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“A little beer is a plate for a king.”

(William Shakespeare)



RESUMO

O consumo de cervejas artesanais ou puro malte segue uma rota crescente entre 0s
habitantes e visitantes de Fortaleza-CE, haja vista que cerca de 40 rétulos dessa categoria de
cervejas ja estdo sendo comercializados nessa cidade. Deve-se considerar que esse aumento
pode estar relacionado também a aspectos sensoriais e nutricionais dessa bebida, pois cervejas
de um modo geral contém quantidades apreciaveis de compostos fenolicos, que protegem
contra varias doencas, atuam como antioxidantes naturais e absorvedores de radicais livres em
sistemas fisioldgicos. Assim, devido ao importante papel desempenhado pelos antioxidantes
fendlicos na producdo das propriedades salutares das cervejas € indispensavel se dispor de
métodos capazes de mensurar a atividade antioxidante (AA). Entre os métodos tradicionais
para mensurar a AA estdo os do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH"), do &cido 2,2-
azino-bis 3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico (ABTS) e o do reagente de Folin-Ciocalteu. O alvo
deste trabalho foi determinar a AA em trés tipos de cervejas artesanais (D&G, HS e W5B)
fabricadas por uma microcervejaria de Fortaleza-CE e trés cervejas (P, S e ) fabricadas em
escala industrial, a fim de correlacionar com o0s respectivos teores de fenois totais (TFT). Os
resultados indicam que as cervejas artesanais D&G, HS e W5B apresentaram maiores TFT:
149,82 + 0,36; 141,50 + 0,40 e 124,85 + 0,46, respectivamente, do que as cervejas P, Se I:
80,86 + 1,20; 53,51 + 2,78 e 27,35 + 2,60, respectivamente. Estes resultados podem ter
relacdo direta com o teor de polifendis do cereal maltado e do lupulo utilizado. O método do
DPPH® mostrou-se controverso, pois as cervejas produzidas em larga escala (S e 1), que
geralmente contém menos de 40% de malte, apresentaram maiores valores de AA do que as
cervejas artesanais (HS, D&G e W5B) e puro malte (P). Pelo método do ABTS, a ordem
decrescente de AA para as cervejas artesanais HS, D&G e W5B foi: 82,99 + 0,51 > 79,61 +
0,36 > 48,77 + 0,41, respectivamente. As cervejas produzidas em larga escala P, | e S,
apresentaram 0s seguintes valores de AA: 72,71 + 1,20; 52,87 + 2,60 e 47,56 + 2,78,

respectivamente.

Palavras-chave: Analise de alimentos e behidas. Gastronomia. Radicais livres.



ABSTRACT

The consumption of craft or pure malt beers follows a growing route between the
inhabitants and visitors of Fortaleza-CE, considering that about 40 labels of this category of
beers are already being marketed in that city. It should be considered that this increase may
also be related to sensory and nutritional aspects of this beverage, because beers generally
contain appreciable amounts of phenolic compounds, which protect against various diseases,
act as natural antioxidants and absorbers of free radicals in physiological systems. Thus, due
to the important role played by phenolic antioxidants in the production of salutary properties
of beers, it is indispensable to have methods capable of measuring antioxidant activity (AA).
Among the traditional methods for measuring AA are 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH"),
2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) and the Folin-Ciocalteu reagent.
The aim of this work was to determine the AA in three types of craft beers (D&G, HS and
W5B) manufactured by a microbrewery of Fortaleza-CE and three beers (P, S and 1)
manufactured on an industrial scale in order to correlate with their total phenols (TFT). The
results indicate that the craft beers D&G, HS and W5B presented higher TFT: 149.82 + 0.36;
141.50 + 0.40 and 124.85 + 0.46, respectively, than beers P, S and I: 80.86 + 1.20; 53.51 +
2.78 and 27.35 + 2.60, respectively. These results may be directly related to the polyphenol
content of the malted cereal and hops used. The DPPH* method was controversial, since
large-scale beers (S and 1), which generally contain less than 40% malt, had higher AA values
than craft beers (HS, D&G and W5B) and pure malt (P). According to the ABTS method, the
decreasing order of AA for HS, D&G and W5B craft beers was: 82.99 + 0.51> 79.61 + 0.36>
48.77 + 0.41, respectively. Large-scale beers, P, I and S, had the following AA values: 72.71 +
1.20; 52.87 + 2.60 and 47.56 + 2.78, respectively.

Keywords: Food and beverage analysis. Grastronomy. Free radicals.
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1 INTRODUCAO

Segundo o artigo 36 do decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, que regulamenta
a Lei n° 8.918 de 14 de julho de 1994; cerveja € a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do
mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e &gua potédvel, por acdo da levedura, com
adicdo de lapulo. No paréagrafo primeiro do mesmo decreto, esta escrito que parte do malte de
cevada e o lapulo poderdo ser substituidos por adjuntos cervejeiros, cujo emprego € limitado a
uma quantidade méaxima. Podem ser considerados adjuntos cervejeiros a cevada e os demais
cereais aptos para o consumo humano, maltados ou ndo-maltados, bem como os amidos e
acucares de origem vegetal (BRASIL, 2009).

O Anuério 2016 da CervBrasil (2016) destaca que apesar do Brasil ser o terceiro
maior produtor mundial de cervejas, 0 consumo per capita desta bebida ainda é pequeno, pois
ocupa apenas a 27 posicdo entre os maiores consumidores. Entretanto, o setor cervejeiro no
Brasil é promissor, pois vem crescendo ano apds ano. E ha uma categoria de cervejas que tem
atraido os consumidores mais exigentes: as cervejas artesanais ou puro malte. Em 2012, as
cervejas especiais representavam 8% do mercado nacional da bebida e encerraram 2014 com
uma participacdo de 11% e cerca de 300 microcervejarias funcionando no pais. A projecdo €
de que essa cota suba para 20% em 2020 (LIMA, 2019).

A Cervejaria Nordeste produtora da cerveja Drache Bier comegou a operar, no
municipio de Horizonte, em fevereiro de 2010, portanto pioneira no Ceara e também uma das
primeiras microcervejarias das regides Norte/Nordeste (O POVO, 2012). Atualmente a
5Elementos Cervejaria Artesanal, fundada em 2016, produz os principais rotulos de cervejas
artesanais que abastecem Fortaleza. Dentre estes, dois ja foram premiados pelo mais
importante concurso de cerveja caseira do Pais: o Concurso Nacional das ACervAs. Os
rotulos Wit 5 Bier e Abyssal venceram as categorias witbier e imperial stout, respectivamente,
conquistando medalha de ouro na 112 edicdo do concurso, realizado no Rio de Janeiro
(CERVEJARIA ARTESANAL 5ELEMENTOS, 2019).

Além dos aspectos socioculturais relacionados ao consumo da cerveja, esta bebida
possui funcdes nutricionais ja reconhecidas. Por exemplo, os polifenois encontrados na
cerveja, similares aos do vinho, protegem contra as doencas cardiovasculares e o cancer
(BOBAK; SKODOVA; MARMOT, 2000; DUTHIE; DUTHIE; KYLE, 2000; GHISELLI et
al., 2000; GERHAUSER, 2005; ONATE-JAEN; BELLIDO-MILLA; HERNANDEZ, 2006;
FEGREDO et al., 2009).
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Os compostos fendlicos, apesar de atuarem principalmente na melhoria de
caracteristicas sensoriais como: cor e sabor também sdo excelentes doadores de elétrons,
agindo como espécies antioxidantes nos alimentos e como absorvedores de radicais livres em
sistemas fisiologicos (SOUSA et al., 2007; JANDERA, 2009).

Assim, devido as propriedades salutares das cervejas; nas quais os antioxidantes
fenolicos desempenham importante papel e considerando-se que suas propriedades
nutracéuticas continuam sendo alvo de estudos; € indispensavel se dispor de métodos capazes
de medir a atividade antioxidante (SHARMA et al., 2005; ONATE-JAEN; BELLIDO-
MILLA; HERNANDEZ, 2006; FEGREDO et al., 2009; GULCIN, 2012). Entre os métodos
tradicionais de avaliagdo da atividade antioxidante, estdo o do &cido 2,20-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) e o do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®), que
sdo faceis de executar e apresentam baixo custo (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER,;
BERSET, 1995; RE et al., 1999). Para a determinacdo do teor de fendis totais (TFT), o
método mais indicado é do reagente de Folin-Ciocalteu (F-C) (FOLIN; CIOCALTEU, 1927,
SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). Esses ensaios sdo baseados na
descoloracdo da solucdo por meio do mecanismo de transferéncia eletrénica e de &tomos de
hidrogénio dos antioxidantes.

Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi investigar e correlacionar os perfis
fenolicos com as atividades antioxidantes de cervejas artesanais produzidas por uma
microcervejaria de Fortaleza, Ceara, Brasil e registradas no Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Cervejas

2.1.1 Cervejas Produzidas em Escala Industrial

Cerveja € um tipo de bebida amplamente consumida em todo o mundo, sendo a
terceira bebida mais consumida e a primeira entre as bebidas alcoodlicas (NELSON, 2005;
WUNDERLICH; BACK, 2009). E uma bebida natural popular sem gordura que contém
acidos organicos, vitaminas do malte, proteinas, lipulo e dgua. Comparada a outras bebidas
alcoolicas, a cerveja tem um maior valor nutricional devido a presenca de varios minerais e
nutrientes essenciais como potassio, magnésio, calcio, fésforo e uma pequena quantidade de
sodio (BAMFORTH, 2002; TAFULO et al., 2010). Também é fonte de vitaminas do
complexo B (B, By, PP e Bj,) originadas a partir do malte e levedura. A utilizacdo de cereais
e malte na producdo de cerveja também contribui para a ingestdo de antioxidantes naturais,
como: compostos fenolicos, produtos da reacdo de Maillard e sulfitos (TAFULO et al., 2010;
ZHAO; ZHAO, 2012).

Existe uma variedade muito grande de cervejas e por isto estas podem ser
categorizadas de acordo com (i) o processo de fabricacdo: altas ou baixas temperaturas de
fermentacdo (fermentacdo superior e inferior, respectivamente); (ii) a cor (escura ou clara);
(iii) o teor de alcool (suave ou forte); (iv) os tipos de aditivos adicionados; v) o conteudo do
extrato ou (vi) a origem (WUNDERLICH; BACK, 2009). A cor do malte da cerveja é
expressa em unidades da Convengdo dos Cervejeiros Europeus (European Brewing
Convention, EBC).

Por causa dos diferentes componentes quimicos, sabor e das tecnologias de
producéo, diferentes tipos e variagfes de cervejas podem ser discriminadas dentro de uma
categoria especifica de cerveja. Por exemplo, as cervejas mais populares de alta fermentacédo
sdo as de trigo e ale, enquanto que a maioria das cervejas resulta da baixa temperatura de
fermentacdo, ou seja, a lager, pilsner, bock e porte Baltico (ESLINGER, 2009). Em
comparagdo com a pilsner, a lager apresenta maior teor alcoolico e menor amargor. Malte de
cevada, lupulo, dgua e fermento sdo usados no processo de fermentacéo da pilsner, enquanto
que na producdo da lager, além desses ingredientes, sdo adicionados ainda malte de trigo,

milho e agucar.
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Vale ressaltar que um grande nimero de cervejas pertencente a ambas variedades
(pilsner e lager) pode ser agrupado segundo a cor, o tipo de aditivo e propriedades aromatico-
gustativas (PAVSLER; BUIATTI, 2009a; PAVSLER; BUIATTI, 2009b). As pilsner
apresentam um teor de extrato de 11 a 13,9%, teor alcodlico de 4 a 5,5% e intensidade da cor
no intervalo de 4 a 8 unidades EBC. Ao contrério, as cervejas lager apresentam maior teor de
extrato (11 a 16%), teor alcodlico (4 a 6%) e a intensidade da cor varia de 4 a 8 unidades EBC
para lagers claras ou de 35 a 60 unidades EBC para lagers escuras (PAVSLER; BUIATTI,
2009a; PAVSLER; BUIATTI, 2009b; WUNDERLICH; BACK, 2009).

As cervejas do tipo lager sdo as mais consumidas em todo o mundo e sdo
produzidas com cepas de Saccharomyces calsbergensis, sendo fermentadas a temperaturas de
3,3 a 13,0°C por 4 até 12 semanas. Por outro lado, as cervejas tipo ale sdo geralmente
fermentadas a temperaturas mais altas (cerca de 20 * 4°C) por periodos mais curtos com cepas
de maior qualidade de Saccharomyces cerevisiae, esse tipo de cerveja é o mais consumido na
Alemanha, Bélgica, Canada, Estados Unidos e Grd-Bretanha (ARAUJO et al., 2003;
PAVSLER; BUIATTI, 2009a; PAVSLER; BUIATTI, 2009b; WUNDERLICH; BACK, 2009;
CERVESIA, 2018; SINDICERYV, 2018).

O porte Baltico € um tipo de cerveja escura, quase preta (> 60 unidades EBC)
enquanto que a bock é ambar (40-60 unidades EBC). Estes tipos de cervejas apresentam
maiores teores de alcool e de extrato do que a lager e a pilsner. Especificamente, para as
cervejas de porte Baltico, os teores de extrato e de alcool situam-se entre 18-22% e 8-9,5%,
respectivamente, enquanto que as cervejas bock apresentam teores de extrato e alcodlico de
16 a 18% e de 6 a 8%, respectivamente. Além disso, frutas, caramelo, chocolate, nozes, café,
melaco e outros aditivos também sdo usados no processo de producdo da cerveja tipo porte
Baltico (ESLINGER, 2009; PAVSLER; BUIATTI, 2009a; PAVSLER; BUIATTI, 2009b;
WUNDERLICH; BACK, 2009).

Como mencionado anteriormente, as cervejas de trigo e ale resultam da alta
fermentagdo. As cervejas de trigo contém pelo menos 50% de malte de trigo, o contetido do
extrato pode variar de 11,8% a 14% e a porcentagem de alcool se situa entre 4,3% a 5,6%. As
cervejas tipo ale sdo produzidas a partir de uma mistura de maltes comuns e de caramelo, seus
teores de extrato e a porcentagem de alcool variam na mesma faixa das cervejas de trigo.
Ambos os tipos de cervejas de alta fermentagdo podem ser claras (5-18 unidades EBC) ou
escuras (35-60 unidades EBC) (ESLINGER, 2009; PAVSLER; BUIATTI, 2009a; PAVSLER,;
BUIATTI, 2009b; WUNDERLICH; BACK, 2009).
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2.1.2 Cervejas Produzidas em Escala Artesanal
O termo ‘“cerveja artesanal” (ou “segmento de cervejas artesanais”) ¢ uma
expressao merecedora de uma definicdo mais precisa, e Acitelli (2013) em seu livro sobre a
historia da cerveja artesanal, assim define a cervejaria que produz essa bebida em escala

artesanal:

Tipo de cervejaria que inclui qualquer pequena cervejaria de propriedade
independente que adere aos ingredientes e praticas tradicionais de fabricacdo de
cerveja. As cervejarias artesanais sdo diferentes das grandes cervejarias regionais e
nacionais, que frequentemente usam ingredientes ndo tradicionais e fermentam
numa escala muito maior (ACITELLI, 2013).

Esta definicdo incorpora as duas variaveis que distinguem ou definem a cerveja
artesanal: o tipo de cerveja e o tamanho da instalacdo que a produz (embora ambas as
medidas, "tipo" e "tamanho™ sejam elasticas). Pelo tipo de cerveja, a cerveja artesanal pode
significar diferentes variedades de cerveja; ale, stout, porter, até as lager, mas nunca devera
ser fabricada com aditivos ou ingredientes artificiais. A Associacdo Americana de Cervejeiros
Artesanais (BREWERS ASSOCIATION, 2014) considera uma cervejaria artesanal como:

Pequena, independente e tradicional. Pequena significa fabricar menos de 6 milhdes
de barris por ano. Independente significa que menos de 25% da cervejaria pertence a
um fabricante de cerveja ndo artesanal. Tradicional refere-se a um foco em cervejas
produzidas inteiramente ou principalmente de malte e ndo diluidas com adjuntos
como milho ou arroz (BREWERS ASSOCIATION, 2014).

Para a maioria dos consumidores, a cerveja artesanal esta associada a pequena
escala de producdo da cervejaria: microcervejarias e bares que produzem suas cervejas. A
fermentacdo caseira é exemplo tipico da producdo em pequena escala e integracao vertical.

Ao longo da ultima década (2008-2018), a industria cervejeira artesanal tem
experimentado um rapido crescimento em varios paises e em muitos casos as microcervejarias
sdo a forca motriz (McLAUGHLIN; REID; MOORE, 2014; REID; McLAUGHLIN;
MOORE, 2014; CANNATELLI, B.; PEDRINI, M.; GRUMO, 2015; FASTIGI et al., 2015;
BREWERS ASSOCIATION, 2016).

No Brasil, a producéo artesanal de cervejas teve um aumento significativo no final
do século XX, pois naquele momento deu-se inicio uma intensificacdo do consumismo por
parte dos brasileiros por conta da abertura comercial iniciada em 1992 (FERREIRA et al.,
2011). Pode-se considerar que nessa época o paladar dos consumidores de cervejas no Brasil
passou também a saborear novas marcas de cervejas nacionais e/ou importadas (STEFENON,
2012). Essa mudanca no comportamento consumista pode estar relacionada ao aumento da
demanda por produtos de qualidade superior e de maior sofisticacdo, como 0s vinhos finos, 0s

cafés gourmet e, mais recentemente, as cervejas artesanais.
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2.1.3 Cervejas Artesanais Produzidas em Microcervejarias de Fortaleza-CE

As diversas marcas de cervejas industrializadas sdo bastante consumidas e ja estao
consolidadas no pais, porém os consumidores atualmente apregoam um novo lema “beber
menos, porém melhor” e focando esta nova situacdo é que as cervejarias artesanais ganham
forca no cenério atual brasileiro. No Nordeste brasileiro, esse movimento ainda € muito
recente, pois ha cerca de uma década ndo havia nenhuma cervejaria que produzisse uma boa
cerveja artesanal nessa regiao.

Hoje em dia, as microcervejarias artesanais tomaram conta da regido
metropolitana de Fortaleza, onde foram feitos investimentos em bares especializados em
cervejas artesanais e nas microcervejarias inauguradas nos ultimos cinco anos: 5Elementos,
Turatti, Bold Brewing e Schaide Bier, que vendem suas cervejas especiais para um publico
sedento dessa bebida. Este fendbmeno pode ser atribuido a uma demanda dos consumidores
mais exigentes.

Uma das consequéncias desse movimento foi o ganho que o setor gastrondmico
estd obtendo, pois essa bebida milenar passou a ser apreciada, assim como vinho, em
harmonizacdes e preparacdo de pratos, rompendo um paradigma afirmado por muitos de que
apenas o vinho ¢ uma bebida “refinada”, uma vez que, com a ampla variedade de cervejas
artesanais disponivel torna-se mais facil utiliz-la no acompanhamento de pratos de nossa

culinéria.

2.2 Antioxidantes

Espécies reativas de oxigénio (EROs) como o anion superéxido (O%), o peréxido
de hidrogénio (H,0,) e radicais hidroxilas (OH®) sdo produzidas em organismos e também
podem ser induzidas por fontes exdgenas, como: fumaca de cigarros, radiacdo ionizante,
certos poluentes, solventes orgénicos e pesticidas (HALLIWELL et al., 1995). As EROs
podem atacar macromoléculas biolégicas e provocar lesdes em tecidos e inimeras doencas
originadas por estresse oxidativo. Pesquisas creditam aos antioxidantes um papel importante
na prevencdo de doencas provocadas pelas EROs no organismo humano (FINKEL,;
HOLBROOK, 2000).

O organismo humano produz naturalmente trés enzimas, chamadas antioxidantes
enddgenos, para catalisarem o mecanismo reacional de defesa contra as EROs. Essas enzimas
formam o chamado sistema de defesa antioxidante, sendo formado pela catalase (CAT),
superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (FINKEL; HOLBROOK, 2000;
GANDRA et al., 2004).
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Além dessas substancias, hd outras que atuam como antioxidantes enddgenas
porém, sem acao enzimatica: glutationa, peptideos de histidina, transferrina e ferritina, acido
diidrolipdico e o ubiquinol (CoQH,). Contudo, destaque deve ser dado aos antioxidantes
exogenos: a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina A), acido ascorbico (vitamina
C) e compostos fenodlicos. (HALLIWELL; GUTTERIDGE; CROSS, 1992; HALLIWELL et
al., 1995; PIETTA, 2000). Estes antioxidantes apresentam baixo peso molecular e se
incorporam ao organismo mediante a dieta alimentar diaria, anulando as EROs
(CERQUEIRA; GENNARI; AUGUSTO, 2007).

Os compostos fenolicos podem ser encontrados em sua forma livre ou, mais
frequentemente, ligados a outros compostos, como ésteres e glicosideos. Polifendis derivados
dos 4&cidos hidrobenzoicos (acido galico, acido protocatechuico, 4&cido siringico) e
hidroxicinamicos (acido ferdlico, acido p-cumarico, acido caféico) sdo extraidos
principalmente no malte, enquanto que flavondis (quercetina, canferol), chalconas
(xanthohumol) e flavanonas (isoxanthohumol e prenilnaringenina) sdo encontrados no lupulo.
As catequinas, procianidinas e taninos derivados de flavonois também sdo encontrados no
malte e lupulo. A composicdo final dos compostos fendlicos numa cerveja depende da
qualidade da matéria-prima utilizada (cevada e lupulo) e do processo de fermentacédo.
(GARCIA; GRANDE; GANDARA, 2004).

E sabido que os antioxidantes obtidos na dieta sdo indispensaveis para a defesa
apropriada contra a oxidacdo celular e, portanto, ttm um papel crucial na manutencdo da
salde. Gey (1986) formulou a “hipdtese antioxidante”, a qual afirmava que o efeito na
reducdo do estresse oxidativo estaria relacionado a elevada quantidade de moléculas
antioxidantes presentes nos alimentos. Assim, pode-se especular que os beneficios a saude
estdo parcialmente associados a ingestdo de frutas, hortalicas e também bebidas contendo
compostos fenodlicos naturais, uma vez que estes contém antioxidantes naturais (SHILS;
OLSON; SHIKE, 1994). Logo, o consumo de alimentos ou suplementos dietéticos contendo
antioxidantes estd relacionado a acdo contra as EROs, evitando assim consequentemente
varios distarbios fisiolégicos em organismos Vvivos.

O uso de cereais e malte na producdo de cervejas contribui para a ingestdo de
antioxidantes naturais, como polifenois. Portanto, um possivel beneficio do consumo de
cerveja, ainda ndo totalmente estudado, esta relacionado as propriedades antioxidantes
(GHISELLI et al., 2000; GIROTTI et al.,, 2002; WEI; MURA; SHIBAMOTO, 2001).
Antioxidantes naturais sdo "quaisquer substancias que; quando presentes em baixas

concentragfes comparadas as de um substrato oxidavel; retarda ou impede significativamente
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a oxida¢ao desse substrato” (HALLIWELL, 2007). Os antioxidantes naturais atuam de varias
maneiras, incluindo a complexacao de ions de metal no ciclo redox-catalitico, eliminagdo de
radicais livres e decomposicdo de peroxidos. A intensidade destes efeitos depende da estrutura
quimica e da concentracdo do antioxidante presente.

Varios autores (WOFFENDEN; AMES; CHANDRA, 2001; TAFULO, 2010;
ZHAO et al.,, 2010; ZHAO; ZHAO, 2012) ja relataram propriedades antioxidantes em
diferentes amostras de cervejas. Esses trabalhos fazem das cervejas um objeto interessante

para uma anélise mais abrangente.

2.3 Cerveja e Saude

A cerveja é considerada uma fonte de folatos e outras vitaminas do complexo B,
como niacina, piridoxina e cianocobalamina, alem de ser citada como importante fonte de
selénio e apresentar efeito diurético, devido a alta relacdo potassio/sédio (BAMFORTH,
2002). E uma bebida que possui capacidade antioxidante moderada, devido a presenca de
compostos fendlicos, associada a um relativo baixo teor alcodlico. Desta forma ela promove o
aumento da capacidade antioxidante do plasma sem os efeitos negativos provocados pelo
consumo de altas concentragdes de etanol.

As propriedades antioxidantes dos &cidos fenolicos Ihes conferem capacidade de
prevenir o cancer, devido a sua capacidade de sequestrar radicais livres, que causam a
oxidacdo do DNA das ceélulas. Arimoto-Kobayashi e colaboradores (2005) ao analisaram
figado e pulméo de ratos, reportaram que componentes presentes na cerveja sdo capazes de
proteger o organismo contra os efeitos genotdxicos de aminas heterociclicas.

Diversos compostos foram isolados a partir da cerveja e submetidos a ensaios in
vivo, com 0 objetivo de estudar suas capacidades de prevenir a ocorréncia de doencas
cardiovasculares e degenerativas, como o cancer. Dentre 0s compostos isolados, destacam-se
os prenilflavonoides e os alfa-4cidos. A chalcona xantohumol, juntamente com seu isdbmero
isoxantohumol, formado durante o processamento, sdao os prenilflavonoides encontrados em
maior concentracdo na cerveja. O xantohumol foi identificado como o principal agente na
prevencdo de cancer, devido a sua elevada capacidade antioxidante, além de apresentar
propriedades anti-estrogénicas, antiinflamatdrias, anti-angiogénicas, inibitéria da DNA-
polimerase e capacidade de controlar a proliferacio de células cancerigenas (GERHAUSER,
2005).

Estudos epidemioldgicos indicam que o consumo moderado de alcool €

inversamente proporcional a ocorréncia de doencas cardiovasculares, apresentando menor
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taxa de mortalidade dentre aqueles que consomem bebidas alcodlicas moderadamente,
principalmente vinho e cerveja, comparado aos individuos que ndao consomem estas bebidas
ou aos que consomem em demasia (BAMFORTH, 2002). Outros estudos sugerem uma
relacdo entre os alimentos ricos em polifenois, como vinhos e cervejas, e a prevencao de
algumas doencas, como cancer, doengas cardiovasculares e inflamagdes (SCALBERT,;
WILLIAMSON, 2000).

Nos ultimos anos, o interesse no estudo do lupulo (Humulus lupulus L.) tem
aumentado devido & sua potencial atividade quimio-preventiva de cancer (GERHAUSER,
2005). O lupulo contém alfa-acidos (humulonas), beta-acidos (lupulonas) e polifenois, como
os flavonoides prenilados (GERHAUSER, 2005; CEH et al., 2007). Ressalte-se que 0
xantohumol € uma chalcona prenilada estruturalmente simples ocorrendo apenas no lapulo.
Portanto, as cervejas artesanais, feitas de lGpulo, podem ser consideradas a principal fonte
dietética dos prenil-flavonoides (STEVENS; PAGE, 2004) e por isto sdo objeto de pesquisa e

interesse.

2.4 Meétodos de Determinacéo da Atividade Antioxidante (AA)

Uma forma de avaliar as potencialidades dos antioxidantes presentes em
alimentos e bebidas é por meio da determinacéo de suas atividades antioxidantes. A atividade
antioxidante total (AA) é a quantidade de mols de um determinado radical livre capturado por
um oxidante padrao, independentemente do antioxidante presente na mistura (MILLER et al.,
1993). Varios ensaios analiticos tém sido usados para mensurar a AA em substancias puras,
alimentos e bebidas (OU et al., 2002).

Entre os métodos mais importantes de quantificacdo da AA estdo: o do &cido 2,20-
azinobis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico (ABTS)/capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox (TEAC) (MILLER et al., 1993; RE et al., 1999), fendis totais por Folin-Ciocalteu
(FOLIN; CIOCALTEU, 1927), capacidade antioxidante do ferro (I1l) (FRAP) (BENZIE;
STRAIN, 1996; BENZIE; SZETO, 1999; PULIDO; BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000),
capacidade antioxidante do cobre (II) (CUPRAC) (APAK et al., 2004; APAK et al., 2005;
OZYUREK et al., 2007) e capacidade sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH®) (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998).

Todos esses métodos sdo baseados em mecanismos de transferéncia de elétrons
(TE) ou mecanismos mistos de TE e transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH), e medem a
diferenca de absorbancia de um reagente oxidante (num comprimento de onda previamente

especificado) durante o curso da oxidacdo de um antioxidante.
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2.4.1 Método de Determinacdo da Atividade Antioxidante pelo Radical DPPH*

Embora o radical DPPH" apresente semelhancgas limitadas com as EROs, o
método do radical estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH®), ainda é muito usado para
medir a AA de varios tipos de alimentos por meio da espectrofotometria UV-visivel
(LOCATELLI et al, 2009; BARTOSZEK; POLAK, 2012; MISHRA; OJHA;
CHAUDHURY, 2012). Este método utiliza a diminuicdo da absorbancia causada pela
mudanca na intensidade da cor da solucdo contendo o radical DPPH®, resultante da reacdo
deste com um antioxidante, como uma medida da atividade antioxidante dos compostos
(BARTOSZEK; POLAK, 2012; DAWIDOWICZ; WIANOWSKA; OLSZOWY, 2012).
Entretanto, alguns estudos relatam que a diminui¢cdo no maximo de absor¢é@o no espectro UV-
visivel nem sempre resulta em uma diminuicdo da concentracdo do radical livre
(LOCATELLI et al., 2009).

O método é baseado na transferéncia de elétrons do radical livre DPPH® que, por
acdo de um antioxidante ou outro radical, reduz o DPPH® para formar a difenil-picril-
hidrazina (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995), figura 1.

Figura 1: Reacdo entre o radical DPPH® e um antioxidante (A-H) através da transferéncia de

um atomo de hidrogénio.
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A reacdo de reducdo do DPPH® (violeta) pode ser visualizada pela mudanca de cor
e monitorada num espectrofotdmetro pela diminuicdo da absorbancia no comprimento de
onda (A) = 517 nm. A porcentagem de descoloracdo que expressa a AA ou atividade
sequestradora de radicais livres pode ser calculada usando-se a equacéo (I):

(%) AA = I:(AControle pppH_— (AAMOSTRA —ABRANco)] x 100 (Eq. 1)

AControle DPPH

Onde: (%) AA é a atividade antioxidante em porcentagem; Acontrole DrPH € @ absorbancia do
DPPH correspondente a solucdo inicial de DPPH, sem adicdo de amostra (controle),
AamosTra € a absorbancia correspondente ao DPPH que reage com os antioxidantes presentes

na amostra e Agranco € a absorbancia correspondente ao branco das amostras.
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2.4.2 Método de Determinacéo da Atividade Antioxidante pelo Radical ABTS®"

Esse método baseia-se na geragdo do radical ABTS™, que apresenta cor azul
esverdeado, por meio da reacdo do ABTS com persulfato de potéssio. Com a adi¢cdo de um
antioxidante, ocorre a reducdo do ABTS" ao ABTS promovendo a perda da coloragio do
meio reacional, Figura 2 (RE et al., 1999). A determinacédo da (%) AA pelo método do ABTS
apresenta boa estabilidade, sendo um dos testes mais rapidos de atividade antioxidante e que
oferece resultados reprodutiveis, além de oferecer varios méximos de absor¢do e uma boa
solubilidade, permitindo analises de compostos tanto de natureza lipofilica como hidrofilica
(KUSKOSKI et al., 2005).

Figura 2: Gerag&o do radical catibnico ABTS"" a partir da reacéo entre o ABTS e o persulfato
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Fonte: adaptado de: MILLER & RICE-EVANS, 1996.
A partir da diluicdo em etanol da solucdo padrdo de Trolox (2,0 mM), dez

solugcdes com concentracfes crescentes sdo preparadas para a construcdo de um grafico da
curva padrdo do Trolox. Esta curva apresenta no eixo X as concentragcdes das solucdes
diluidas e no eixo Y as respectivas absorbancias monitoradas a A = 734 nm. A partir da
equacdo da reta gerada pela curva padrdo do Trolox, determina-se a absorbancia referente a

1,0 mM de Trolox. A porcentagem de inibicdo é expressa por meio da equacao (11):

(%) AA :[ Apets_— AamosTra) x 100 (Eq. I1)
AnpTs

Onde: (%) AA € a porcentagem de atividade antioxidante, AagTs € a absorbancia da solucéo
com o radical formado sem a presenca de antioxidante. AamosTra € @ absorbancia observada

na presenca do radical ABTS™ e os antioxidantes.
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2.4.3 Método de Determinacdo do Teor de Fendis Totais (TFT) pelo Reagente de

Folin-Ciocalteu

O teor de fenois pode ser determinado com o reagente de Folin-Ciocalteu (F-C),
este € baseado na formacdo de um complexo azul que pode ser analisado em A = 765 nm. O
reagente de F-C consiste de uma mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotungstico, na qual
0 molibdénio se encontra no estado de oxidagdo (VI) (cor amarela no complexo
Na,Mo00,.2H,0); porém, na presenca de certos agentes redutores, como 0S COmMpostos
fendlicos, sdo formados os complexos de molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW1:0,)*], nos
quais a média do numero de oxidag¢do dos metais esta entre V e VI e cuja coloragdo permite a
determinacdo da concentracdo das substancias redutoras que, ndo necessariamente, precisam
ter natureza fenolica (OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART et al., 2009).

A Figura 3 ilustra a reacdo do acido galico (AG), usado como padrdo para a
quantificagdo de fenol em diversos analitos, com o molibdénio presente no reagente de F-C.
Figura 3: Reacdo do &cido galico com o molibdénio presente no reagente de Folin-Ciocalteu.
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Fonte: adaptado de: OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART et al., 2009.

O teor de fendis totais (TFT) de cada amostra é obtido por meio de uma curva

analitica usando o acido galico como padrdo. Cada aliquota de amostra nas concentragdes de
10% (v/v) é colocada num tubo de ensaio contendo agua deionizada e o reagente de F-C.
Apo6s 5 min, adicionam-se solucdo de Na,CO3 a 20% (m/V) e agua deionizada. A mistura é
mantida no escuro por 60 minutos e entdo mede-se a absorbancia usando uma solugéo branco

como referéncia.

3. OBJETIVOS

O alvo principal desta pesquisa foi avaliar a atividade antioxidante (AA) presente
num grupo de cervejas artesanais produzidas por uma microcervejaria de Fortaleza-CE e
registradas no MAPA, por meio dos métodos de determinacdo da AA: DPPH® e ABTS e do

teor de fenois totais (TFT): pelo reagente de Folin-Ciocalteu.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

— Acetona, metanol, etanol, dihidrogenofosfato de potassio, monohidrogenofosfato de sddio,
persulfato de potassio e 6-hidrdxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox).

— Agentes redutores: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®) 4&cido 2,2-azino-bis 3-
etilbenzotiazolino-6-sulfonico (ABTS) e reagente de Folin-Ciocalteu (F-C), da Sigma®.

— Padrées fenélicos: 4cido galico, quercetina e rutina, adquiridos da Sigma®.

Todas as solucdes foram preparadas com agua deionizada.
4.2 Equipamentos
Figura 4: Banho de ultrassom Bransonic CPX2800® (Branson).

Fonte: préprio autor.

Figura 5: pHmetro Accumet® AB150 e eletrodo de vidro indicador (Fischer Scientific).

Fonte: proprio autor.

Figura 6: Espectrofotdmetro UV-Visivel Genesys® 10S (Thermo Scientific).

Fonte: préprio autor.
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4.3 Amostras de Cervejas Produzidas em Escalas Artesanal e Industrial

No periodo de novembro/2018 a marg¢o/2019 foram adquiridas em supermercados
e numa microcervejaria de Fortaleza-CE, nove amostras (garrafas de 350 mL) de trés marcas
de cervejas artesanais registradas no MAPA: D&G, HS e W5B e nove amostras (garrafas de
350 mL) de trés marcas de cervejas produzidas em escala industrial: P, I e S. A fim de ndo
comprometer os procedimentos analiticos, as amostras foram colocadas num banho de
ultrassom por 30 minutos, para a retirada do gas carbénico (CO,). O periodo entre a aquisicao
e as analises das amostras nao ultrapassaram sete dias. Todas as medidas espectrofotométricas
foram realizadas em um espectrofotdmetro UV-visivel Genesys® 10S (Thermo Scientific) no
Laboratorio de Quimica Analitica Aplicada (LAQA) da UVA/CE.

4.4 Determinacao Espectrofotométrica do Teor de Fendis Totais (TFT)

O teor de fendis totais (TFT) em cada amostra foi obtido por meio de uma curva
analitica tendo o &cido galico (AG) como padrdo. Cada aliquota de 50 uL de amostra nas
concentracfes de 10% (v/v) foi colocada num tubo de ensaio contendo 1,0 mL de agua
deionizada e 250 pL do reagente de F-C. Apds 5 min, foram adicionados 750 uL de solucéo
de Na,CO3 a 20% (m/V) e 2,95 mL de agua deionizada. A mistura foi mantida no escuro por
60 minutos e entdo a absorbancia foi medida usando uma solucdo em branco como referéncia.

A Figura 7 ilustra o aspecto visual do ensaio da determinacdo do teor de fenois
totais pelo método de F-C usando as concentragdes de 0,0; 0,20; 0,40; 0,80 e 1,0 mg/L de AG
como padrdo. O gradiente de cor das solugdes para obtencdo da curva padréo varia de azul

claro até um azul intenso.

Figura 7. Aspecto visual do ensaio para a quantificacdo do teor de fendis totais pelo método

de Folin-Ciocalteu.

A ———_—— ——

Fonte: préprio autor
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O teor de compostos fendlicos totais (TFT) foi calculado por meio da equagdo da
reta da curva padrdo de &cido gélico (AG): A = —0,003 (+ 0,005) + 0,841 (+ 0,009) [AG],
R? = 0,9994, apresentada no gréfico 1.

Gréfico 1: Curva padrdo do &cido galico (AG).
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A determinagdo do TFT nas amostras de cervejas foi realizada para uma replicata
de 5 determinac@es e expressa em mg equivalentes de acido galico por litro de amostra (Eac
mg/L de amostra) (OLGUN et al., 2014).

4.5 Determinacdo Espectrofotométrica da Atividade Antioxidante pelo Método do
DPPH*

O método do DPPH® foi executado segundo o procedimento previamente
estabelecido na literatura (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). O branco das
amostras foi produzido a partir de uma mistura de 2,70 mL da solucdo etan6lica do DPPH*
(0,20 mM) e 300 pL de etanol. O etanol foi usado para ajustar a linha base (A = 0,000).

A porcentagem de descoloracdo que expressa a AA ou atividade sequestradora de
radicais livres foi calculada usando-se a equacéo (1).

A quantificacdo da AA, pelo método do DPPH®, nas amostras de cervejas foi

executada para uma replicata de 5 determinacgdes e expressa em % do consumo de DPPH.



29

4.6 Determinacéo Espectrofotométrica da Atividade Antioxidante pelo Método do ABTS

Neste trabalho, 0 método do ABTS foi adaptado do procedimento previamente
estabelecido por Henriquez; Aliaga & Lissi (2002). Dessa forma, o radical ABTS™ foi gerado
a partir da reacdo de 5,0 mL de ABTS (7,0 mM) com 88 uL de persulfato de potassio (140
mM) ap6s armazenamento por 16 horas na auséncia de luz. A seguir, 2,0 mL da solu¢do do
radical ABTS™ gerado foram diluidos em etanol até 150 mL, a fim de se obter uma solugio
que fornecesse aproximadamente 0,700 unidades de absorbancia (u.a.).

A partir da diluicdo em etanol de uma solucéo padrdo de Trolox (2,0 mM), foram
preparadas 10 solugdes com as seguintes concentrages: 0,10; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,0; 1,2;
1,4; 1,6; 1,8 e 2,0 mM para a construgdo da curva padrdo do Trolox, grafico 2. A partir da
equacdo da reta: A = 0,687 (+ 0,010) — 0,296 (£ 0,009) [Trolox], R? = 0,9920, calcula-se a

absorbancia referente a 1,0 mM de Trolox.

Gréfico 2: Curva padrdo do Trolox.
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Na andlise dos antioxidantes, foram adicionados 300 uL da amostra preparada a
um tubo de ensaio contendo 2,70 mL da solugdo do radical ABTS™. Depois disso, o tubo foi
coberto com filme de Parafilm® e mantido no escuro por 20 minutos (RE et al., 1999) e as
absorbancias foram monitoradas no A = 734 nm. A porcentagem de inibicao foi expressa por
meio da equacéo (I1). A quantificacdo da AA, pelo método do ABTS, nas amostras de cervejas
foi realizada para uma replicata de 5 determinacdes e expressa em % do consumo do ABTS™.
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4.7 Analise Estatistica dos Resultados de Atividade Antioxidante e Teor de Fendis Totais

Neste estudo, os resultados foram expressos como a média de 5 repeti¢bes (n = 3)
+ desvio padrdo da média. . Foram considerados estatisticamente diferentes os resultados de
atividade antioxidante que apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipétese de nulidade
menor que 5% (p<0,05) aplicando-se a analise de variancia (ANOVA) seguida de
comparagbes multiplas pelo teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas usando o
programa Origin® 8.0 (Microcal).

A matriz de Pearson foi utilizada para verificar a correlagdo entre os trés métodos
utilizados neste trabalho e a analise de componentes principais (PCA) foi realizada para

melhor compreender o grupo de dados de (%)AA e de TFT.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéo do Teor de Fendis Totais (TFT)

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores médios dos teores de compostos

fendlicos totais, expressos em mg equivalente de &cido galico por litro de cerveja.

Tabela 1 — Teor de fendis totais nas amostras de cervejas determinado pelo método de F-C.

Tipo de Cerveja Amostra Concentracdo (mg L™) Desvio Padrédo
HS 141,50 0,51
Artesanal D&G 149,82 0,36
W5B 124,85 0,46
S 53,51 2,78
Industrial P 80,86 1,20
I 27,35 2,60

Como pode ser verificado, 0 TFT nas amostras de cervejas aumentou na seguinte
ordem: | < S <P <W5B < HS < D&G, dessa forma pode-se afirmar que de fato as cervejas
artesanais produzidas pela microcervejaria de Fortaleza apresentam no minimo 2,5 e 1,5 vezes
mais compostos fenolicos do que as cervejas produzidas em escala industrial e de puro malte,
respectivamente. Estes resultados podem ter relacdo direta com o teor de polifendis do cereal
maltado e do lUpulo utilizado. De acordo com Gerhduser (2005), cerca de 70 a 80% dos
compostos fenolicos sdo originarios do malte, enquanto 20 a 30% se originam do lupulo.

Zhao et al. (2012) relataram que o valor médio do TFT para 40 amostras de
diferentes cervejas produzidas em escala industrial foi de 168,23 + 41,74 mg de AG por litro
de cerveja. Recentemente, Albanese et al. (2018) reportaram que maior valor de TFT para um
grupo de quatro cervejas produzidas em laboratério foi de 122 mg de AG por litro de cerveja.
Logo, € possivel afirmar que as amostras de cervejas artesanais objeto de estudo deste
trabalho apresentaram teores similares e/ou superiores aos obtidos por outros autores.

Os compostos fenolicos presentes na cerveja provém do lupulo e, na sua grande
maioria, do malte da cevada, fazendo com que a bebida se torne uma boa fonte de compostos
fenolicos. Porém, os compostos derivados do lUpulo sdo mais faceis de serem caracterizados
que os da cevada, pois durante o processamento da bebida eles podem sofrer mudangas,
tornando-os de dificil caracterizacdo (MACIEL et al., 2013).
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5.2 Determinacéo da (%)AA ou Capacidade Sequestrante do Radical DPPH®

Os valores médios da (%)AA e respectivos desvios padrdo sdo apresentados na
Tabela 2.
Tabela 2 — Atividade antioxidante (%)AA nas amostras de cervejas determinada pelo método
do DPPH".

Tipo de Producdo | Amostra de Cerveja (%0)AA Desvio Padréo
HS 81,24 0,13
Artesanal D&G 83,50 1,31
W5B 69,96 0,28
S 92,36 0,47
Industrial P 87,06 0,70
| 95,19 3,00

De acordo com Sousa et al. (2007) a (%)AA corresponde a quantidade de DPPH*
consumida pelo antioxidante e pode-se afirmar que, quanto maior o valor da (%)AA, maior
sera a atividade antioxidante da amostra analisada. Como se pode observar na Tabela 1, a
cerveja | apresentou valor médio de (%)AA igual a 95,19%, enquanto a cerveja W5B
(microcervejaria de Fortaleza) apresentou (%)AA = 69,95%, apresentando a menor atividade
antioxidante entre as amostras analisadas. Como esta ultima cerveja contém, além dos
ingredientes tradicionais, cascas de laranja e de limdo siciliano e sementes de coentro, estes
poderdo ter interferido nas medidas espectrofotométricas.

Considerando-se que na producdo de cervejas artesanais as microcervejarias néo
adicionem cereais ndo maltados, carboidratos, corantes, antioxidantes etc., e que a adi¢cdo de
maiores teores de malte esteja diretamente relacionada a maior concentragdo de compostos
fendlicos nas cervejas artesanais, os resultados obtidos de (%)AA para as cervejas produzidas
pela microcervejaria de Fortaleza e avaliadas neste trabalho: HS, D&G e W5B apresentaram
valores de atividade antioxidante menores do que as cervejas produzidas em escala industrial.

Duas provaveis explicacdes para estes resultados: 1) compostos fendlicos nédo
precisam necessariamente atuar como antioxidantes, e no caso das cervejas, alguns compostos
encontrados como fendlicos ndo se comportam como antioxidantes. Ha varios estudos sobre a
atividade antioxidante e contetdo fendlico de cervejas, entretanto, estas pesquisas dispdem de
dados limitados sobre o perfil fendlico e a contribuicdo destes para a atividade antioxidante
em cervejas artesanais e tradicionais.

Além disso, é dificil comparar dados de literatura, devido a falta de concordancia
sobre 0 método adequado para a anélise de compostos fenolicos e de AA (ZHAO et al., 2010)

e 2) apesar do método do radical DPPH’ ser de facil execucdo e apresentar baixo custo, este
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ensaio é baseado na descoloracdo da solugdo, e em matrizes complexas, como as cervejas,
existem muitos compostos que podem absorver luz na mesma faixa de comprimento de onda,
causando interferéncia nesses dois métodos (BLASCO; GONZALEZ; ESCARPA, 2004;
ESCARPA, 2004; BLASCO et al., 2005; BLASCO et al.,, 2007; ESCARPA, 2012;
OLIVEIRA-NETO et al., 2016).

5.3 Determinacéo da (%)AA ou Capacidade Sequestrante do Radical ABTS"*

Os valores médios das (%)AA e respectivos desvios padrdo sdo apresentados na
Tabela 3.
Tabela 3 — Atividade antioxidante (%)AA nas amostras de cervejas determinada pelo método
do ABTS.

Tipo de Producgéo Amostra de Cerveja (%)AA Desvio Padréo
HS 82,99 0,51
Artesanal D&Gs 79,61 0,36
W5B 48,77 0,46
S 47,56 2,78
Industrial P 72,71 1,20
| 52,87 2,60

Quanto maior o valor da (%)AA apresentada pela amostra de cerveja, menor a
quantidade do radicais livres de ABTS®", ou seja, quanto maior o consumo de ABTS™" pela
amostra, maior sera sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Diferentemente dos resultados obtidos pelo método do DPPH, os valores de
%(AA) obtidas pelo método do ABTS, duas das trés cervejas artesanais apresentaram valores
bem maiores do que as cervejas produzidas industrialmente e conforme os resultados
apresentados na Tabela 3, nota-se que tanto nas cervejas artesanais como nas cervejas
produzidas industriais, ha uma grande varia¢do nos resultados da AA obtidos pelo método do
ABTS. Mesmo dentro do mesmo grupo de cerveja produzida, os valores de (%)AA diferiram
entre si. Essas diferencas podem estar parcialmente relacionadas aos diferentes tipos de
compostos fendlicos com reatividades diferentes, pois na preparacdo dessas cervejas esta
presente uma miscelanea de cereais ndo maltados ou carboidratos, além de antioxidantes,
corantes e estabilizantes (OPA BIER, 2019).

Segundo ZHAO et al. (2010) a cerveja € um conjunto de compostos naturais com
atividades e mecanismos antioxidantes presentes nela e é definida pela sua composicao e

pelos métodos de fabricagdo utilizados, logo, se diferentes métodos sdo utilizados para a
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determinacdo da AA com base em diferentes mecanismos de reagéo, resultados diferentes
serdo obtidos.

Os resultados obtidos com o método do ABTS corroboram em parte os obtidos
pelo método de F-C, pois a relacdo entre o TFT e a capacidade sequestrante de radicais livres
nas cervejas parece ser bastante significativa, visto que as cervejas que apresentaram 0S
maiores TFT sdo justamente as de com maiores (%) AA: D&G, HS e W5B (microcervejaria
de Fortaleza) e P (puro malte).

As cervejas com valores de AA > 60% analisadas pelo método do ABTS,
apresentaram baixos TFT, esse fato pode estar relacionado as formulagbes das cervejas
produzidas em escala industrial que utilizam cerca de 60% de malte de cevada, principal
ingrediente destas bebidas e os outros 40% sé&o cereais ndo maltados ou carboidratos, como
milho e arroz (OPA BIER, 2019). Essa composi¢do visa um custo mais baixo para vender as
bebidas por um preco mais atrativo. JA nas cervejas artesanais, 0s ingredientes sao
selecionados, mais nobres e alguns precisam ser até mesmo importados. Essas bebidas tém
guatro componentes: agua, malte, levedura e lGpulo. Isso quer dizer que as cervejas

produzidas em escala artesanal ndo levam acuUcares de fontes extras (OPA BIER, 2019).

5.4 Comparacdo entre os valores de (%)AA e TFT Obtidos pelos Métodos do DPPH®,
ABTSe F-C

A Tabela 4 resume os resultados obtidos para os teores de fendis totais (TFT) e de
%(AA) pelos métodos do reagente de F-C, DPPH® e ABTS, respectivamente. Observa-se que
as cervejas que apresentaram 0s maiores valores de TFT ndo foram as mesmas que
apresentaram as maiores capacidades antioxidantes. Com excecdo das cervejas S e | que
mostraram resultados bastante diferentes para o DPPH® e ABTS.
Tabela 4 — Comparacdo entre os valores médios das AA de cervejas artesanais e

industrializadas determinadas pelos métodos do DPPH*, ABTS e F-C.

Tipo de Amostra de cerveja (%) AA (%) AA TFT (mg L™
Producao DPPH ABTS

D&G 83,50 + 0,31% | 79,61 +0,36% | 149,82 + 0,36°

Escala Artesanal HS 81,24 +0,13" | 82,99 +0,51° | 141,50 + 0,40°

W5B 69,96 + 0,28° | 48,77 +0,41° | 124,85 + 0,46°

P 87,06 +0,70% | 72,71 +1,20% | 80,86 + 1,20°

Escala Industrial S 92,36 +0,47° | 47,56+ 2,78° | 53,51 +2,78°

[ 95,19 + 3,00° | 52,87 +2,60° | 27,35+ 2,60'

Legenda: letras iguais da mesma coluna indica diferenca ndo estatistica (p < 0,05) (n =5).
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Como pode ser observado na Tabela 4, os valores obtidos com o método do DPPH
correlacionam-se negativamente com os TFT, enquanto os valores obtidos com o método do
ABTS apresentam uma correlagdo positiva com os TFT. Realmente, quanto menor a
quantidade de amostra necesséaria para reduzir a quantidade dos radicais ABTS®" e DPPH*
maior serd a atividade antioxidante.

O grupo das cervejas artesanais (exceto a W5B) apresentou maior poder
antioxidante, em todos os ensaios, quando comparado ao grupo de amostras de cervejas
industrializadas, num nivel de significancia de 95% (p < 0,05). Dentro do grupo das cervejas
artesanais, a ordem crescente de atividade antioxidante (%)AA pelo método do ABTS foi HS
> D&G > W5B, ja para o grupo das cervejas industrializadas foi P > | > S. As cervejas foram
comparadas entre si dentro de cada grupo usando-se os testes de ANOVA e Tukey e ndo foi
verificada nenhuma variacao significativa (p < 0,050) entre os trés métodos (Tabela 5).
Tabela 5 — Teste de Tukey para os métodos do DPPH*, ABTS e F-C.

Método de Determinacéo DPPH* ABTS TFT
DPPH*® — 0,49 0,799
ABTS 1,65 — 0,200

TFT 0,908 2,56 —

De acordo com a matriz de Pearson, foi observada uma forte correlacdo linear
entre os métodos do TFT e DPPH®; TFT e ABTS tanto para o grupo das cervejas artesanais,
quanto para as industrializadas: 0,98 e 0,91; -0,85 e -0,99, respectivamente. Entretanto, 0s
métodos do ABTS e DPPH® apresentaram uma fraca correlagdo para os dois grupos de
cervejas (0,16 e 0,35), dando indicios de que esses métodos estdo mais susceptiveis as
interferéncias, como a turvacdo das amostras durante os ensaios espectrofotométricos. Este
fato reitera a dificuldade de aplicacdo desses métodos para melhor compreender a capacidade
antioxidante presente em cada amostra de cerveja (BLASCO et al., 2007; ESCARPA, 2012;
OLIVEIRA-NETO et al., 2016).

Para melhor compreensdo do grupo de dados, uma analise multivariada foi
realizada e no grafico da analise de componentes principais (PCA) observa-se que 98,20% da
informac&o é explicada em dois eixos, FC1 (68,57%) e FC2 (29,63%), Figura 8. Ao longo de
FC2 é possivel separar dois grupos (I e I1). Nos quais, a maioria dos nimeros localizados nos
quadrantes positivos pertence ao grupo |, formado principalmente pelas amostras de cervejas
artesanais (HS, D&G e W5B), que apresentaram maior potencial antioxidante. Enquanto que
no grupo Il, duas amostras de cervejas (S e I) apresentaram pontuacdo negativa e outra
positiva (P).
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Figura 8: Analise dos componentes principais (PCA).
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Deve-se ressaltar os altos valores encontrados de %(AA) e TFT para as amostras
da cerveja P, pois apesar desta ser produzida em grande escala, a mesma é rotulada como
“puro malte”, ou seja, o fabricante deve adicionar 100% de malte de cevada na sua
composicdo. Por isto que essa cerveja apresentou resultados que correlaciona de forma
positiva os trés métodos de analise.

Apesar dos ensaios tradicionais usando-se radicais gerados pelo DPPH e ABTS
serem faceis de executar e apresentarem baixo custo, esses ensaios sdo baseados na
descoloracdo da solugdo por meio do mecanismo de transferéncia eletronica e de atomos de
hidrogénio dos antioxidantes e numa matriz como a cerveja existem muitos compostos
absorvedores de luz na mesma faixa de comprimento de onda, provocando divergéncias nos
resultados por conta dessa interferéncia nos dois métodos (BLASCO; GONZALEZ;
ESCARPA, 2004; BLASCO et al., 2005; BLASCO et al., 2007; ESCARPA, 2012;
OLIVEIRA-NETO et al., 2016).

Do mesmo modo, os resultados obtidos para a determinacdo do TFT pelo método
de F-C sdo muitas vezes superestimados para matrizes complexas devido a baixa seletividade
do reagente de F-C (SINGLETON et al., 1999).

Uma alternativa para diminuir essas desvantagens pode a utilizacdo dos métodos
eletroanaliticos, uma vez que estes sdo capazes de interpretar o comportamento redox de
amostras brutas e desta forma é possivel realizar suposi¢des sobre classes de antioxidantes
especificos, considerando-se que o indice eletroquimico expressa a capacidade antioxidante,
introduzido pioneiramente por Escarpa e colaboradores (BLASCO; GONZALEZ; ESCARPA,
2004; BLASCO et al., 2005; BLASCO et al., 2007; ESCARPA, 2012).
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6 CONCLUSOES

Os resultados para a atividade antioxidante, (%)AA determinada pelo método do
DPPH® mostraram-se no minimo controversos, uma vez que as cervejas produzidas em larga
escala, segundo os fabricantes, contém cerca de 60% de malte, foram as que apresentaram as
maiores (%)AA quando comparadas as AA das cervejas artesanais e da cerveja
industrializada “puro malte”. Esses resultados ddo indicios de que a aplicacdo dos métodos de
analise utilizados neste trabalho deva ser reavaliada quando a matriz da amostra for muito
complexa, pois neste caso, esses métodos podem apresentar sérias limitacdes.

Diferentemente dos resultados obtidos pelo método do DPPH, os valores de
%(AA) obtidas pelo método do ABTS, duas das trés cervejas artesanais apresentaram valores
bem maiores do que as cervejas produzidas em larga escala. Entretanto hd uma grande
variacdo nos resultados da atividade antioxidante obtidos pelo método do ABTS. Mesmo
dentro do mesmo grupo de cerveja produzida, os valores de (%)AA diferiram entre si.

Das trés marcas de cervejas artesanais avaliadas neste trabalho, apenas a W5B
apresentou menor poder antioxidante, em todos os ensaios, quando comparado ao grupo de
amostras de cervejas industrializadas. Dentro do grupo das cervejas artesanais, a ordem
crescente de atividade antioxidante (%)AA pelo método do ABTS foi HS > D&G > WH5B, ja
para o grupo das cervejas industrializadas foi P> 1> S.

O presente trabalho mostrou que as cervejas artesanais apresentaram valores de
TFT maiores do que as cervejas produzidas em larga escala, ou seja: D&G > HS > W5B
(microcervejaria de Fortaleza) > P > | > S. Estes resultados podem ter relagéo direta com o
teor de polifendis do cereal maltado e do lapulo utilizado.

VariagcOes consideraveis nos resultados das %(AA) foram verificadas entre 0s
métodos do DPPH e ABTS, principalmente nas cervejas tipo lager produzidas em larga
escala. Entretanto, observa-se uma correlacdo positiva entre 0 método do ABTS e o do
reagente de Folin-Ciocalteu e isto é importante, pois 0os compostos fenélicos parecem ser 0s
antioxidantes mais influentes nas cervejas, uma vez que no processo de fabricacdo das

cervejas artesanais sao utilizadas maiores quantidades de malte.
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