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RESUMO

VITOR, Kellen Natalia Pinheiro Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2022. Influéncia de maltes especiais no comportamento de xanthohumol em cervejas
claras e escuras. Orientador: Alexandre Fontes Pereira.

Maltes especiais sdo comumente usados na fabrica¢do de cerveja para fornecer sabor, aroma e
cor a cerveja. O uso destes contribui para a variedade de produtos cervejeiros; portanto, ¢
importante entender seu efeito nas caracteristicas do produto. O malte de cevada ¢
responsavel por cerca de 80% do total de fenolicos da cerveja, enquanto os 20% restantes sao
oriundos do lupulo. Tais compostos sdo os principais responsaveis pela bioatividade das
cervejas. Dentro da classe de polifendis, o xanthohumol — proveniente do lapulo - é um
composto com propriedades anticarcinogénica comprovada, além de atividade antimicrobiana
e antioxidante. Sabe-se que, sua solubilidade ¢ maior em mostos preparados a partir de maltes
torrados. A busca do consumidor por estilos de vida mais saudaveis resultou no aumento da
demanda por cervejas funcionais, despertando atencdo para compostos bioativos,
principalmente xanthohumol. Este estudo tem por objetivo avaliar a diferenga de
concentragdo de polifenois e xanthohumol em cerveja obtida a partir de trés variedades de
maltes especiais. Uma cerveja controle foi preparada com 100% de malte base e trés
tratamentos foram elaborados com a adicdo de malte CaraAroma, Caramelo 200 e
CaraGold. Para cada tratamento, durante a preparacdo do mosto, 10% do malte base foi
substituido pelas 3 variedades de malte definidas. Por meio da analise estatistica, observou-se
que para cerveja preparada com a adigdo de maltes torrados, o contetido de fenolicos totais
variou entre 238,2 e 375,12 mg GAE.L!, o que corresponde a um aumento de até 77,5% na
concentracdo de compostos fendlicos quando comparado a amostra controle. O teor de
xanthohumol variou entre 2,667 mg.L™! (controle) e 5,755 mg.L™! (tratamento utilizando malte
CaraAroma). Estes valores representam um aumento de até 115,8% na concentragdo de
xanthohumol com a utilizagdo maltes torrados. Correlagdes positivas (R>=0,87 e 0,885) foram
observadas para a relagdo entre a cor ¢ o teor de xanthohumol e para a a relagdao entre o teor
de xanthohumol e o conteudo de fendlicos totais, respectivamente. A cor da cerveja, contetido
de fenolicos totais e teor de xanthohumol tém relagdo direta com a presenga de melanoidinas
que contribuem para o aumento da concentracao de polifendis e xanthohumol, por se ligarem

a estes compostos, aumentando a sua solubilizacdo e reduzindo suas perdas.

Palavras-chave: Prenilflavonodides. Flavonoides. Bioatividade. Polifenois. Melanoidinas.



ABSTRACT

VITOR, Kellen Natélia Pinheiro Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2022. Influence of special malts on the behavior of xanthohumol in light and dark beers.
Adviser: Alexandre Fontes Pereira.

Specialty malts are commonly used in brewing to provide flavor, aroma and color to beer. The
use of these contributes to the variety of brewing products; therefore, it is important to
understand its effect on product characteristics. Barley malt accounts for about 80% of the
total phenolics in beer, while the remaining 20% comes from hops. Such compounds are the
main responsible for the bioactivity of beers. Within the class of polyphenols, xanthohumol -
from hops - is a compound with proven anticarcinogenic properties, as well as antimicrobial
and antioxidant activity. It is known that its solubility is higher in musts prepared from roasted
malts. The consumer's search for healthier lifestyles resulted in an increase in the demand for
functional beers, drawing attention to bioactive compounds, mainly xanthohumol. This study
aims to evaluate the difference in concentration of polyphenols and xanthohumol in beer
obtained from three varieties of special malts. A control beer was prepared with 100% base
malt and three treatments were elaborated with the addition of CaraAroma, Caramelo 200 and
CaraGold malt. For each treatment, during wort preparation, 10% of the base malt was
replaced by the 3 defined malt varieties. Through statistical analysis, it was observed that for
beer prepared with the addition of roasted malts, the total phenolic content varied between
238,2 and 375,12 mg GAE.L!, which corresponds to an increase of up to 77,5% in the
concentration of phenolic compounds when compared to the control sample. The
xanthohumol content varied between 2,667 mg.L™! (control) and 5,755 mg.L! (treatment
using CaraAroma malt). These values represent an increase of up to 115,8% in the
concentration of xanthohumol with the use of roasted malts. Positive correlations (R?=0,87
and 0, 885) were observed for the relationship between color and xanthohumol content and
for the relationship between xanthohumol content and total phenolic content, respectively.
The beer color, total phenolic content and xanthohumol content are directly related to the
presence of melanoidins that contribute to the increase in the concentration of polyphenols
and xanthohumol, by binding to these compounds, increasing their solubilization and

reducing their losses.

Keywords: Prenylflavonoids. Flavonoids. Bioactivity. Polyphenols. Melanoidins.
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1 INTRODUCAO

A cerveja ¢ uma das bebidas mais apreciadas em paises com diferentes climas e
culturas no mundo (MATHIAS; MELLO; SERVULO, 2014). O Brasil ¢ o terceiro maior
produtor mundial de cerveja, ficando atras da China e Estados Unidos (BARTH et al., 2018).
Segundo a Legislacdo Brasileira a cerveja deve ser produzida a partir de d4gua, malte, lupulo e
levedura (BRASIL, 2009).

O mercado cervejeiro do Brasil, vem sofrendo alteracdes no padrdo de consumo de
seus produtos. Os consumidores estdo cada vez mais interessados em produtos de maior valor
agregado e maior qualidade. Nota-se que estdo entrando no mercado mais cervejarias de
menor porte e cervejarias artesanais que conseguem atender aos novos padrdes de qualidade
do consumidor. Alguns produtos inovadores se destacam, como as cervejas funcionais, pois
buscam combinar o consumo moderado da bebida com beneficios a satde, atraindo
consumidores com base em sua percep¢do de prevencdo de doengas por meio de uma dieta
funcional (SOHRABVANDI; MORTAZAVIAN; REZAEI, 2012).

Os polifendis sdo conhecidos por suas propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes.
Além disso, tém um papel importante na formac¢do do sabor e do aroma da cerveja. Os
polifendis da cerveja contribuem, também, para outras caracteristicas importantes do produto
final, como adstringéncia, corpo e plenitude (COLLIN et al., 2013). Estima-se que 80% do
total de polifendis sejam provenientes do malte e 20% do lapulo.

Dentre os polifendis presentes no lupulo, se encontra o xanthohumol (XN). Esse
prenilflavondide esta presente na resina dos cones de lupulo e tem sido amplamente estudado
devido as suas caracteristicas quimiopreventivas e anticarcinogénicas, além de propriedades
antibacterianas, anti-inflamatorias e anti-HIV (GERHAUSER et al., 2002; COLGATE et al.,
2007; NOWAKOWSKA, 2007; WANG et al., 2004).

Pouco se sabe a respeito de como prever e otimizar a extragdo de compostos fenolicos,
especialmente, xanthohumol, durante a producdo da cerveja. No entanto, sabe-se que fatores
como variedade e quantidade de malte e lapulo, tempo e temperatura de extracdo, método de
dispersdao do lupulo, tipo de cerveja e fermento, influenciam na extragdo desses compostos
bioativos para a cerveja (COCUZZA; MITTER, 2013).

Ainda ndo esta claro quais fatores possuem maior influéncia no processo de extragdo
de xanthohumol durante a produgdo de cerveja. No entanto, sabe-se que a variedade de malte
utilizada no processo produtivo tem papel de destaque na solubilizagdo de xanthohumol no

mosto cervejeiro, influenciando positivamente o teor deste polifenol na cerveja final. Inserido
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nesse contexto, torna-se importante o estudo da influéncia das diversas variedades de malte na
extracdo do xanthohumol. Dessa forma, pode ser possivel estimar a concentracao, agregando
valor ao produto, além de fornecer subsidios para novos estudos sobre a inser¢ao de cervejas

enriquecidas com xanthohumol no mercado.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o efeito da variedade do malte na concentracdo de xanthohumol durante o

processo de producdo de cerveja, por meio do estudo de maltes com diferentes niveis de

torrefagao.

2.2 ESPECIFICOS

° Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas da cerveja, tais como pH, densidade, cor;

° Determinar a concentragdo de fenolicos totais e de xanthohumol nas cervejas
produzidas;

° Avaliar a diferenca na extracdo de xanthohumol conforme a variedade de malte

empregada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CERVEJA

De acordo com a Legislagdo Brasileira (BRASIL, 2009), art. 36, “cerveja ¢ a bebida
obtida pela fermentacdo alcoolica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua
potavel, por agdo da levedura, com adicdo de lupulo”. A escolha da matéria-prima, variedade
de levedura, forma de processamento, assim como os compostos produzidos nas etapas de
fermentagdo e maturacdo convergem para o desenvolvimento de uma cerveja sensorialmente
agradavel e com as caracteristicas desejadas (MACHADO JR et al., 2019).

Dentre as matérias-primas utilizadas para produgao de cerveja, a 4gua ¢ o insumo mais
abundante do processo, uma vez que, aproximadamente, 92% a 95% do peso da cerveja €
constituido por agua. Portanto, a 4gua deve ser de boa qualidade possuindo, como requisitos
bésicos, alcalinicade inferior a2 50 mg. L™, concentragdo de calcio proximo a 50 mg. L' e
seguir os padrdoes de potabilidade. O malte de cevada ¢ a matéria-prima resultante da
germinagdo do grao de cevada sob condi¢des controladas. No malte de cevada o amido
apresenta-se em cadeias menores que na cevada, sendo menos duro e mais soluvel. O malte
Pilsen ¢ o malte utilizado como base para a producdo de cerveja, sendo claro e de sabor
ameno. Os diversos tipos de cerveja sdo elaboradas a partir de combinag¢des do malte base
com outras variedades de malte que irdo agregar caracteristicas sensoriais especificas a
cerveja. O malte Caramunich III, por exemplo, promove um incremento no corpo da cerveja e
intensifica o aroma de malte, por ser um produto com alta torrefagdo, produz cervejas mais
escuras e avermelhadas, além de somar ao produto um sabor intenso de caramelo
(VENTURINI FILHO, 2010).

Embora o etanol seja o produto de excrecdo produzido pela levedura durante a
fermenta¢do do mosto, as caracteristicas de sabor e aroma da cerveja sdo determinadas de
forma preponderante pelo tipo de levedura utilizada devido a varios outros produtos de
excrecao formados durante a fermentacdo. As cepas de levedura Saccharomyces cereviseae
sdo ideais para producdo de cerveja, sendo consideradas seguras e capazes de produzir os dois
metabolitos primarios essenciais ao processo, etanol e dioxido de carbono (MARTINS ef al.,
2018).

No inicio de sua produgdo, ha cerca de 8 mil anos, a cerveja era produzida apenas com
agua, graos de cereais e leveduras. O lupulo s6 foi introduzido como matéria-prima na

fabricagdo de cervejas no século XV. A extracdo de compostos como a-acidos e Oleos
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essenciais durante o processo de producdo fez com que o lupulo se destacasse de todas as
outras ervas ja utilizadas ao longo da historia para dar sabor e preservar a cerveja, tornando-se
essencial ao processo (BETANCUR et al., 2020).

O Iupulo, utilizado para agregar sabor e aroma marcantes a cerveja, possui em sua
composi¢do quimica compostos como xanthohumol e outras chalconas preniladas (Figura 1)

que tem recebido muita atencdo nos Ultimos anos com grande potencial benéfico para a satide

(STEVENS; PAGE, 2004).

Figura 1 - Principais prenilflavondides presente no lupulo
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3.1.1 Processo de Producio de Cervejas

Independente da escala e do tipo de cerveja, o processo produtivo pode ser descrito
pelas seguintes etapas: maltagem, moagem do malte, mosturacdo, fervura ou cozimento,
fermenta¢do, maturagdo, envase e pasteurizagdo (VIVIAN et al., 2016). Normalmente, a etapa
de maltagem ndo faz parte do processo produtivo em uma planta cervejeira. A industria
cervejeira adquire os graos de maltarias especializadas, com as caracteristicas especificas e
desejadas para o produto. Dessa forma, na cervejaria, o inicio ao processo de producdo da
cerveja se da a partir da moagem dos graos.

Na etapa de moagem, os graos sdo fragmentados, a fim de expor toda a por¢do do
endosperma, facilitando assim o ataque enzimatico. Esse processo permite aumentar a
superficie de contato da agua com as enzimas, como a alfa e beta amilase, presentes no malte
que favorecem a hidrolise do amido (VIEIRA, 2017).

A mosturagdo ou brassagem ¢ a mistura do malte moido com 4gua, submetidos a
temperatura controlada, a fim de ativar diferentes grupos de enzimas que promoverao a
hidrélise dos amidos a agucares fermentesciveis (glicose, maltose e maltotriose). A ativacao
de alguns tipos de enzimas ¢ realizada em temperaturas especificas, sendo estas: 40-45 °C
para B-glucanases; 50-55 °C para proteases; 60-72 °C para o e P-amilases; 76-78 °C para
inativagdo enzimatica. Ao final da mosturagdo, o bagaco de malte ¢ decantado e servird como
camada filtrante para separacdo do mosto (BAXTER; HUGHES, 2001; VIEIRA, 2017,
VIVIAN et al., 2016).

A etapa de fervura promove a concentragdo do mosto, esterilizagdo, inativagdo
enzimatica e coagulagdo de proteinas, por um periodo de aproximadamente uma hora, com a
adicdo de lupulo, quando ocorre a extragdo de o e [P-acidos e Oleos essenciais. Estes
compostos amargos € aromaticos do Ilupulo sdo responsaveis pelo aroma e sabor
caracteristicos da bebida (KEUKELEIRE, 2000; VENTURINI FILHO, 2010). Apés a
fervura, o mosto passa pelo processo de whirpool, em que ocorre a decantagdo dos residuos,
cujo principal objetivo € separa-lo do trub e seguir para a etapa de fermentacao (MATHIAS;
MELLO; SERVULO, 2014).

O processo de fermentacgao € iniciado apos a adigdo da levedura ao mosto ja resfriado.
Durante a fase anaerobica, as leveduras metabolizam os ag¢tcares do mosto, obtidos durante a
mosturac¢do, produzindo alcool e CO> (OLAJIRE, 2012).

Apos o periodo de fermentacdo, inicia-se a maturacao. O objetivo desta fase ¢ refinar o

sabor da cerveja através da reducdo dos compostos indesejados, tais como: diacetil,
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acetaldeido e acido sulfidrico (KEUKELEIRE, 2000).
A pasteurizagdo € um processo térmico que tem por objetivo aumentar a vida 1til das
cervejas. E uma técnica que emprega altas temperaturas (60 — 70°C) e logo em seguida,

resfriamento, eliminando assim os microrganismos prejudiciais a qualidade da bebida

(ROSA; AFONSO, 2015).

3.2 MALTE

O termo malte ¢ utilizado para nomear um cereal que passou por um processo de
germinagdo em condi¢des adequadas, sendo que o principal cereal utilizado na maltagem para
a produgdo de cerveja ¢ a cevada, graminea da espécie Hondeum vulgare L. (BRUNELLI;
MANSANO; VENTURINI FILHO , 2014; VENTURINI FILHO, 2010). O malte (Figura 1) ¢
responsavel por atribuir sabor, cor e, por fornecer carbono para a bebida, contribui para a

formacao da espuma do produto.

Figura 2 — Diferentes variedades de malte de cevada

Fonte: HOMINI LUPULO, 2020.

O processo de conversao de cevada em malte consiste no umedecimento e germinagao
dos graos, sob condi¢des controladas de tempo e temperatura. Durante essa etapa ocorre a
biossintese de enzimas (amilases, proteases e b-glucanases) necessarias a hidrolise de
compostos macromoleculares presente nos graos (MUDURA; COLDEA, 2015). No decurso
do processo, a umidade deve ser mantida em torno de 38 a 47% para garantir a qualidade do

malte (BOTELHO, 2009).
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A maltagem ¢ finalizada com o aumento da temperatura, que pode variar entre 85°C a
200°C, interrompendo a atividade enzimatica ¢ obtendo assim diferentes tipos de maltes
conforme o nivel de caramelizacao dos agtcares e reagdes do tipo Maillard (HUGHES, 2001).
Um dos indicadores de qualidade que diferencia os maltes ¢ a cor, resultado do processo de
maltagem, descrita nas unidades EBC (European Brewery Convention). A gama de cores dos
maltes varia de 5 a 1600 EBC. A figura 2 apresenta a cor de algumas das diferentes variedades

de maltes comumente utilizados na produgao de cerveja (COGHE et al, 2003).

Grafico 1 — Caracterizagdo de diferentes variedades de malte de acordo com a cor
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Fonte: AGRARIA MALTE, 2018.

Dentre os diferentes tipos de malte usados na cervejaria, existem os maltes basicos,
denominados tipo Pilsen, produzidos a partir de graos ndo padronizados - como trigo, centeio,
aveia, sorgo, milho, entre outros graos -, e maltes especiais, produzidos através do processo de

torrefacdo, em diferentes niveis, do malte de cevada (COGHE et al., 2003).
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3.2.1 Maltes Especiais

Cada variedade de malte obtido através da maltagem possui caracteristicas particulares
que geram a identidade organoléptica da cerveja. Dessa forma, o uso intencional de maltes
especiais ¢ atribuir cor, sabores e aromas caracteristicos na cerveja. De acordo com Coghe et
al. (2003), a intensidade dos aromas definidos como torrado e amargo aumenta com a
intensidade da cor do mosto, enquanto a percepcao do sabor doce diminui. Como resultado do
tratamento térmico, os maltes especiais perdem sua atividade enzimatica e, portanto, siao
tradicionalmente usados apenas em pequenas quantidades em comparagdo aos maltes claros,
que sdo enzimaticamente ativos. Os maltes escuros também afetam o perfil dos compostos
aromaticos no produto final (COGHE et al., 2003; CARVALHO; GONCALVES; GUIDO,
2016).

O malte especial CaraGold ¢ produzido em alta temperatura de germinagao — podendo
chegar a 220°C -, e produz um aroma intenso ¢ doce como caramelo, além de proporcionar
uma cor que varia de dourado a ambar mais escuro na cerveja. O malte CaraAroma ¢ utilizado
na producdo de cervejas castanha e vermelho escura, e confere aroma de nozes torradas,
caramelo escuro e frutas secas. A Figura 2 apresenta as caracteristicas sensoriais obtidas com

a utilizagdo de algumas variedades de maltes (AGRARIA MALTE, 2018).



23

Figura 3 - Caracteristicas sensoriais de diferentes tipos de malte
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Fonte: AGRARIA MALTE, 2016.

3.2.2 Reacao de Maillard

Os compostos de cor e sabor produzidos durante o tratamento térmico de maltes
especiais sdo resultados de reagdes de escurecimento, também conhecidas como reagdes de
Maillard (RM) (CARVALHO; GONCALVES; GUIDO, 2016). Com o objetivo de distinguir a
reacdo de Maillard de outras reacdes de escurecimento causadas pela polifenol oxidase e
outras enzimas, esta também ¢ denominada como reagdo de escurecimento nao enzimatico
(FRIEDMAN, 1996).

A reacdo de Maillard que ocorre durante a producdo de maltes especiais resulta em
niveis mais baixos de agucares fermentaveis e aminodcidos no mosto, sendo recomendado que
o uso desse tipo de malte seja realizado apenas em pequenas quantidades. Estudos realizados
por Coghe et al. (2005) indicam que os niveis mais baixos de nutrientes para a levedura em
alguns mostos, afetam a taxa de fermentagdo, bem como a formacdo de importantes

compostos ativos de sabor da cerveja.
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Essa reagdo de escurecimento ndo enzimatico abrange uma série de reagdes entre
agucares redutores € compostos com um grupo amino livre, formando uma variedade de
compostos (Figura 3). As melanoidinas sdo os principais produtos finais dessa reacao,
definidos genericamente como moléculas nitrogenadas de elevada massa molecular, de
coloragdo marrom, que contribuem para a textura, cor e sabor dos alimentos (ECHAVARRIA,
PAGAN, IBARZ; 2012).

As melanoidinas, estruturalmente, sdo compostos macromoleculares nitrogenados
responsaveis pela coloragdo marrom produzida durante o processo. O conteudo de
melanoidinas nos alimentos ndo pode ser estimado pelo nosso conhecimento limitado de sua
estrutura exata. Portanto, o conteudo do produto intermedidrio 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF) pode ser considerado um indicador da reagao de Maillard (MARTINEZ-GOMES et al.,
2020).
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Figura 4 — Diagrama de Hodge
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Fonte: Adaptado de ARENA et al., 2017.

A reagdo inicial entre um agucar redutor e um grupo de proteina — NH, forma a base de Schiff instavel (reacdo
a), que entdo se reorganiza lentamente para formar o produto Amadori correspondente (reagdo b). Degradagdo do
produto Amadori (reag@o c). Formagdo de compostos reativos de carbonila e a-dicarbonila (reagdo d). Formacao
de aldeidos de Strecker de aminoacidos e aminocetonas (reag@o ¢). Condensagéo alddlica de furfurais, redutonas
e aldeidos produzidos na reagdo c, d e e sem a intervengdo de compostos contendo NH2 (reacdo f). Reacdo de
furfurais, redutonas e aldeidos produzidos na reacdo ¢, d e e com NH2- contendo derivados para formar
melanoidinas (reagdo g). Formacdo mediada por radiciais livres de produtos de fissdo de carbonila a partir do
acucar redutor (via de Namiki) (reagdo h).

As melanoidinas podem ser divididas em duas classes, melanossacarideos (esqueletos
compostos principalmente de polissacarideos) e melanoproteinas (esqueletos compostos

principalmente de proteinas), dependendo da composi¢cdo da matriz alimentar em que sdo
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formadas (SILVA, 2019). Na cerveja, durante a RM, os agucares redutores reagem com
aminoacidos e grupos amino de peptideos, dando origem a melanossacarideos, que sao
responsaveis pelo sabor de malte e compostos de cor (CARVALHO; GONCALVES; GUIDO,
2016).

Com base na natureza e quantidade desses compostos, estes podem conferir diferentes
matizes de cores e sabores a uma cerveja e, portanto, afetam as caracteristicas especificas do
produto final. Por exemplo, maltes altamente secos e caramelo sdo caracterizados por corantes
marrom claro de baixo peso molecular e o sabor é, em grande parte, resultado de produtos
heterociclicos de oxigénio da reagdo de Maillard, como pirenos, furanos e furanonas. Os
maltes torrados sdo caracterizados por corantes castanhos intensos de alto peso molecular e
seu sabor ¢ principalmente o resultado de heterociclos contendo nitrogénio, como pirazinas,

piridinas e pirréis (CARVALHO; GONCALVES; GUIDO, 2016) (COGHE et al., 2003).

3.3 LUPULO

Humulus lupulus L., a planta do lupulo, ¢ uma trepadeira perene e didica, pertencente a
familia Cannabaceae da ordem Rosales (STEVENS et al., 2003). As inflorescéncias das
plantas do sexo feminino (cones de lupulo ou 'lupulo’) sdo utilizadas na industria cervejeira -
na forma de pellets, extratos, in natura ou de produtos de lipulo - para dar a cerveja seu sabor
e aroma caracteristicos, além de conceder estabilidade ao produto (STEVENS et al., 2003;
WUNDERLICH et al., 2005).

Ha no mercado diversas variedades de lapulo que diferem entre si pelo teor de a-
acidos e oOleos essenciais. As variedades com maior teor de a-acidos sdo consideradas de
amargor, enquanto que aquelas com maior teor de oleos essenciais sdo aceitas como lipulos
de aroma. A variedade Saaz ¢ empregada como um Ilupulo de aroma de alta qualidade,
originario da Republica Tcheca, sendo amplamente utilizado na industria cervejeira (KROFTA

etal., 2011).
3.3.1 Composicao quimica do lapulo
Os cones de lupulo sdo formados por varios componentes, dentre 0s quais: resinas,

6leos essenciais, proteinas, polifenois, aminoacidos, celulose e lignina (ALMAGUER et al.,

2014). A complexidade da composi¢ao quimica das flores de lipulo se deve, em parte, a
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diferenca de composicdo dos componentes devido a fatores como a variedade do lupulo,
técnicas de cultivo, o grau de maturacdo no momento da colheita, além da secagem e
armazenamento pods-colheita (VERZELE; KEUKELEIRE, 2013). A composi¢ao quimica
média dos principais constituintes das inflorescéncias femininas de lupulo estd indicada na

Tabela 1.

Tabela 1 — Composicao quimica média das inflorescéncias de lupulo seco

Constituinte % m/m
Celulose e Lignina 43
Resinas totais 15-30
Proteinas 15
Umidade 10
Cinza 8
Polifenois 4
Oleos essenciais 0,5-3
Monossacarideos 2
Pectinas 2
Aminoacidos 0,1

Fonte: ALMAGUER et al., 2014.

3.3.2.1 Resinas

As resinas sdo um dos principais constituintes das inflorescéncias de lapulo,
representando de 15% a 30% em peso dos cones e podem ser divididas em resinas macias e
resinas duras. As resinas macias s3o soluveis em hexano e compreendem os acidos amargos
(a-acidos e B-acidos) e representam de 5% a 21% em massa dos cones de lupulo. Os a-
acidos, também conhecidos como humulonas, contribuem para o gosto amargo da cerveja,
favorecendo o equilibrio sensorial com o adocicado dos acticares do malte e a refrescancia da
bebida (PALMER, 2017). As lupulonas (B-acidos) e algumas resinas macias nao
caracterizadas correspondem a fragdo P das resinas macias e representam de 5% a 15% do
total de resinas. As lupulonas auxiliam na estabilidade quimica e sensorial da cerveja, por
possuirem acao antimicrobiana, atividade antioxidante de sequestro do radical livre DPPH e
inibi¢do da peroxidagdo lipidica (KARABIN er al, 2013; TAGASGIRA; WATANABE;
UEMITSU, 1995; SAKAMOTO; KONINGS, 2003).

A maior parcela da composi¢do das resinas duras se mantém desconhecida

(DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019). Entretanto, sabe-se que as resinas duras sdo a
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fracdo da resina total que é solivel em metanol e éter dietilico e insolivel em hexano e
hidrocarbonetos parafinicos (BRIGGS et al., 2000). As resinas duras-o possuem capacidade
de reagir com solucao de acetato de chumbo e formar um sal insoluvel. As resinas duras-3
representam a maior parte da resina dura total e na presenga de acetato de chumbo, formam
sais de chumbo soliveis (BURTON; STEVENS, 1965). A resina dura- ¢ composta pelo
polifenol xanthohumol e outras 13 chalconas relacionadas. No entanto, xanthohumol ocorre
em concentragoes cerca de 100 vezes maior quando comparado as outras chalconas presentes

no lapulo (STEVENS; PAGE, 2004).

3.4 POLIFENOIS

Os polifendis compreendem um dos maiores grupos de metabdlitos vegetais e sdo uma
parte importante da dieta humana. S3o compostos de ocorréncia natural encontrados
principalemnte em frutas, vegetais, cereais ¢ bebidas (SPENCER et al., 2008). Sao moléculas
que geralmente estdo envolvidas na defesa contra a radiacdo ultravioleta e agressdo por
patogenos (BECKMAN, 2000).

Os polifendis podem ser classificados em diferentes grupos em fungdo do niimero de
anéis fenolicos que possuem e dos elementos estruturais que ligam esses anéis, sendo as
principais classes: acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos e lignanas (SPENCER et al.,
2008).

O grupo dos flavonoides apresenta uma estrutura béasica que consiste em dois anéis
aromaticos A e C, ligados por uma ponte de trés carbonos, geralmente na forma de anel
aromatico (Figura 4). VariacOes na substituicdo do anel B resultam nas subclasses de
flavonoides. As substitui¢cdes nos anéis A e C derivam os diferentes compostos em cada classe

(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; MANACH et al., 2004).
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Figura 5 - Estrutura quimica basica dos flavonoides

2!

Fonte: BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006.

Os flavonoides compreendem o grupo mais comum de polifendis possuem estrutura
constituida por dois anéis aromaticos, ligados por trés atomos de carbono que formam um
heterociclo e normalmente sdo responsaveis pelas cores atraentes das flores, frutos e folhas.
Existem mais de 4000 variedades de flavonoides, dentre os quais estao os flavonoides pré-
alquilados ou prenilflavondides que combinam a fragdo flavonoide e uma cadeia lateral
lipofilica do radical prenil (GROOT; RAUEN, 1998).

Quase todos os polifendis exibem propriedade antioxidante, constituindo a base dos
seus possiveis efeitos benéficos a saude. Pesquisas e estudos epidemioldgicos tém
demonstrado uma associagdo inversa entre o risco de doengas degenerativas e a ingestdo de
uma dieta rica em polifenois (GRAF; MILBURY; BLUMBERG, 2005). Os prenilflavonoéides,
em particular, exibem potente atividade antioxidante, antibacteriana e antiinflamatoria, e
ainda inibem a sindrome respiratéria aguda (SCHNEIDEROVA; SMEJKAL, 2015). Nesse
sentido, o xanthohumol, que ¢ um prenilflavonéide, tem sido considerado o polifenol mais
potente do lupulo. Devido ao seu carater mais lipofilico, proveniente do radical prenil, este,
possivelmente, possui uma maior bioatividade quando comparado a outros polifendis em

concentragdes semelhantes presentes na cerveja (STEVENS et al., 2003).

3.5 XANTHOHUMOL

O xanthohumol (Figura 5) ¢ um prenilflavono6ide do tipo chalcona, possui tonalidade
amarela alaranjada, massa molar de 354 g. mol!, ponto de fusdio em 172°C e baixa
solubilidade em 4gua (1,3 mg. L'!) (KARABIN et al., 2013) (VERZELE, 1986). Essa classe
de compostos nao estd bem representada na dieta humana, sendo a principal fonte alimentar

desse flavonoide a cerveja (STEVENS; TAYLOR; DEINZER, 1999).
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Figura 6 — Estrutura quimica do Xanthohumol
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Fonte: DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019.

Xanthohumol ¢ sintetizado nas gladulas das inflorescéncias femininas (Figura 6) e,
discretamente, nas glandulas de folhas jovens. Sua distribuigdo ¢ restrita a espécie H. lupulus
L., sendo o principal prenilflavonoide dos cones de lupulo, representando de 0,1 a 1% em
peso seco (STEVENS; PAGE, 2004). No entanto, a concentragdo de xanthohumol ndo alcanga
0,1 mg. L' em cervejas comercias, isso ¢ equivalente a um rendimento abaixo de 5% durante
o processo de produgao (WUNDERLICH et al., 2005). Na Figura 06, destacam-se ainda as

glandulas de lupulina onde o xanthohumol ¢ produzido.

Figura 7 — Glandulas de lupulina das inflorescéncias femininas da planta de ltpulo

Fonte: STEVENS, PAGE, 2004.

Intelmann, Haseleu e Hofmann (2009) analisaram compostos do Iapulo com alta
seletividade usando o espectrometro de massa triplo quadrupolo operando em modo MRM,
em que foram obtidas, em cervejas comerciais, concentragdes de xanthohumol de até 0,14 mg.

L. Essa técnica permite que o isoxanthohumol e o xanthohumol sejam detectados,



31

simultaneamente, em uma Unica cromatografia liquida de alta performance (HPLC), além da
possibilidade de serem executadas em amostras de cerveja sem que haja procedimentos de
limpeza (INTELMANN; HASELEU; HOFMANN, 2009).

A quantidade de xanthohumol na cerveja ¢ consideravelmente menor quando
comparado a fragdo de xanthohumol presente no lupulo devido, em parte, a isomerizagao
térmica de chalconas em flavonas que ocorre no processo de fervura durante a fabricagao da
bebida (STEVEN; PAGE, 2004).

O produto da isomerizagdo, isoxanthohumol (IXN), possui solubilidade
consideravelmente maior, no entanto, seus efeitos biologicos sdo menos promissores
(GERHAUSER et al., 2002). J4 o xanthohumol tem sido relacionado a prevencio de varias
doengas associadas ao estilo de vida como diabetes, osteoporose, hipertensdo, além de
propriedades quimioprotetoras e anticarcinogénicas. Estudos in vitro e in vivo, tém
demonstrado que xanthohumol possui amplo espectro de mecanismos preventivos em varias
linhas celulares de cancer (MAGALHAES et al., 2009). Na Tabela 2, apresentam-se alguns
dos principais resultados dos estudos realizados nos ultimos anos sobre os beneficios de

xanthohumol para a saude.



Tabela 2 — Beneficios de Xanthohumol para a saude
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Observacoes

Referéncia

Reduz a viabilidade celular e a proliferagao
das células cancerigenas

Aumenta apoptose

SLAWINSKA-BRYCH et al., 2016

Aumenta apoptose
Diminui a invasao

HARIKUMAR et al., 2010

Diminui a viabilidade celular, a formagao de
colonias e a capacidade de confluéncia

KUNNIMALAIYAAN et al., 2015

Diminui a viabilidade celular

YOO et al., 2014

Diminui a viabilidade celular
Aumenta apoptose

DEEB et al., 2010

Diminui a viabilidade celular
Aumenta apoptose

CHEN et al., 2016

Inibi¢do dos efeitos citopaticos induzidos
pelo HIV-1

Produgdo do antigeno p24 viral

Transcriptase reversa nos linfocitos C8166 na

concentra¢ao nao citotoxica.

WANG et al., 2004

Concentracdo inibitdria minima (CIM)
semelhantes aos antibioticos comumente
usados

CERMAK et al., 2017

Atividade ICso*
Cancer Fio s:lgtema 05 - 25 uM
respiratorio
Leucemia 51 uM
Anticancerigeno Carcinoma
Hepatocelular > 1M
Cancer de mama 10,20 uM
Cancer de prostata 20,40 uM
Gioblastoma 25 uM
0,82 pg / ml
1,28 pg / ml
Anti- HIV He
0,50 pg / ml
Antimicrobiano i
Antioxidante

Valores equivalentes ao polifendnio 60 e
muito superiores aos das vitaminas C e E

YAMAGUCHI; SATOH-
YAMAGUCHI; ONO, 2009

Fonte: Elaborado pela autora.

*Concentra¢@o minima necessaria para inibir 50% de uma fungao bioldgica especifica.
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Apesar de baixa solubilidade em agua, concentragdes farmacologicas relevantes
podem ser alcancadas pela administracdo oral de alimentos funcionais enriquecidos com
xanthohumol, por exemplo, cerveja enriquecida com xanthohumol, chd, suco de frutas,
alimentos sélidos (como menohop ® (Metagenics, San Clements, CA, EUA). No entanto,
ainda sao necessarios muitos estudos para desenvolver o xanthohumol como um medicamento

confidvel para aplicagdes terapéuticas especificas (LIU et al., 2015).

Estudos recentes, em humanos, tém sido promissores. Munoz-Garcia et al.
(2021) sugerem que a ingestdo de cerveja sem alcool pode amortecer a resposta imune de
células, como macréfagos, apds a estimulacdo de lipopolissacarideos. Os resultados de
Munoz-Garcia et al. (2021) também sugerem que o xantohumol interfere nas cascatas de

sinalizagdo do Receptor tipo pedagio (TLR).

Jung et al. (2022) avaliou a ingestdo oral, unica e aguda, de 0,125 mg de xantohumol
em humanos saudaveis, dosagem baseada na quantidade de xanthohumol encontrada em
aproximadamente 500 ml de cerveja. Os resultados obtidos por Jung e/ al. (2022) sugerem
que 1 hora apds sua ingestdo, o xantohumol ¢ absorvido pela corrente sanguinea, onde se liga,
pelo menos em parte, aos monocitos amortecendo a resposta imune ao 4cido lipoteicoico em

humanos.

Bradley et al. (2020) demonstrou a seguranca e a tolerabilidade de 24 mg de XN
diariamente por 8 semanas em um ensaio clinico de fase I controlado por placebo. O
protocolo do estudo de fase II projetado para medir o perfil de seguranga e tolerabilidade do
XN durante um periodo de 8 semanas em adultos com doenga de Crohn (DC) clinicamente
ativa foi elaborado por Langley ef al. (2022). Onde o XN demonstrou efeitos reguladores na
permeabilidade intestinal, redu¢do da produgdo de citocinas inflamatérias por meio de agdes
inibitérias ¢ modulagdo do microbioma intestinal por meio de sua atividade prebiotica,
sugerindo que o XN impacte positivamente a atividade clinica na doeng¢a de Crohn de maneira

segura por meio de varias vias mecanisticas relevantes.

3.5.1 Perdas de xanthohumol durante o processo de producio da cerveja

E importante conhecer o processo de fabricagdo para compreender melhor o

comportamento do xanthohumol durante a produgio da cerveja (MAGALHAES et al., 2009).
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Os processos fundamentais da fabricacio de cerveja (trituragdo, mostura, ebuli¢do,
fermentagdo, maturagao, filtragao e engarrafamento) e as perdas de xanthohumol em cada fase

do processo sao ilustrados na Figura 7.

Figura 8 — Fluxograma da produg¢ao de cerveja e perdas de xanthohumol
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Fonte: Adaptado de WUNDERLICH et al., 2005.

Além da isomerizagdo, outras barreiras para a produgdo de cervejas com altos teores
de xanthohumol sio sua baixa solubilidade em 4gua e em cerveja, 1,3 mg. L' ¢ 4 mg. L,
respectivamente (KARABIN et al., 2013); e o fato do xanthohumol ndo dissolvido no mosto
ser removido com o trub, causando perdas significativas desse polifenol (STEVENS;
TAYLOR; DEINZER, 1999). Devido a essas perdas, as cervejas comerciais possuem teor de
xanthohumol de aproximadamente 0,1 mg. L (WUNDERLICH et al., 2005; INTELMANN;
HASELEU; HOFMANN, 2009). Com o intuito de contornar esses problemas, pode ser
realizada uma segunda adicao de lupulo ao mosto no final da fervura ou nas etapas frias do
processo de fabricagdo (STEVENS; TAYLOR; DEINZER, 1999). Deste modo, Wunderlich et
al. (2005) e Henley et al. (2014) obtiveram cervejas com teor de xanthohumol de 10 mg. L.
De acordo com Wunderlich et al. (2005), ¢ possivel a produgdo de cervejas com teores de
xanthohumol ainda mais altos, podendo chegar a 20 mg. L™!.

Cervejas produzidas a partir de extrato de lupulo obtido por extragdo de etanol,
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seguido de extracdo supercritica de didéxido de carbono, apresentaram alto conteudo de
isoxanthohumol, porém, apenas residuos de xanthohumol (<0,1 mg/ L) (MARTIN BIENDL
et al., 2011). A adicao de estabilizadores, especialmente polivinilpolipirrolidona (PVPP), esta
associada a uma considerdvel diminuicdo do teor de xanthohumol na cerveja
(WUNDERLICH et al., 2005).

O processo de filtragdo também provoca grandes perdas na concentracdo de
xanthohumol, com isso, Forster et al. (2002) recomendam que a adi¢do de xanthohumol seja
realizada apos a etapa de filtragdo. Ainda segundo Forster et al. (2002), este procedimento se
limita a solubilidade de xanthohumol na cerveja e ndo esta em conformidade com a lei alema
de pureza da cerveja.

O processo de fermentagdo também provoca reducdo do teor de xanthohumol na
cerveja devido a incorporacdo do prenilflavondide a levedura. Experimentos realizados por
Wunderlich et al. (2005) mostraram que o enriquecimento da levedura com xanthohumol pela

reutilizacdo multipla das células de levedura ocasiona redu¢@o das perdas de xanthohumol.

3.5.2 Variaveis significativas no processo de extracio de xanthohumol

O processo de torrefagdo do malte gera substancias que podem inibir a isomerizagao
do xanthohumol durante a fervura do mosto de forma a aumentar o rendimento, além de
melhorar a solubilidade e recuperagdo (WUNDERLICH et al., 2005). Segundo Magalhaes et
al. (2011), a formacao de complexos de xanthohumol com melanoidinas dos maltes coloridos,
o protegem contra isomerizagdo. Contudo, Wunderlich et al. (2005) n3o encontraram
correlagdo entre a tonalidade da cerveja e o aumento do teor de xanthohumol de cervejas
filtradas.

Magalhdes et al. (2008) investigaram a influéncia de um produto de lapulo
enriquecido com xanthohumol no contetido de xanthohumol em cervejas claras e escuras
durante todo o processo de fabricacdo da cerveja e observaram que a utilizagdo de maltes
escuros tiveram efeito positivo na inibi¢ao da isomerizagdo de xanthohumol.

No entanto, de acordo com Forster et al. (2002), o uso de produtos de lupulo
enriquecidos com mais de 30% de xanthohumol ndo provocam um aumento na sua
recuperacdo em cervejas filtradas convencionais. Nao foram encontrados estudos que
evidenciem diferencas na extracdo de xanthohumol com a utilizagdo de diferentes formas
comerciais de lupulo, contudo com a instauracdo de cultivos bem sucedidos de Iupulo no

Brasil, existe a possibilidade de maior utilizagdo de lupulo in natura durante o processo
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cervejeiro.

A tecnologia “XAN”, desenvolvida por Wunderlich et al. (2005) possui patente
aplicada e implica uma adicao tardia de Iupulo enriquecido com xanthohumol e resfriamento
rapido do mosto com o objetivo de inibir a isomerizacdo. Essa técnica torna possivel a
obtengdio de até 10 mg. L' de xanthohumol para cervejas escuras filtradas produzidas, de
acordo com a lei de pureza alema, apenas com agua, malte, lupulo e levedura. Karabin et al.
(2013) avaliaram a influéncia de temperaturas acima de 60°C na concentracao de
xanthohumol no mosto de lipulo escuro, em que observaram efeito linear entre a temperatura

e a diminui¢ao da concentra¢do de xanthohumol.
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4 METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fermentados e Destilados, do
Departamento de Quimica, no Laboratdrio de Quimica e Andlise de Alimentos e Laboratério
de Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Tecnologia de Alimentos e no Nucleo de

Analise de Biomoléculas, localizados na Universidade Federal de Vigosa.

4.1 MATERIAL

Foi utilizado lupulo da variedade Saaz, na forma de pellet, malte de cevada Agraria
Pilsen como base para a producdo das cervejas e maltes CaraAroma, Caramelo 200 e
CaraGold para a avaliagdo da interferéncia do nivel de torrefacdo do malte na concentragdo de
xanthohumol na cerveja e levedura Saccharomyces cerevisiae T-58. Todos os insumos foram

obtidos comercialmente.

4.2 PRODUCAO DE CERVEJA

Foram produzidas cervejas do tipo Ale, com a utilizacao de lupulo da variedade Saaz e
fermento T-58 de acordo com a metodologia adaptada de Machado Jr. ef al (2019). As
cervejas foram produzidas em escala piloto (18 L). Cada lote foi produzido a partir de 2,7 kg
de malte de cevada Agraria Pilsen e 0,3 kg de malte torrado. Foram elaborados 4 tipos de
mosto - cada um com 3 repeti¢cdes - sendo 3 preparados com a utilizagdo de maltes torrados e
um mosto exclusivamente com malte Pilsen Agraria para ser utilizado como controle. Os

mostos foram obtidos com as seguintes proporgoes:

Tratamento 1 (M1) — Elaborado com 100% de malte Pilsen Agraria

Tratamento 2 (M2) — Elaborado com 90% de malte Pilsen Agraria e 10% de malte Cararoma
Tratamento 3 (M3) — Elaborado com 90% de malte Pilsen Agraria e 10% de malte Caramelo
200

Tratamento 4 (M4) — Elaborado com 90% de malte Pilsen Agraria e 10% de malte CaraGold

Os graos foram moidos e diluidos em 10 L de agua, a mistura foi inicialmente

aquecida a 62° C por um periodo de 60 minutos, seguido por 10 minutos a 72° C e, por fim,
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foi aquecida a 78°C por 15 min para filtracdo e recirculagdo como mostra o Grafico 2.

Grafico 2 — Rampa de brassagem utilizada na producgdo de cerveja
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Fonte: Elaborado pela autora com base em MACHADO JR, 2019.

Durante a ebuli¢do do mosto, foram adicionados 25,2 g de lupulo Saaz. O mosto foi
fervido por 60 min, filtrado e resfriado. A levedura foi ativada em agua a temperatura de 20°C
sob agitagdo durante 5 minutos e, em seguida, inoculada. Apds inoculacao da levedura, o
mosto foi fermentado por 7 dias a 20°C, seguido por um periodo de 14 dias de maturagdo a
0°C. Ao final da maturacdo a cerveja produzida foi envasada em garrafas de cor &mbar com
capacidade de 0,6 L. O fluxograma do processo utilizado para a produgdo das cervejas estd

ilustrado na Figura 8.
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Figura 9 — Fluxograma do processo
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4.3 ANALISES FiSICO - QUIMICAS
4.3.1 pH
O potencial hidrogenidnico foi determinado através do método potenciométrico em

medidor de pH (DM 21 Digimed ®) calibrado com solug¢des tampao pH 4,0 e 7,0, utilizando-
se 15 mL de amostra a temperatura constante de 20°C (AOAC, 2005).
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4.3.2 Graduacao alcodlica

O teor alcoolico foi determinado a partir da densidade relativa a 20°C. Os valores de
densidade relativa foram convertidos em teor alcoolico utilizando a tabela de Conversao de
densidade relativa a 20°C/ 20°C em porcentagem de alcool do Instituto Adolfo Lutz (IAL,
2008).

4.3.3 Densidade

A determinacdo de densidade das cervejas produzidas foi aferida com densimetro de

massa especifica calibrado para cervejas e apropriado para volume de 250 mL.

4.3.4 Solidos Soluveis

A determinacao de sélidos soluveis foi estimada pela medida de seu indice de refracao

através de refratdmetro digital de bancada por leitura direta em °Brix.

4.3.5 Cor

O espectro de cores L*a*b foi medido nas amostras de cerveja para avaliar a cor final
da bebida. O espectro de cores L*a*b especificado pela Comissdo Internacional de
[luminagao descreve um espago tridimensional (medida absoluta), onde:

L* (Luminosidade) — Varia entre o preto e o branco;

a* (Cor oponente: magenta/ verde) — Descreve a posicdo entre as cores magenta e
verde. Valores negativos indicam verde e valores positivos indicam magenta.

b* (Cor oponente: Amarelo/ Azul) — Descreve a posi¢do entre as cores amarelo e azul.
Valores negativos indicam azul e valores positivos amarelo.

A cor das amostras foi obtida pela Equacao 01, a partir de um colorimetro Unter Lab,
modelo Colorquest (Reston, USA), e expressa em unidades de escala (SCU), semelhante a

medicao de cor em escala EBC.

Cor=Lx*ax*b Equacdo 01
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4.4 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais das cervejas foram determinadas pela
reacdo de oxirredu¢do do reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich), conforme metodologia
descrita por Sigleton e Rossi (1965), com algumas modificagdes.

As amostras de cerveja foram diluidas em 4agua, numa proporcdo de 1:1, para
realizacdo da andlise. Uma aliquota de 1 mL da cerveja, ja diluida, foi misturada com 0,4 mL
do reagente Folin-Ciocalteu previamente diluido com agua destilada, 0,9 mL de uma solucdo
de etanolamina e 1,1 mL de 4agua destilada. As leituras, em duplicata, da absorbancia foram
realizadas em espectrofotometro UV-visivel (TECNAL Espec-UV-5100) em comprimento de
onda de 600 nm, ap6s 20 minutos ao abrigo da luz.

Uma curva de calibragao foi construida, a partir dos resultados obtidos para o padrao
(acido gélico) e o teor de compostos fendlicos totais foi determinado pela interpolacdo dos
resultados das absorbancias na equacgdo obtida. Os compostos fenolicos totais das cervejas

foram representados como mg equivalente de acido galico por L de cerveja (mg GAE. L).

4.5 DETERMINACAO DO TEOR DE XANTHOHUMOL

A quantificagdo de xanthohumol na cerveja foi realizada utilizando o método de
cromatografia liquida (LC) em interface com espectrometria de massa adaptado de Intelmann,
Haseleu e Hofmann (2009).

Para o isolamento dos compostos de referéncia, um extrato comercial de xanthohumol
foi separado por meio de cromatografia liquida e separagdo em fase reversa para fornecer o

composto alvo com pureza > 98%.
4.5.1 Preparo das amostras

Para a realizacdo da andlise por UPLC-MS/ MS foram adicionados 0,6 mL das
amostras de cerveja em eppendorfs de 2 mL e submetido a banho ultrassonico por 5 minutos
para completa desgaseificagdo. Em seguida foram adicionados 1,4 mL de metanol, os
eppendorfs foram homogeneizados em vortex por 60 segundos e deixados em ultra freezer a
temperatura de 80°C por 40 minutos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 14000

rpm por 10 minutos em centrifuga. O sobrenadante obtido foi transferido para um novo
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eppendorf, filtrado em filtros de 0,22 um e, por fim, foram adicionados 0,5 mL em vials de

1,5 mL para analise.

4.5.2 Cromatografia liquida em interface com espectrometria de massa

As andlises de xanthohumol foram realizadas em um sistema de LC-MS/MS
utilizando um equipamento modelo Agilent 1200 Infinity Series acoplado a um espectrometro
de massas tipo triplo quadrupolo, modelo 6430 Agilent Technologies. Foi utilizado, também,
uma coluna ZorbaxEclipe Plus C18 (1,8um, 2.1 x 50mm) (Agilent) em série com uma coluna
guarda Zorbax SB-C18, 1.8um (Agilent).

Foi utilizada fase movel composta por (A) &cido foérmico aquoso 0,5% e (B)
acetonitrila com acido foérmico 0,5%. O experimento foi iniciado com a inje¢do de 5 pL de
xanthohumol a 1 pmol. L' como padrio. Depois de 1,5 minutos, uma aliquota (5 uL) da

amostra de cerveja foi injetada (INTELMANN; HASELEU; HOFMANN, 2009).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Posteriormente a execuc¢do dos experimentos, procedeu-se a realizacdo das andlises
estatisticas. Os resultados obtidos na caracterizagdo da cerveja foram apresentados como
média e foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos
aplicado o teste Tukey ao nivel de 5% significancia. Os resultados do conteudo fenolico total,
conteudo de xanthohumol e cor foram submetidos a analise de correlagdo (teste de correlagao
de Pearson) para determinar seus possiveis relacionamentos estatisticamente significativos.

As analises estatisticas foram realizadas no software Minitab versdo 21.1.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As cervejas produzidas com diferentes variedades de malte passaram por sete dias de
fermentag¢do. Depois disto, as cervejas passaram por um periodo de mais quatorze dias de
maturacao. Seguido do envase, em garrafas ambar de 600 mL. O teor de solidos soluveis e
pH, apresentados nos Graficos 3 e 4, respectivamente, foram acompanhados durante a

fermentagao.

Grafico 3 — Curva de consumo de substrato para as cervejas em funcdo do tempo de
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Fonte: Elaborado pela autora.

Grafico 4 — Variagao de pH para as cervejas produzidas em funcao do tempo de fermentagao

a

3 \ —o—M1

= 5 \ M2
o

\\ M3
4,3 M4

w
4

Oh 24h  48h 72h  96h 120h 144h 168h

Fonte: Elaborado pela autora.



44

O pH inicial das fermentagdes foi, em média, 5,5, que ¢ aproximadamente o pH da
agua utilizada para a produgdo da cerveja. Em todas as fermentagdes, houve queda do pH em
relagdo ao seu valor inicial. Segundo Schmidell et al. (2001), essa queda ¢ esperada, devido
ao aumento da concentragdo de CO; e a producdo de acidos orginicos que ocorre na fase
anaerobica do metabolismo das leveduras. A partir do Grafico 03, observa-se uma rapida
atenuacao referente ao teor de solidos soluveis. A partir 96h de fermentacao, essas medidas se
estabilizaram. Sendo a ultima medicao feita com 168h de fermentacdo, marcando, em média,
4,3°Brix. Os resultados para o consumo de substrato e a variacdo de pH no tempo de
fermenta¢do estdo de acordo com o que era previsto, ¢ sdo um indicativo do final da
fermentacao.

A caracterizagdo fisico-quimica da cerveja foi realizada a partir dos parametros de teor
alcoolico, teor de solidos soluveis, cor, pH e densidade, e os resultados obtidos podem ser

visualizados na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracterizagao fisica das cervejas

Tratamento pH Cor Teor de Solidos Teor alcodlico Densidade
(SCU) Soluveis (Brix) (°GL) (g. cm?)
M1 4,30 +0,032 2600,16 + 427 +0,122 4,84+0,70° 1,0080 +
101,434 0,000?
M2 4,31 £0,052 14990,6 + 4,13 £0,122 5,22 £0,73% 1,0093 £
1041,672 0,001?
M3 4,39 +£0,06* 11631,03 £ 443 +0,.21* 5,12 +0,47° 1,0067 +
629,48° 0,006
M4 4,28 +0,012 7279,76 + 4,33 +0,122 5,51+£0,592 1,0093 +
926,42 © 0,0032

Fonte: Elaborada pela autora.

M1 — cerveja produzida com 100% de malte Pilsen; M2 — cerveja produzida com 90% de malte Pilsen e 10% de
malte CaraAroma; M3 — cerveja produzida com 90% de malte Pilsen ¢ 10% de malte Caramelo 200; M4 —
cerveja produzida com 90% de malte Pilsen e 10% de malte CaraGold. Letras minusculas diferentes na coluna
corresponde a diferengas significativas entre os tratamentos.

Os resultados mostram que a adicdo de maltes especiais ndo influenciou os niveis
finais de pH, TSS, densidade e teor alcoolico da cerveja. Nao houve diferenca significativa
entre os valores (p < 0,05). Como pode ser visto na Tabela 03, os valores dos niveis de
densidade mantiveram as menores variagdes entre as cervejas produzidas, variaram de 1,0067
+ 0,006 a 1,0093 £+ 0,003, respectivamente. O teor de solidos soltiveis e o teor alcodlico
variaram entre 4,13 +0,12a 4,43+ 0,21 ¢ 4,84+ 0,70 a 5,51 + 0,59, nessa ordem.

Os resultados obtidos estdo de acordo com caracteristicas descritas por Coelho Neto et

al. (2020) e Goiania et al. (2016) para cervejas do tipo Pale Ale.
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Nao houve variag¢do da cor da cerveja (p < 0,05) entre os lotes 01, 02 e 03 em nenhum
dos tratamentos aplicados. O Grafico 5 apresenta o resultado obtido para a cor de todas as

cervejas analisadas.

Grafico 5 — Representacdo grafica da cor das cervejas analisadas
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Fonte: Elaborado pela autora.

A cor da cerveja expressa em unidades de escala, SCU, diferiu significativamente
entre os tratamentos realizados, apresentando o maior valor para a amostra M2 (14990,6 +
1041,67), e o menor para a amostra controle M1 (2600,16 + 101,43). O nivel de
escurecimento da cerveja esta relacionado com a cor do malte usado na producdao do mosto,
isso se deve ao processo de torrefacdo do malte que induz a polimerizagdo dos compostos de
baixo peso molecular (LMW), presentes nos maltes claros, em compostos de alto peso
molecular (HMW) de coloracdo marrom intenso (> 300 kDa). Dessa forma, cervejas
produzidas com maltes palidos sdo caracterizadas por uma coloragdo marrom claro, enquanto
as cervejas produzidas com maltes torrados possuem uma coloragdo mais intensa devido a
esses compostos de alto peso molecular (COGHE et al., 2006; MAGALHAES et al., 2011). O
Grafico de Linha Ajustada (Grafico 6) apresenta a relacdo entre os dados obtidos entre a cor

do malte utilizado e a cor da cerveja produzida neste trabalho.
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Grafico 6 — Correlagao entre a cor do malte e a cor da cerveja

Grafico de Linha Ajustada

Cor da Cerveja = 3152 + 32,10 Cor do Malte (EBC)

20000 = Regressdo

— — ICde35%

5 1614,41
R-quad. 90,8%

15000
R-quad.{aj) 89,9%

10000

Cor da Cerveja

5000

o 100 200 300 400
Cor do Malte (EBC)

Fonte: Elaborado pela autora.

Observa-se uma forte correlagdo positiva entre a cor do malte e da cerveja (R? =
0,908). Essa relagdao pode ser explicada pela presenca de melanoidinas, que sdo responsaveis
pela cor e sabor caracteristicos dos maltes especiais. Essas moléculas sdo responsaveis pela
coloragdo do malte — em diferentes niveis -, que ocorre ao longo do processo de torrefacao.
Durante a mosturacao, essas moléculas corantes se dissolvem no mosto cervejeiro, conferindo
cor caracteristica ao mosto e, como resultado, a cerveja. Resultados semelhantes foram
encontrados por Gasior; Kawa-Rygielska; Kucharska (2020), Liguori et al. (2021) e Castro,
Affonso e Lehman (2021) que observaram um aumento na intensidade da cor da cerveja com

o acréscimo de maltes especiais de alta cor ou com o uso de maltes mais escuros.

5.2 CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS

Os teores de compostos fenolicos totais das cervejas produzidas foram determinados
pela reacao de oxirreducao do reagente Folin-Ciocalteu através da interpolacao, das medidas
das absorbancias, na curva de calibragdo (Grafico 7) obtida para o acido galico, onde y =
concentracdo do 4cido galico e x = absorbancia, a 600 nm. O coeficiente de correlagdo (R?)
entre x ¢ y no valor de 0,9966 comprovou a adequacao da precisdo. Os resultados foram

expressos como miligramas de equivalentes de 4cido galico por L (mg EAG. L.
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Grafico 7 — Curva de calibracdo para determinagdo do CPT

0,8 y =3,9367x - 0,0012
R%=0,9966

Absorbancia (600 nm)

0 0,05 0,1 0,15 0,2
CPT (mg/ L)

0,25

Fonte: Elaborado pela autora.

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas (p<0,05) para o conteudo
de compostos fendlicos, entre os lotes 1, 2 e 3, em todos os tratamentos aplicados. O Grafico

8 apresenta o CPT de todas as cervejas analisadas.

Grafico 8 — Representacdo grafica do CPT
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Fonte: Elaborado pela autora.
M1: Cerveja produzida com 100% de malte Pilsen (lotes 01,02 e 03); M2: Cerveja produzida com 10% de malte

CaraAroma (lotes 01,02 e 03); M3: Cerveja produzida com 10% de malte Caramelo 200 (lotes 01,02 e 03); M4:
Cerveja produzida com 10% de malte CaraGold (lotes 01, 02 e 03).

No entanto, foram observadas diferencas estatisticas significativas a nivel de 95% de
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confianca, entre todos os tratamentos realizados. A extracdo de CPT mostrou-se mais efetiva
quando utilizado a composi¢do de 90% de malte Pilsen e 10% de malte CaraAroma — M2. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Analise do conteudo de fenolicos totais

Amostra CPT (mg GAE.L™)
Ml 211,38 £ 10,964
M2 375.12 + 6,23
M3 323,45 +7,72b
M4 238,20 £13,61°¢

Fonte: Elaborada pela autora.
Os resultados estdo apresentados como uma média de trés repetigdes + desvio padrdo. Os valores médios
apresentados em uma coluna, marcados com letras diferentes, diferem estatisticamente (p < 0,05).

As cervejas M2, M3 continham quantidades significativamente maiores do teor de
fenolicos quando comparadas a amostra de controle, M1, e a amostra de cerveja comercial,
MS5. A cerveja produzida com a variedade de malte CaraAroma e Caramelo 200 apresentaram
o maior teor de polifendis totais entre as amostras (375,12 + 6,23 mg GAE.L™") e (323,45 +
7,72 mg GAE.L"), representando um aumento de, respectivamente, 77,5 e 53,0 % no teor
total de compostos fendlicos quando comparadas a amostra de controle.

Gasior, Kawa-Rygielska e Kucharska (2020) obtiveram valores entre 176,02 e 397,03
mg GAE. L™! para o contetido de polifendis em mostos com 10% de aditivo. Castro, Affonso e
Lehman (2021) obtiveram concentragdes de fendlicos totais variando entre 75,34 ¢ 116,27 mg
GAE. L, em cervejas produzidas com 20% de maltes especiais. Segundo Pulido et
al. (2003), o contetido de polifendis na cerveja escura varia de 373,0 — 572,0 mg GAE. L. A
grande variedade de maltes especiais e as diversas concentragdes que podem ser utilizadas,
amplia o sortimento de resultados que podem ser obtidos para o CPT. No entanto, todos os
estudos concluiram que o escurecimento da cerveja contribui para o aumento do teor de
polifenois totais.

Nas cervejas comerciais canadenses, o conteudo de polifendis estava entre 37,2 -
137,3 mg GAE. L', com o valor mais alto para cerveja escura visto no estilo stout. Bratu et
al. (2021), analisaram 10 marcas de cervejas produzidas na Roménia e obtiveram CPT
variando entre 119,0 e 224,0 mg GAE. L', As variagdes nos perfis fendlicos para diferentes
marcas podem ser devido as diferengas de matérias-primas, processo de fabricacdo de cerveja

(contato com O>, tempo e temperatura de ebulicdo, tempo de maturagdao) ou possiveis



49

mudangas na composi¢do fendlica durante o armazenamento (SOCHA et al., 2017).

Segundo Paszkot et al. (2021), o teor de polifendis durante o processamento da cerveja
aumenta na fase de lupulagem e fermentacdo, enquanto diminui com o envelhecimento. Os
compostos fendlicos contribuem para a formagao de névoa na cerveja para formar compostos
macromoleculares formando sedimentos. Essa sedimentagdo pode ser uma possivel causa da
diminui¢do no TPC durante o envelhecimento da bebida (ZHAO; CHEN; ZHAO, 2010).

O teor final de compostos fenolicos na cerveja depende também das matérias-primas
utilizadas. Pesquisas anteriores mostraram que esses maltes especiais mais escuros contém
maiores concentracdes de polifenodis do que os maltes torrados. As temperaturas empregadas
durante os estagios iniciais de secagem sdo Otimas para a atividade enzimatica e consequente
liberagdo de alguns compostos fenolicos ligados as estruturas celulares. Essa liberagdo de
compostos fenolicos ocorre devido ao processo de malteacdo, onde ocorre o emprego de
temperaturas mais elevadas, promove uma interagdo entre carboidratos e proteinas, gerando
uma variedade de compostos intermedidrios, dentre eles, compostos fendlicos (CARVALHO;
GUIDO, 2022). (MAGALHAES et al., 2011), e os mostos produzidos com a adi¢io desses
maltes especiais contém uma maior concentracdo de polifendis em comparagcdo com mostos
produzidos a partir de maltes menos torrados (GASIOR; KAWA-RYGIELSKA;
KUCHARSKA, 2020). Portanto, seria de se esperar que as cervejas produzidas com adi¢do de
caramelo e malte torrado tivessem maior teor de polifenois, isso € corroborado em nossos
resultados e concorda com estudos anteriores que mostraram que a concentracdo total de
polifendis € maior em cervejas produzidas com maltes especiais em comparagdo com cervejas
produzidas com maltes torrados de cor mais clara (HABSCHIED; LONCARIC;
MASTANJEVIC, 2020).

A maior concentragdo de compostos fendlicos em maltes torrados, e
consequentemente, nas cervejas produzidas com essa matéria-prima se deve a alteragdes da
matriz dos grdos durante os tratamentos térmicos (seca e torrefagdo) que podem levar a um
tecido mais fridvel e a uma extragdo mais facil de compostos fenolicos das camadas externas
do grao. As temperaturas empregadas durante os estdgios iniciais de secagem sao Otimas
para a atividade enzimatica e consequente liberacao de alguns compostos fendlicos ligados as
estruturas celulares (CARVALHO; GUIDO, 2022). No entanto, tratamentos térmicos severos
tendem a provocar efeito inverso, devido a desnaturacdo de enzimas e degradag¢do de 4cidos
fenolicos (OZCAN; ALJUHAIMI; USLU, 2018).

Além disso, o conteudo de compostos fendlicos das cervejas escuras € elevado devido

ao conteado de melanoidinas e sua atividade antioxidante (HABSCHIED; LONCARIC;
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MASTANIJEVIC, 2020). Alguns autores relatam que os compostos fendlicos desempenham
um papel importante na formacao dessas melanoidinas e, consequentemente, uma certa
quantidade desses compostos fenolicos permanece ligada a sua estrutura (SILVA, 2019).

A forte correlagdo encontrada entre a cor do malte e o teor de fenolicos totais (Grafico
9) sugere que, as melanoidinas, responsaveis pela cor do malte, obtidas pelo processo de
torrefacdo, contribuem para o aumento do CPT, e corrobora com a proposi¢do feita por Silva
(2019), de que os compostos fendlicos se ligam as complexas estruturas das melanoidinas,
evitando, dessa forma, grandes perdas desses compostos durante o processo de producdo da

cerveja.

Grafico 9 — Correlacdo entre a cor do malte e o indice de polifendis totais na cerveja
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Fonte: Elaborado pela autora.

Essa incorporagdo de compostos fenolicos nas melanoidinas j& foi descrita para pao
(ALVES; PERRONE, 2015) e café (PERRONE; FARAH; DONANGELO, 2012). O
conteudo de compostos fenolicos ligados nessas melanoidinas variou de 1,5 mg. 100 g™! para
pio (ALVES; PERRONE 2015) a 370 mg. 100 g! para café (PERRONE; FARAH;
DONANGELO, 2012).

Silva (2019) relatou o conteudo de compostos fenolicos em melanossacarideos da
cerveja. E observou que, em média, o teor total de compostos fendlicos ligados foi 80% maior
na cerveja preta (126,2 pg. 100 mg!) em comparacio com a cerveja clara (69,9 66 nug. 100

mg-1). De acordo com Silva (2019), esse resultado se deve, possivelmente, porque a producao
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de cerveja escura inclui uma etapa adicional a altas temperaturas (torrefacdo do malte) o que
pode aumentar a incorporacdo de compostos fenodlicos nas melanoidinas. Esses resultados
estao de acordo com os resultados obtidos nesse trabalho e indicam que a cor do malte, e
consequente teor de melanoidinas, contribuem com o aumento de compostos fenolicos na

cerveja.

5.3 TEOR DE XANTHOHUMOL

O teor de xanthohumol das cervejas produzidas foi quantificado utilizando o método
de cromatografia liquida (LC) em interface com espectrometria de massa (LC-MS/MS),
descrito por Intelmann, Haseleu e Hofmann (2009), com algumas modificacdes. A curva de
calibragdo (Grafico 10), onde y = area do pico e x = concentragcdo de xanthohumol, expressa
em miligramas de xanthohumol por L de cerveja (mg. L), foi utilizada para a obtengdo do
teor de xanthohumol através da interpolacdo das medidas das areas dos picos. O coeficiente

de correlagio (R?) obtido foi de 0,9972.

Grafico 10 — Curva de calibragdo para determinacao do teor de xanthohumol
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na Tabela 5, estdo dispostos as amostras e suas respectivas areas dos picos,
identificados no LC-MS/MS, utilizados para determinacao do teor de xanthohumol através da

interpolacdo na curva de calibragao.
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Tabela 5 - Areas dos picos identificados no LC-MS/MS

Amostra Pre;/l;;'sor Pr;/;lzuct Background TReel::Bll)l(::;: Area
M101 355,2 299,1 877 14,52 929
M102 355,2 299,1 917 14,5 881
M103 355,2 299,1 884 14,49 759
M201 355,2 299,1 741 14,49 1378
M202 355,2 299,1 824 14,5 1521
M203 355,2 299,1 929 14,5 1745
M301 355,2 299,1 773 14,5 1244
M302 355,2 299,1 864 14,49 1405
M303 355,2 299,1 769 14,5 1199
M401 355,2 299,1 893 14,52 1098
M402 355,2 299,1 830 14,5 1055
M403 355,2 299,1 910 14,5 1186

Fonte: Elaborada pela autora.

O Grafico 11 apresenta o teor de XN de todas as cervejas analisadas. Nao foram
observadas diferengas estatisticas, ao nivel de 95% de confianga, para o conteudo de XN,

entre os lotes 1, 2 e 3, em todos os tratamentos aplicados.

Grafico 11 — Representagdo grafica do teor de xanthohumol
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Fonte: Elaborado pela autora.

M1: Cerveja produzida com 100% de malte Pilsen (lotes 01,02 ¢ 03); M2: Cerveja produzida com 10% de malte
CaraAroma (lotes 01,02 e 03); M3: Cerveja produzida com 10% de malte Caramelo 200 (lotes 01,02 e 03); M4:
Cerveja produzida com 10% de malte CaraGold (lotes 01, 02 e 03).

Os resultados do teor de XN nas cervejas obtidas sdo apresentados na Tabela 06. As

amostras diferiram significativamente (p < 0,05) em termos do contetdo do prenilflavonoéide.



53

As cervejas foram caracterizadas por um alto teor de XN, na faixa de 2,667 — 5,755 mg.L".
Dentre os tratamentos aplicados nesse estudo, o maior teor de XN foi encontrado na cerveja
M2, maltada com a variedade de malte CaraAroma, na proporcao de 10% em peso, enquanto

o menor teor de XN foi observado na cerveja M1, maltada com 100% de malte Pilsen.

Tabela 6 — Conteudo de xanthohumol

Amostra XN (mg.L1)
M1 2,667 £0,394
M2 5,755 £ 0,832
M3 4,570 £ 0,48°
M4 3.812 = 0.30%

Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados estdo apresentados com uma média de trés repeticdes + desvio padrdo. Os valores médios
apresentados em uma coluna, marcados com letras diferentes, diferem estatisticamente (p < 0,05). M1 — cerveja
produzida com 100% de malte Pilsen; M2 — cerveja produzida com 90% de malte Pilsen e 10% de malte
CaraAroma; M3 — cerveja produzida com 90% de malte Pilsen e 10% de malte Caramelo 200; M4 — cerveja
produzida com 90% de malte Pilsen e 10% de malte CaraGold.

Em comparacao com o contetido de XN em cervejas testado por outros autores, nossos
resultados sdo excelentes. O uso de maltes especiais permitiu uma boa extragdo de compostos
coloridos do malte. A medida que a quantidade de melanoidina do mosto aumenta, a perda de
XN durante a ebulicio do mosto diminui. Isso indica a participacdo desses compostos na
inibicao da isomerizacao térmica das chalconas a flavonas (WUNDERLICH et al., 2005).

Diversos estudos ja investigaram o teor de XN em cervejas comerciais de diferentes
paises. Stevens et al. (1999) analisaram 13 cervejas quanto ao conteido de xanthohumol,
isoxanthohumol, 6-prenilnaringenina e 8-prenilnaringenina. A pesquisa mostrou que o
conteudo total desses quatro compostos na cerveja estava na faixa de 0 — 4 mg. L. As
cervejas tipo Lager continham 0,009 - 0,034 mg. L' de XN. As cervejas Stout e Porter
apresentaram maior teor de XN das cervejas claras (0,34 mg. L' e 0,69 mg. L7,
respectivamente). O estudo do contetdo de XN em 27 cervejas polonesas foi realizado por
Tobola et al. (2014). Nessas cervejas, o teor de XN foi determinado como estando na faixa de
0,006 — 0,22 mg. L', e os maiores resultados também foram registrados para cervejas escuras
e cervejas claras ndo filtradas com teor de extrato superior a 12,5% p / p.

Os pesquisadores tém tentado repetidamente enriquecer a cerveja em XN usando uma
adicdo de malte escuro, tecnologias de lupulo modificadas, usando preparacdes ricas em XN
dosadas em diferentes estagios da producdo de cerveja, filtragem de salto e estabilizacdo da

cerveja com PVPP ou carvao ativado, reutilizagdo de biomassa de fermento para fermentagao
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e mudancas no pH do mosto antes do salto (KARABIN et al., 2013; WUNDERLICH et al.,
2005). Wunderlich et al. (2005) obtiveram cerveja com um teor de XN de 17,2 mg. L™! como
resultado do uso de uma dose de 80 mg. L' de XN e 10% de malte escuro. Em nosso
experimento, obtivemos cerveja usando lipulo convencional sem o uso de extratos de XN. E
importante notar também que nossos resultados se aproximam do teor de XN apresentando
atividade bioldgica (5 mg. L). O maior teor de XN em cervejas escuras estd provavelmente
relacionado a presenca de melanoidinas, que sdo produtos finais de alto peso molecular da
reacao de Maillard (WUNDERLICH et al., 2005).

Segundo Magalhaes et al. (2011), a formacao de complexos de XN com melanoidinas
de maltes torrados protegem o XN contra sua isomerizacdo. Magalhdes ef al. (2008)
observaram também uma diferenca relevante entre a isomerizagdo de XN em cervejas claras e
escuras, 96% e 65%, respectivamente. Karabin et al. (2013) observaram que o efeito das
melanoidinas na solubilidade de XN ¢ significativamente maior do que o efeito de outros
compostos de cor de malte.

A forte correlagdo entre a cor do malte e o conteudo de XN (Grafico 12) sugere que, as
melanoidinas, responsaveis pela cor dos maltes especiais, contribuem para o aumento do teor
de XN na cerveja, e esta de acordo com Magalhaes et al. (2011), que sugere que moléculas de
XN se ligam as melanoidinas formando complexos que inibem a isomerizagdo do XN nas

etapas da producdo de cerveja que ocorrem em altas temperaturas.
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Grafico 12 - Correlagao entre a cor do malte e o teor de XN
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Fonte: Elaborado pela autora.

Silva (2019) publicou o primeiro estudo que relata o conteido de compostos fenodlicos
ligados as melanoidinas da cerveja. Nesse estudo, foram observados apenas acido ferulico e
caféico ligados aos melanossacarideos da cerveja, no entanto, compostos como catequinas,
proantocianidinas, flavononas e flavonoides ndao foram investigados neste estudo.

No grafico de linha ajustada (Gréfico 12), observa-se uma forte correlagdo entre o teor
de XN na cerveja e a cor do malte utilizado. No entanto, ¢ possivel notar, pelo coeficiente
angular da equagdo da reta obtida (a = 0,006994), que a dependéncia do contetido de XN em
relagdo a cor do malte ¢ bastante inferior quando comparado com a dependéncia entre o CPT
e a cor do malte, onde a = 0,4356 (Grafico 09). E possivel que essa diferenca seja explicada,
em parte, pela maior concentragdo de polifenois na cerveja quando comparada a concentracao
de XN. Além disso, Silva (2019), Alves e Perrone (2015) e Perrone, Farah e Donangelo
(2012) ja demonstraram que os polifendis se ligam a superficie das moléculas de
melanoidinas. Enquanto que, Magalhaes et al. (2011) sugere que a inibi¢do da isomerizagdo

de XN ocorre devido a formagao de complexos de XN com melanoidinas.
5.4 ANALISE DE CORRELACAO E REGRESSAO LINEAR

A andlise de regressdo linear multipla foi usada para investigar a relacdo entre os
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parametros estudados. Os resultados sdo apresentados no Grafico 13 mostrando uma série de
relagdes entre o contetido de xanthohumol, polifendis e a cor de cervejas produzidos com o

uso de diferentes tipos maltes especiais na composicao da matéria-prima.

Grafico 13 - Graficos de dispersdo para varidveis selecionadas. (a) Relagdo entre Cor ¢ XN
(teor de xanthohumol). (b) Relagdo entre Cor da cerveja e TPC (contetido de polifenois).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Foi observada uma forte correlacdo positiva entre a cor da cerveja e o teor de
polifendis (TPC) (R? = 0,928), entre a cor da cerveja e o teor de xanthohumol (XN) (R? =
0,870) e entre o teor de polifendis (TPC) e a concentragdo de xanthohumol (R? = 0,885). A
analise mostrou uma correlagao significativa entre as variaveis analisadas.

Karabin et al. (2013) e Gasior, Kawa-Rygielska e Kucharska (2020) observaram
correlagdes semelhantes (R? = 0,9043) entre a cor do mosto e o teor de XN com a utilizacdo
de maltes torrados de diferentes niveis (5-845 EBC), e (R? = 0,93) entre o teor de polifenois

(TPC) e o nivel de indice de escurecimento do mosto expresso em unidades de absorbancia.



57

Os indices de cor da cerveja sdo indicadores da presenca de compostos da reagdo de
Maillard derivados do tratamento térmico do malte, onde compostos a-dicarbonilicos
formados no estagio avancado da reacdo de Maillard tem grande influéncia no tipo e na
estrutura das melanoidinas de alto peso molecular responsaveis pela formagdo da cor
(GASIOR; KAWA-RYGIELSKA; KUCHARSKA, 2020). Esses compostos também estdo
relacionados com a maior concentracdo do conteido de XN em cervejas escuras, devido a
inibicao da conversdo de XN ao seu isomero IXN, que possui menor atividade biologica. Por
fim, as melanoidinas também sdo responsaveis por um maior conteido de compostos
fenolicos nas cervejas escuras (KARABIN ef al, 2013; HABSCHIED, LONCARIC,
MASTANIJEVIC, 2020).

A andlise da correlacdo entre as caracteristicas examinadas permite demonstrar as
dependéncias que sdo incorporadas pela participacdo de maltes especiais na composi¢do do

mosto fermentado, além de intensidade dessas dependéncias.



58

6 CONCLUSAO

O uso de maltes especiais de diferentes niveis de torrefacdo, levou a obtencao de
cervejas diversificadas quanto ao teor de polifenois totais e xanthohumol. No entanto, o
desenvolvimento do processo fermentativo se manteve constante. Dessa forma, as cervejas
foram produzidas mantendo suas caracteristicas gerais, € se diferenciando pelos atributos
relacionados com a variedade de malte utilizado.

Observamos uma forte correlagio (R? > 0,90) entre a cor do malte utilzado e a cor da
cerveja. As reagdes de escurecimento ndo enzimaticas sdo responsaveis pela cor e sabor dos
maltes torrados e, como resultado, das cervejas produzidas com esses insumos. O principal
produto dessas reagdes, responsaveis pela cor dos alimentos, sao as melanoidinas, moléculas
nitrogenadas de coloracdo marrom e de alto peso molecular.

O conteudo de polifenodis foi favorecido pelo uso de maltes especiais no processo de
fabricagdo da cerveja. Foram encontradas correlagdes diretas entre o teor de polifendis e a cor
do malte. Observou-se que o escurecimento da cerveja, com a utilizacdo de 10% de malte
torrado, provocou um aumento de 77,5% na concentragdo de compostos fendlicos na cerveja.
Sugere-se, que os polifendis se ligam aos compostos de alto peso molecular formandos
durante a torrefacao do malte.

As cervejas foram caracterizadas por um contetido de xanthohumol distintamente
maior em comparagdo com as cervejas comerciais, ou cervejas produzidas por métodos
convencionais sem enriquecimento com preparacoes ricas neste flavonoide prenilado. Os
maltes escuros tém se mostrado eficientes para auxiliar na redugdo da converdo de
xanthohumol em isoxanthohumol, que ocorre nas etapas realizadas a altas temperaturas. Essa
inibicdo ocorre, em parte, devido aos complexos formados entre as melanoidinas dos maltes
torrados e as moléculas de xanthohumol, que o protegem contra isomerizagao.

A andlise da correlacdo entre as caracteristicas examinadas permite demonstrar uma
série de dependéncias que sdo introduzidas pela participacdio de maltes especiais na
composi¢ao do mosto fermentado. A realizacao de tal andlise ¢ uma ferramenta valiosa que
permite uma melhor visualizagdo e compreensdo das mudangas nos parametros fisico-
quimicos do mosto relacionadas com a mudanca na composicao das matérias-primas. A cor
do malte influencia diretamente o contetido total de polifenois, o teor de xanthohumol e a cor
das cervejas. Todas as dependéncias encontradas, estdo relacionadas, em parte, com as
desconhecidas moléculas de melanoidinas. Essa simultaneidade promove a forte correlagao

encontrada entre essas variaveis
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Sugere-se novos estudos com a variedade de lupulo Saaz para avaliar a sua influéncia
na presenga de xanthohumol do produto final. Novos trabalhos também devem ser
direcionados objetivando a otimizagdo da extracdo de xanthohumol, levando em consideracao
os diversos fatores que interferem na sua extracdo. Além da realizagdo de analise sensorial

para verificar a aceitagdo do produto por consumidores.
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