durante a malteagdao da cevada (SHOPSKA et
al., 2021), e na avaliacdo de atividade antioxidante de cervejas (YANG; GAO, 2021),
corroborando com nossos resultados.

A composi¢ao fendlica da fruta e do ltpulo resultou em um aumento na atividade
antioxidante das cervejas produzidas, mostrando que os dois representam boas alternativas
para aumentar o teor de compostos bioativos na cerveja, atuando tanto como aditivos quanto

como conservantes naturais.
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