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RESUMO

Cerveja € a bebida obtida através da fermentacao alcodlica de mosto de cereal
maltado, geralmente malte de cevada, sendo facultativo a adicdo de outra matéria-
prima, como milho, arroz ou trigo, € possui em geral teor alcodlico baixo, entre 3% e
8%. A cerveja pode ser considerada uma boa fonte de polifendis, que podem ser
provenientes tanto do malte quanto do lupulo. Devido a sua capacidade antioxidante
e baixo teor alcoodlico, é capaz de melhorar a atividade antioxidante do plasma,
reduzindo o risco de doengas coronarianas, sem apresentar os aspectos negativos
produzido por altas doses de etanol. A cerveja € um produto instavel, que passa por
diversas transformacdes quimicas, fisicas e sensoriais durante sua vida de
prateleira. Este estudo teve por objetivo a avaliacao do perfil oxidativo de trés tipos
diferentes de cerveja durante sua vida de prateleira, analisado através de testes
bioquimicos e sensoriais. As amostras foram envelhecidas de modo natural (4
meses) e forcado (6 dias a 42°C), e as analises para obtengao do perfil bioquimico e
sensorial foram realizadas periodicamente durante este periodo. Os testes
realizados foram: determinagdo da concentragcdo de fendis totais, capacidade
antioxidante (DPPH, ABTS™), poder redutor e capacidade pré-oxidante (atividade
redutora do cobre), analise descritiva quantitativa (ADQ) e testes afetivos. Os
resultados obtidos mostraram que a concentracdo de compostos fendlicos diminui
nas duas primeiras semanas de envelhecimento e se mantém constante apés este
periodo. A capacidade antioxidante da cerveja apresenta queda de até 50% de seu
valor inicial durante a estocagem. Os testes bioquimicos realizados com as cervejas
submetidas ao envelhecimento forcado ndo apresentaram alteracbes na
concentragdo de compostos fendlicos ou em sua capacidade antioxidante. Os
testes descritivos indicaram aumento no aroma e sabor de papeldo, que é o
principal indicador sensorial do processo de oxidacdo da cerveja, diminuicdo da
percepcao do gosto amargo e aumento do gosto doce. A aceitacdo do produto foi
satisfatéria para todas as amostras, e ndo mostrou ter relacdo com o tipo de produto

ou periodo de estocagem.






ABSTRACT

Beer is a beverage obtained through alcoholic fermentation of malt wort, usually
made of barley, which could be added of other cereals, such as corn, rice or wheat.
Its alcoholic content is between 3% and 8%. The beer can be considered a good
source of polyphenols derived both from malt or hop. Due to its antioxidant
capacity and low alcoholic content, it’s able to improve plasma antioxidant activity,
reducing the risk of cardiovascular diseases, without the negative effects of high
doses of alcohol. The beer is an unstable product that is involved in a series of
chemical, physical and sensorial transformations during its shelf life. The objective
of this study is to evaluate the oxidative profile of three different types of beer
during their shelf life, analyzed through biochemical and sensorial assays. Samples
were aged in a natural (4 months) and forced way (6 days at 42°C), and tests were
performed periodically along this period. The applied tests were: Total polyphenol
content, hydrogen-donating ability (DPPH), total antioxidant status (ABTS"),
reducing power, copper reducing activity, quantitative descriptive analysis and
consumer acceptance. Results showed that polyphenol content decreased during
the first 2 weeks of aging and remained constant after that. The antioxidant
capacity of beer decreased up to 50% of its initial value during the aging period.
The biochemical tests applied to the beer submitted to forced aging had no
changes in total polyphenol content or antioxidant capacity. The descriptive tests
showed an increase in cardboard aroma and flavor, which are the most important
sensorial indicators of the oxidative process in beer, a decrease in bitter taste and
a higher sweet taste perception. Product acceptance was satisfactory to all
samples, and it seems not to be related to the type of beer or aging period.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

Genericamente, define-se cerveja como uma bebida carbonatada de baixo
teor alcodlico, preparada a partir de malte de cevada, lupulo, fermento e agua de
boa qualidade, permitindo-se ainda o uso de outras matérias primas como arroz,
milho e trigo (Almeida e Silva, 2005).

Nao se sabe ao certo a origem das primeiras cervejas, porém autores como
Kunze (1996) e Aquarone et al. (1983) acreditam que a pratica da cervejaria tenha
se originado na regiao da Mesopotamia, onde como no Egito, a cevada cresce em
estado selvagem. Ha evidéncias de que a cerveja feita de cevada maltada ja era
consumida na Mesopotadmia em 6.000 a.C., e que a cerveja nesta época nao era

usada somente na dieta, mas também exercia fungdo cosmética e medicinal.

O Brasil produz, em volume, 8,5 bilhées de litros anuais, perdendo apenas
para a China (27 bilhdes de litros/ano), Estados Unidos (23,6 bilhdes de
litros/ano), Alemanha (10,5 bilhdes de litros/ano) e Russia (9 bilhdes de litros/ano),



2 INTRODUGAO

sendo o consumo per capita no Brasil o nono maior do mundo, com uma media de
51,2 litros/ano por habitante (Sindicerv, 2006).

Do ponto de vista nutricional, a cerveja contém quantidades significativas de
vitaminas do complexo B, principalmente folatos e riboflavina, e selénio. A
capacidade antioxidante da cerveja € comparavel a do vinho branco, mas inferior a
do vinho tinto, além de possuir compostos antioxidantes diferentes, devido a

composicao do malte e do lupulo diferir da composicao das uvas (Lugasi, 2003).

A cerveja é a fonte de prenilflavondis mais importante da dieta (Stevens et al.,
1999). Prenilflavon6is sdo compostos metabdlitos presentes no ldpulo,
responsaveis por varios efeitos bioldgicos. Sua composicdo depende da variedade
de lupulo utilizada, e das condicoes de maturacao e estocagem (Biendl, 2002).
Segundo estudo realizado por Gorinstein et al. (2000), a concentracao de
procianidinas, epicatequinas e acido ferulico € significativamente maior na cerveja
quando comparada ao vinho branco, conferindo a cerveja maior capacidade

antioxidante.

Devido a sua capacidade antioxidante e baixo teor alcodlico, a cerveja é
capaz de melhorar a atividade antioxidante do plasma, reduzindo o risco de
doencas coronarianas, sem apresentar os aspectos negativos produzido por altas
doses de etanol (Ghiselli et al., 2000). Portanto, o consumo moderado de cerveja
com alta concentracdo de compostos antioxidantes € capaz de influenciar
positivamente o nivel de lipideos do plasma e sua capacidade anticoagulante
(Gasowski et al., 2004).

Por ser uma bebida delicada, que possui um complexo sistema de sabor e
aroma, € quimicamente instavel e sofre diversas reacdes quimicas e enzimaticas
durante seu processamento e estocagem. O equilibrio de seus compostos volateis
e nao-volateis é responsavel pela aceitacdo e qualidade da bebida. A composi¢ao
em ésteres, aldeidos, dicetonas vicinais, acidos organicos, alcoois superiores,
fendis, iso-a-acidos e outros compostos estdo diretamente relacionados com a

qualidade. A perda de qualidade pelo surgimento de sabores e aromas
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indesejaveis e alteracdes nas propriedades fisicas da cerveja é um problema que
a industria cervejeira procura solucionar (Aradjo, Silva e Minim, 2003).

A andlise sensorial € uma ferramenta de grande importancia, pois permite a
correlacdo entre a composicdo quimica e percepcao sensorial de um alimento.
Dentre os diferentes tipos de testes sensoriais a Analise Descritiva Quantitativa
apresenta-se como uma metodologia que proporciona a obtencdo de uma
completa descricdo de todas as propriedades sensoriais de um produto,
representando um dos métodos mais completos e sofisticados para a
caracterizacdo sensorial de atributos importantes, enquanto os testes afetivos
podem indicar se a aceitacdo do consumidor pelo produto é afetada por essas

alteracdes em seu sabor e aroma.

Foram realizados no Brasil diversos trabalhos sobre a capacidade
antioxidante dos alimentos, principalmente com vinhos, frutos e sucos de fruta
(Minussi et al, 2003; Mamede & Pastore, 2004; Kuskoski et al., 2005; Kuskoski et
al., 2006). No entanto ha pouco relato na literatura de publicacdes nacionais sobre

a capacidade antioxidante da cerveja (Freitas, 2006).

A caréncia de estudos feitos com cervejas brasileiras aliada ao crescimento
da industria cervejeira no Brasil e sua constante necessidade de implementar
novas tecnologias nos levou a estudar as transformacdes bioquimicas e sensoriais

durante o envelhecimento deste produto.
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21 A CERVEJA

A origem da cerveja se perde no tempo. A maioria das bebidas elaboradas
com cereais nos ultimos 8000 anos € hoje considerada como cerveja. Os sumérios
e egipcios produziam cervejas ha mais de 5.000 anos e os babilénios ja
fabricavam mais de dezesseis tipos de cerveja de cevada, trigo e mel ha mais de
4.000 anos antes de Cristo (Cervesia, 2006).

Foi na regido da Bavaria, na Alemanha, em 1516 que surgiu a primeira
regulamentacgéo do processo de fabricagdo de cerveja, a chamada “Lei da Pureza”
instituida pelo Duque Guilherme IV da Baviera. Essa lei determinava os
ingredientes que poderiam ser usados na fabricacdo de cerveja: malte de cevada,
lupulo, e agua (Kunze, 1996).
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A cerveja chegou ao Brasil em 1808, trazida pela familia real portuguesa de
mudanca para o entdo Brasil col6nia. Em 1836 tem-se a primeira noticia sobre a
fabricacdo de cerveja no Brasil, publicada no Jornal do Commercio, Rio de

Janeiro.

Dados do ano de 2002 indicam o Brasil como o quinto maior produtor de
cerveja mundial, com volume de 8,5 bilhées de litros anuais, perdendo apenas
para a China (27 bilhdes de litros/ano), Estados Unidos (23,6 bilhdes de
litros/ano), Alemanha (10,5 bilhdes de litros/ano) e Russia (9 bilhdes de litros/ano).
Quanto ao consumo per capita, o Brasil € o nono maior consumidor, com uma

média de 51,2 litros/ano por habitante (Sindicerv, 2006).

De modo geral, a cerveja pode ser dividida em dois grandes grupos: as do tipo
Ale, dentre as quais se destacam a Porter e a Stout, e as do tipo Lager, como a
Pilsen, a Munique e a Bock. As cervejas do tipo Ale séao fabricadas por meio de
fermentacdo superficial ou “alta”. S&o geralmente claras, com sabor pronunciado
de lupulo, ligeiramente acidas, e seu teor alcodlico varia de 4% a 8%. O processo
de fermentacao ocorre entre a temperatura de 20 °C e 25°C, com duracdo de 2 a
5 dias e o armazenamento entre 4,5 °C e 8°C.

As cervejas do tipo Lager sdo as mais comuns e mais consumidas. A Pilsener
ou Pilsen é uma das cervejas mais conhecidas em todo mundo. Originou-se na
cidade de Pilsen em 1842, antiga Tchecoslovaquia. E caracterizada por ter sabor
suave, cor clara e teor alcodlico entre 4% a 5 %. As cervejas deste grupo sao
fabricadas por fermentacdo profunda ou “baixa”, através de processo lento,
geralmente em torno de 5 dias.

Segundo a legislacao brasileira, Decreto n® 2314, de 04 de setembro de 1997,
art.64 a art.71: “Cerveja € a bebida obtida pela fermentacao alcodlica do mosto
cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel, por acao da levedura, com
adicao de lupulo” (Brasil, 1997).
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Parte do malte de cevada pode ser substituido por outros cereais, maltados ou
ndao, como arroz, milho, trigo, aveia, centeio ou sorgo. No entanto, para ser
denominado cerveja, € necessario que a bebida possua proporcdao de malte de
cevada maior ou igual a 50%, em peso, sobre o extrato primitivo, como fonte de
acucares (Brasil, 1997).

2.2 PROCESSO

2.2.1 Maltagem

O objetivo principal do processo de maltagem é a formacdo de enzimas

necessarias a hidrélise dos polissacarideos e do amido presente no grao.

Inicialmente é feita a maceracao do grdao, que tem um aumento do teor de
umidade de 12% para aproximadamente 44%. Nesta etapa ha a formacao de uma
série de enzimas, como a alfa e beta-amilase, que decompdem ligacdes alfa 1-4
da amilose e amilopectina e a dextrinase-limite, que decompde ligagdes alfa 1-6.
Além das enzimas amiloliticas sdo produzidas beta-glucanase e pentosanases
que decompbdem a parede celular, tornando a célula mais permeavel;
endopeptidases, que decompdem proteinas de alto peso molecular em peptideos,
e exopeptidases, que decompdem cadeias de peptideos em aminoacidos. A
decomposicao protéica deve ser controlada, de modo que se possam obter mais
produtos de alto peso molecular, que sdo importantes para a estabilidade da
espuma e corpo da cerveja, ou aminoacidos, que sao essenciais para a nutricao

da levedura (Briggs, 1998).
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2.2.2 Moagem do malte

A moagem do malte facilita a dissolucdo do malte na &agua, torna o
conteudo do grao acessivel a agdo enzimatica e prepara a camada filtrante do
mosto. A moagem nao deve ser muita fina a ponto de tornar lenta a filtragem do
mosto ou, ao contrario, muito grossa, o que dificultaria a hidrélise do amido.

2.2.3 Mosturacao

Esta etapa tem por objetivo promover a hidrolise do amido a acucares
fermentesciveis (maltose, glicose e maltotrioses) juntamente com dextrinas de
cadeias curtas ou longas. Sao extraidos aproximadamente 65 % dos soélidos totais
do malte, que em suspensdo em agua constituirdo o mosto para a fermentacao da

cerveja.

A mosturacao pode ser de dois tipos, por infusdo ou decocgao. O processo
por infusdo é feito a partir de injecdo de vapor em tanque encamisado, a uma
temperatura Unica e sem agitacdo. No processo por decocgdo 0 mosto é aquecido
em intervalos brandos de temperatura de 40°C a 75°C, com agitacdo. Quando a
massa estiver a 50°C, estardo agindo as proteases, a 60-65°C, ocorre a
sacarificacdo pela B-amilase e a 70-75°C, a dextrinizacdo do amido pela a-
amilase. O ponto final da mosturacéao é a degradacédo do amido, que se hidrolisa a
acucares fermentesciveis como maltose, glicose e maltotrioses, além de formar
dextrinas (Kunze, 1996).

O tipo de mosturagao € importante para as caracteristicas do produto final,
como teor alcéolico, sabor e aroma, relagdo amargor/dulcor, textura e qualidade

da espuma.
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2.2.4 Cozimento do mosto

Apdbs a mosturacdo o mosto € separado e cozido juntamente com o lupulo a
aproximadamente 100°C. Durante esta etapa ha inativacdo das enzimas e
esterilizagdo do mosto. As proteinas coagulam e se precipitam reagindo com os
taninos, formando o trube. Ha também formacao de compostos responsaveis pela
cor e sabor do produto, através da reacao de Maillard e caramelizagao, e extracao
de compostos de amargor e aromaticos do lupulo. Nesta etapa € possivel
remover, por evaporacdo, de compostos volateis indesejaveis, como o dimetil
sulfito (Denk, et al., 2000).

2.2.5 Resfriamento

O resfriamento é feito em trocadores de calor. A temperatura do mosto
decresce até a temperatura de fermentacdo, entre 8 e 13°C. Durante o
resfriamento ha precipitacido de complexos de proteinas com taninos, chamado de
trube frio.

2.2.6 Fermentacao

O género Sacharomyces apresenta varias cepas, consideradas seguras e
capazes de produzir dois metabdlitos primarios importantes: etanol e diéxido de
carbono. Os dois tipos de cerveja mais importantes, lager e ale, sao fermentadas
com cepas de S. uvarum (carlsbergensis) e S. cerevisiae, respectivamente.
Atualmente, taxonomistas tem designado todas as cepas empregadas na
producéo de cerveja como pertencentes a espécie S. cerevisae (Stewart, 2000).

Apoés ser adicionada no mosto aerado, a levedura se reproduz rapidamente
devido a alta quantidade de O dissolvido no meio, oxidando o piruvato até CO, e

agua. Depois que todo o oxigénio é consumido as células de levedura passam a
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utilizar o agucar de forma anaerdbica, fermentando esses agucares em etanol e
CO.. O processo de fermentacdo é controlado pela concentracdo de etanol

formado, pH do meio e quantidade de acucar remanescente.

Os principais produtos formados durante a fermentacao séao etanol, glicerol,
acido latico e diéxido de carbono, mas ha a formacgéo de varios outros compostos
em baixas concentracdes, resultantes do metabolismo de agucares e
aminoacidos. Podem ser formados acidos organicos, como o acido citrico, acético,
piravico, succinico e axaloacético; ésteres, como o acetato de isoamila e o0 acetato
de etila; compostos sulfurados, como o dimetil sulfito e diéxido de enxofre; e
outros compostos como acetaldeido, dicetonas vicinais e alguns alcoois (Stewart,
2000).

2.3 OXIDACAO

Um antioxidante é definido por Halliwell (2002) como qualquer substancia que
quando presente em baixas concentracdes se comparada a do substrato oxidavel,
previne ou adia significativamente a oxidacao do substrato.

Os compostos antioxidantes podem apresentar diferentes mecanismos de
acao:

e Sequestrar radicais livres;

e [nativar ions metalicos;

e Remover espécies reativas de oxigénio (EROs);

e Interromper asuma reacées em cadeia;

e Sequestrar oxigénio singlete;

e Destruir perdxidos para previnir a formagao de radicais;

e Remover oxigénio e/ou diminuir sua concentracao.
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Segundo seu mecanismo de acao, um antioxidante pode ser primario, quando
reage com radicais lipidicos para formar produtos mais estaveis. Sado conhecidos
como interceptores de radicais livres. Estes antioxidantes rapidamente doam um
atomo de hidrogénio a um radical lipidico ou sdo convertidos a um produto mais
estavel. Inibem dois passos importantes na formagdo de radicais livres da
oxidacao lipidica, reagindo com radicais peroxila para impedir a propagacao da
cadeia e inibindo assim a formacao de peroxidos (Equacao 2.1), ou reagem com
radicais alcoxila para diminuir a decomposicao dos hidroperéxidos em produtos de
degradacao (Equacao 2.2). Os principais antioxidantes presentes nesse grupo sao
os flavondides, eugenol, Trolox®, carotendides, ascorbato, tocoferol, extrato de

ervas e especiarias.

LOO* + AH —> LOOH + A* (Equagdo 2.1)

LO*+ AH — > LOH + A* (Equacdo 2.2)

O antioxidante pode ser também secundario, ou preventivo. Sao aqueles
que reduzem a taxa de iniciacdo da reacao em cadeia através de diferentes
mecanismos como inativacao de ions metalicos, decomposi¢ao de hidroperéxidos,
ou sequestro de oxigénio. Inativadores de metais ou agentes quelantes sao
antioxidantes preventivos, removem ou desativam ions metalicos, que agem como
iniciadores ou catalizadores da decomposi¢cao de hidroperoxidos. Os antioxidantes
que agem na decomposicao de hidroperdoxidos os transferem por reducao para
compostos hidroxi estaveis, enquanto os seqlestradores de oxigénio reagem com
0 oxigénio para diminuir o suprimento de oxigénio necessario para a autoxidagao.
De modo geral, os antioxidantes secundarios decompdem o0s perbéxidos em
produtos finais mais estaveis. Os principais antioxidantes desse grupo séo o acido

tiopropidnico e seus derivados.



12 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O sinergista faz parte da terceira categoria de antioxidantes. Consiste em
um sistema com varios componentes antioxidantes que costumam apresentar
sinergismo entre as diferentes substancias com diferentes modos de agédo. Os
antioxidantes sinergistas geralmente aumentam a vida dos antioxidantes
primarios, pois agem como doadores de hidrogénio, além de regenerar o0s
antioxidantes primarios ou inativar ions metédlicos. Sao principalmente
sequestradores de oxigénio ou quelantes de metais. Podem agir doando atomos
de hidrogénio a radicais fenoxila ou promovendo um ambiente acido mais estavel
para estes antioxidantes. Os principais representantes deste grupo sao os sulfitos,
acido ascorbico, polifosfatos, acido tartarico, acido citrico, acido fitico, flavondides

e carotendides.

Entre os antioxidantes presentes nas frutas, vegetais e cereais, 0s mais
ativos e frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos. As
propriedades benéficas desses compostos podem ser atribuidas a sua capacidade
de sequestrar radicais livres, principalmente as hidroxilas vicinais ligadas ao anel
aromatico (Decker, 1997; Galato et al., 1999).

Além da propriedade sequestrante de radicais, os compostos fendlicos
podem ainda quelar metais de transicdo, impedindo que estes participem de
reacdes de oxi-reducdo, prevenindo assim eventos oxidativos (Jacob e Burry,
1996; Frémont, 2000).

2.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Atualmente tem-se observado o crescimento do interesse na composicao
fendlica de alimentos e bebidas, por parte de consumidores e produtores. Os
polifendis sdo os antioxidantes encontrados em maior quantidade na dieta. As
principais fontes de polifendis na dieta sdo sucos de fruta, vinho, cha, café, cerveja

e chocolate. Estudos epidemioldgicos sugerem uma relagao entre alimentos ricos
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em polifendis e a prevencdo de algumas doencas, como cancer, doencas
cardiovasculares e inflamagdes (Scalbert, 2000).

As principais classes de polifendis sdo definidas de acordo com seu esqueleto
carbénico: &cidos fendlicos, como o acido caféico e o acido ferulico ou flavondides,
como a quercetina e a catequina. A diversidade estrutural dos polifendis torna
dificil sua quantificagdo em alimentos. Além disso, o processamento de alimentos
e bebidas pode resultar em transformacdes na composicao destes compostos,
causando um enriguecimento ou empobrecimento de compostos fendlicos no

alimento processado (Scalbert, 2000).

A cerveja pode ser considerada uma boa fonte de polifendis, pois uma
quantidade consideravel de compostos fendlicos é encontrada tanto no malte
quanto no lupulo (Lugasi, 2003). Cerca de 70 a 80% dos compostos fenélicos sao
originarios do malte, enquanto 20 a 30% se originam do lupulo. No entanto, os
compostos fendlicos originarios da cevada sofrem mudancas durante o
processamento, e por isso ndo sao tdo bem caracterizados quanto os derivados
do lupulo (Gerhauser, 2005). A etapa de fervura provoca uma série de mudancas
na composicao de polifendis do mosto, que ja é bastante complexa, dificultando a
predicao do destino dos polifendis desta mistura. Tal complexidade deve-se em
parte a facilidade de oxidagcdo e polimerizacdo de varios compostos fendlicos
(Keukeleire, 1999).

Os compostos fendlicos podem ser encontrados em sua forma livre ou, mais
frequentemente, ligados a outros compostos, como ésteres e glicosideos.
Polifen6is derivados de 4&cidos hidrobenzbéicos (acido galico, &cido
protocatechuico, acido siringico) e acidos hidroxicinamicos (acido ferualico, acido p-
cumarico, acido caféico) sao principalmente extraidos do malte, enquanto que os
flavondis (quercetina, canferol), chalconas (xanthohumol) e flavanonas
(isoxanthohumol e prenilnaringenina) sado encontrados no lapulo (Figura 2.1).
Catequinas, procianidinas e taninos derivados de flavonéis sao igualmente
encontrados no malte e no Iupulo. A composicao final dos compostos fendélicos na
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cerveja depende da qualidade da matéria-prima (cevada e lupulo) utilizada e do

processo de fermentacao (Garcia et al., 2004).

Fantozzi et al. (1998) mostrou que durante todo o processamento da cerveja,
ha um decréscimo de 28% na concentracdo de compostos fendlicos, e

simultaneamente uma reducao de 29% na sua atividade antioxidante.

A Tabela 2.1 mostra os principais compostos fendlicos j& encontrados em

cerveja e sua concentracao aproximada (Gerhauser, 2005).

Polifen6is de baixo peso molecular sdo considerados melhores
antioxidantes, pois o poder redutor decresce com o aumento do peso molecular.
Alguns polifenois sdo antioxidantes por sua habilidade em quelar ions metalicos e
outros sado considerados pro-oxidantes devido a sua capacidade de transferir
elétrons para ions metélicos (Vanderhaegen et al., 2006).
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Figura 2.1 Estrutura quimica de alguns compostos fendlicos
encontrados na cerveja.
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Tabela 2.1 Principais compostos fenélicos encontrados na cerveja.

Classe Estrutural

Concentracao (mg/l)

Chalconas
Xanthohumol
Flavanonas
Isoxanthohumol
6-prenil-naringenina
8-prenil-naringenina
Flavan-3-ols (catequinas)
Catequina
Galocatequina
Epicatequina
Flavonois
Kampeferol
Quercetina
Quercitrina
Rutina
Proantocianidinas
Procianidina B3
Procianidina B9
Acidos
Alfa-acidos
Iso alfa-acidos
Acido ferulico
Acido p-cumarico
Acido benzéico
Acido vanilico
Acido siringico
Outros
4-hidroxipreniletanol
4-vinil guaiacol

0,02-1,2

0,04 — 3,44
0,001 — 0,56
0,001 — 0,24

5,4
5-20
1,1

16,4
10
2,3
1,8

3,3
3,9

1,7
0,6 —100
6,5
0,9
1,1
3,6
0,5

40
0,55

Fonte: Gerhauser (2005).
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O composto fendlico mais simples ja encontrado na cerveja é o0 acido
feralico. Outros compostos fendlicos monoméricos séo a catequina e a quercetina.
A catequina é aceita como um composto antioxidante devido a sua capacidade de
quelar radicais livres e inibir a enzima lipoxigenase, que promove o inicio da
ruptura dos &acidos graxos insaturados (Bamforth, 2000). Quando moléculas
monoméricas de fendis séo liberadas elas podem se polimerizar, formando novos

compostos fendlicos.

O acido ferulico é o principal acido fenélico encontrado na cerveja, entre 48
e 58% do total de acidos fendlicos. Esta presente na cevada, sendo que
aproximadamente 10% em sua forma livre e o restante ligado na forma de éster

com polimeros arabinoxilados.

Walters et al. (1997) mostrou que o acido ferulico tem maior atividade
antioxidante que a catequina na presenca de radical hidroxila, além de ser mais
efetivo na prevencao de oxidacao lipidica. No entanto, a catequina apresentou

maior atividade sequiestrante de radicais superdxidos.

Xanthohumol é o prenilflavonéide de maior importancia encontrado no IUpulo.
No entanto, durante o processamento da cerveja, sua quantidade é sensivelmente
reduzida devido a isomerizacao das chalconas. Apesar da menor concentracao de
prenilflavondides comparados a outros polifendis, eles tém uma maior capacidade
antioxidante em meios lipofilicos, como lipoproteinas de baixa densidade (Stevens
& Page, 2004).

A cevada é também uma rica fonte de polifendis e, portanto de
propriedades antioxidativas. Desta forma, uma otimizacdo do processo de
maltagem visando a protecdo dos polifendis presentes na cevada e promocgao de
novos compostos antioxidantes é uma alternativa viavel para minimizar o processo

oxidativo da cerveja (Maillard et al., 1996).

Estudos realizados por Maillard et al (1996) mostram o teor de polifendis
totais de trés principais grupos de compostos fenélicos em diferentes varietais de
cevada e no malte, determinados por uma nova metodologia de
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espectrofotometria UV e comparado as concentracoes obtidas através da
metodologia colorimétrica de Folin-Ciocalteu. Os resultados mostraram que o
malte apresenta maiores concentracdoes de polifendis que a cevada, porém nao
foram encontradas diferencas significaticas entres os diferentes grupos estudados.
Os valores obtidos através da metodologia de espectrofotometria UV apresentou
diferencas entre 5 e 15% em relacdo ao método Folin-Ciocalteu.

Os compostos polifendlicos tém papel extremamente importante no
processamento da cerveja. Durante o processamento os polifenéis, principalmente
os flavonois, podem se polimerizar e combinar com proteinas, causando turbidez

no produto (Keukeleire, 1999).

Acidos fenélicos podem se combinar com outras substancias naturalmente
presentes na cerveja, como acucares, acidos organicos, substancias nitrogenadas

e ions metalicos, dificultando sua quantificacdo (Montanari et al., 1999).

2.5 ENVELHECIMENTO

Comparada a outras bebidas alcodlicas, a cerveja € a Unica que permanece
instavel ap6s a embalagem e durante sua vida de prateleira. Tal instabilidade pode
ser bioldégica ou ndo. A instabilidade bioldégica envolve a contaminacdo por
microorganismos, como bactérias, fungos e leveduras, provenientes da matéria-
prima ou do processamento. No entanto, esta contaminagdo pode ser evitada
utilizando-se condi¢cbes higiénicas de processamento, além da etapa de
pasteurizacdo do produto.

A instabilidade nao biolégica é proveniente de uma série de reacdes quimicas
envolvendo proteinas, carboidratos, polifendis e ions metalicos que alteram a

estrutura fisica do produto (Stewart, 2004).
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A instabilidade fisica da cerveja ocorre principalmente pela formacédo de
turbidez, a partir da reacdo de polimerizacdo dos compostos fendlicos e sua
associagdo com algumas proteinas. A matéria-prima utilizada para a producao da
cerveja é fonte de precursores da turbidez, como polifendis e proteinas, mas sua
formacao pode ser estimulada por uma série de fatores, como a presenca de
oxigénio e de ions metalicos, pasteurizacdo, e principalmente a temperatura de
estocagem, que acelera a taxa das reagdes. Diversos procedimentos que podem
prevenir ou retardar o aparecimento da turbidez: prevenir a formacéao de grande
quantidade de produtos de degradacao dos complexos protéicos, fazer uma
hidrélise enzimatica destes produtos de degradacao, remover compostos fendlicos
de maior peso molecular, armazenar a cerveja no estagio de maturagcdo em
temperaturas bem altas a fim de precipitar os precursores da formacgéo da turbidez
ou ainda armazenar o produto final em temperaturas mais elevadas para retardar

0 aparecimento da turbidez.

O uso de agentes estabilizantes para prevenir a formacao de turbidez é
muito utilizado na industria. Estes podem ser silica gel ou polivinil-polipirolidona
(PVPP). A silica gel age ligando-se a polipeptideos hidrofilicos, enquanto o PVPP
remove os polifendis de maior peso molecular, por ter uma estrutura muito

semelhante a do aminoécido prolina.

A estabilidade do sabor na cerveja depende principalmente da quantidade de
oxigénio presente na embalagem e presenca de luz, mas pode ser influenciada
por outras etapas do processamento. A natureza das mudangas que ocorrem
durante o envelhecimento do produto e a formacao de novos sabores e aromas é
bastante complexa e depende do tipo de cerveja, da concentracao de oxigénio e
da temperatura de estocagem. Dalgliesh (1977) descreveu as mudancas

sensoriais na cerveja durante seu armazenamento (Figura 2.2).
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Dentre as principais mudangas observadas, ressalta-se um aumento no
aroma e gosto doce, diminuicao da intensidade do gosto amargo, e a relagao entre
0 aumento do sabor de papelédo, e diminuicado do sabor denominado ribes (ribes
nigrum), descrito como aroma tipico de folhas de black currant, fruta silvestre
parecida com a groselha.

A
Gosto amargoe Ribes

}

Aroma doce

Intensidade

Gosto doce & sabor e .
aroma de caramelo _‘.--’}
A

nt""'. ’ =
il Sabor de papelao

Y

Tempo

Figura 2.2 Alterac¢des sensoriais durante o envelhecimento da
cerveja segundo Dalgliesh (1977).

As mudancas do perfil de sabor da cerveja sédo resultado de reacdes de
degradacao e formacao de novos compostos. Dentre os compostos formados, 0s
aldeidos de cadeia linear merecem atencdo especial. Além destes, podem ser
encontrados compostos heterociclicos, cetonas, ésteres, compostos sulfurados,

entre outros.

A Tabela 2.2 apresenta uma lista dos principais compostos que podem ser

encontrados na cerveja durante seu armazenamento.
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Tabela 2.2 Principais compostos volateis responsaveis por alteragdes no sabor e aroma,
formados durante o armazenamento da cerveja.

Classe quimica Compostos
Aldeidos lineares Acetaldeido/ (E)-2-nonenal/ (E)-2-octenal
Aldeidos de Strecker 2-metil-butanal/ metional/ 2-prenilacetaldeido
Cetonas (E)-B-damascenona/ 4-metil-2-pentanona

Compostos heterociclicos  Furfural/ maltol/ 2-acetilpirazina/
Esteres etilicos Etil 3-metil butirato/ etil nicotinato/ etil 2-metil propianato

Compostos sulfurados Dimetil trisulfido/ 3-metil-3-mercaptobutilformato

O acetaldeido foi um dos primeiros compostos cujo aumento da
concentracdo foi observado em cervejas. Em seguida o trans-2-nonenal, um
aldeido linear, foi identificado como o0 composto que induzia o sabor de papelao na
cerveja (Jamieson e Van Gheluwe, 1970), quando encontrado em concentragdes
maiores que seu limiar de detecgéo de 0,1 pg/l. O composto 3-damascenona, uma
cetona derivada de carotendides, pode afetar o sabor de cervejas durante o
envelhecimento (Gijs et al., 2002). Dentre os compostos heterociclicos, alguns
podem ser indicadores do processo de envelhecimento de cervejas. Esteres
volateis contribuem com notas frutais no perfil de sabor da cerveja, entretanto a
concentracado destes ésteres diminui durante a estocagem e alguns ésteres (Etil 3-
metil butirato, etil nicotinato, etil 2-metil propianato) tém sua concentragéao
aumentada, gerando sabor de vinho (winy flavours). Esta caracteristica confere

significativa importancia a estes compostos.

Os compostos sulfurados mesmo em baixas concentragbes podem
provocar efeitos notaveis no perfil de sabor da cerveja durante a estocagem.
Compostos nao volateis também podem provocar mudangas no sabor da cerveja
durante a estocagem. Os acidos-iso-a, um dos responsaveis pelo gosto amargo,
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sdo muito sensiveis a degradacdo, provocando uma reducdo do gosto amargo
durante o envelhecimento. Além deles, foi também observado o decréscimo na
concentracao de flavondis, principalmente durante as 5 primeiras semanas de
estocagem (McMurrough et al., 1996) e aumento na concentracdo de taninos
(McMurrough, Madigan and Kelly, 1997). Mudangas na concentracao de

compostos fendlicos estdo associadas ao aumento da adstringéncia em cervejas.

O aparecimento do sabor de papelao (cardboard flavour) € o maior
indicador do processo de envelhecimento de cervejas, principalmente as do tipo
lager. Ha evidéncias de que o aparecimento de sabor caracteristico de papelao
em cervejas entre 2 e 4 meses € proveniente de aldeidos insaturados. O
composto trans-2-nonenal € o aldeido com maior atividade de sabor encontrado
em quantidades que excedem o limiar de detecc¢do. Outros aldeidos como o
nonadienal, decadienal e undecadienal também podem ser encontrados em

quantidades superiores ao limiar de deteccao (Barker et al., 1983).

O aumento da concentragéo de trans-2-nonenal durante a vida de prateleira
da cerveja esta provavelmente ligado ao processo e oxidacao nos estagios iniciais
do processamento. Estudos recentes (Lermusieau et al., 1999; Liegeois et al.,
2002) mostraram que 70% do total de trans-2-nonenal produzido ocorreu durante

a fervura do mosto, enquanto que o restante ocorreu durante a moagem.

O trans-2-nonenal é derivado da oxidagdo do acido linoleico no final da
etapa de fervura. Ao se ligar a compostos nitrogenados, como aminoacidos e
proteinas, o trans-2-nonenal é protegido da atividade das leveduras, podendo
estar presente no produto fresco. Posteriormente, principalmente quando o pH da
cerveja é baixo ou a estocagem se da em temperatura alta, este composto pode
ser liberado através de hidrélise acida (Lermusieau et al., 2001).

O uso de sulfitos durante o processamento limita a formacao de aldeidos e
minimiza os efeitos da oxidacao do produto. No entanto, uma alternativa ao uso de
sulfitos ou outros agentes antioxidantes é a otimizacdo do aproveitamento do
poder antioxidante de substancias naturalmente encontradas na cerveja. Segundo
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Stone e Laschiver (1957) a maior parte do bissulfito encontrado na cerveja esta na
sua forma ligada. Alguns autores observaram que a adicdo de bissulfito em
cervejas envelhecidas diminui a concentragao de aldeidos livres (Pessa, 1971). No
entanto, ao longo do tempo o bissulfito se oxida a sulfato, aumentando a
concentracao de aldeidos livres (Stewart, 2004). Desta forma, a teoria mais aceita
para a formacao dos compostos que dao origem ao sabor de papeldo na cerveja é
devido a formacdao de complexos a partir do bissulfito. A formacao destes
complexos é reversivel e favorece a formacdo de aldeidos alifaticos, além da
tendéncia do bissulfito de se ligar a dupla ligacao de aldeidos insaturados e aos
produtos de condensacao de aminoacidos e carbonilas.

2.6 ANALISE SENSORIAL

O conhecimento da composicdo quimica e perfil sensorial da cerveja
durante o processo de envelhecimento, € muito importante para o controle de
qualidade e para a avaliacdo das alteracbes que possam contribuir para a
melhoria do produto.

A andlise sensorial € uma ferramenta de grande importancia, que permite a
correlacdo entre a composicao quimica e percepcao sensorial de um alimento,

assim como o grau de aceitacao que o consumidor tem por um dado produto.

2.6.1 Analise Descritiva quantitativa

A Andlise Descritiva Quantitativa (STONE et al.,, 1974) apresenta-se como
uma metodologia que proporciona a obtengcdo de uma completa descricdo de
todas as propriedades sensoriais de um produto, representando um dos métodos
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mais completos e sofisticados para a caracterizacdo sensorial de atributos

importantes.

A Andlise Descritiva Quantitativa permite tracar o perfil sensorial dos
produtos avaliados, e quando é associada ao estudo afetivo de consumidor,
permite chegar-se a conclusées de extrema importancia, como saber quais as
caracteristicas sensoriais € em que intensidade estdo presentes, nos produtos
mais ou menos aceitos pelos consumidores, e ainda verificar em que produtos

concorrentes diferem sensorialmente entre si.

2.6.2 Teste afetivo

Dentre os métodos sensoriais disponiveis para se medir a aceitagdo e
preferéncia dos consumidores com relagdo a um ou mais produtos, a escala
hedbnica estruturada de nove pontos é provavelmente o método afetivo mais
utilizado devido a confiabilidade e validade de seus resultados, bem como sua
simplicidade em ser utilizada pelos provadores (Stone & Sidel, 1993).

A analise da aceitacao pode refletir o grau de preferéncia por determinado
produto. Porém, quando os dados da aceitacdo sado analisados por técnicas
estatisticas univariadas, assume-se que o critério de aceitabilidade dos
consumidores seja homogéneo, o que implica que os valores obtidos desta forma
podem nao refletir a média real. Por esta razdo a variabilidade individual dos
dados deve também ser considerada, e a estrutura dos dados analisada. Com a
finalidade de analisar os dados afetivos levando-se em consideracao a resposta
individual de cada consumidor e ndo somente a média do grupo de consumidores
que testaram os produtos, foi desenvolvida a técnica intitulada Mapa de
Preferéncia. O Mapa de Preferéncia é essencialmente uma representacao grafica
(Multidimensional Scaling - MDS) das diferencas de aceitacdo entre as amostras,
que permite a identificacdo de cada individuo e suas preferéncias em relacéo as
amostras analisadas. O Mapa de Preferéncia pode ser dividido em duas
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categorias: o Mapa de Preferéncia Interno (MDPREF), quando se realiza a analise
apenas sobre o conjunto de dados de aceitacao/preferéncia gerados a partir de
testes afetivos, e o Mapa de Preferéncia Externo (PREFMAP), onde se incluem
também na analise as medidas descritivas geradas por uma equipe de provadores
treinados, relacionando-as com dados de aceitacdo/preferéncia dos produtos
avaliados (MacFie & Thomson, 1998).

O MDPREF baseia-se num modelo vetorial e resolve uma matriz com os
dados de aceitagcdo de uma equipe de provadores sobre um mesmo conjunto de
amostras. O resultado obtido consiste em um conjunto de dimensbes de
preferéncia representando as diferencas entre as amostras em termos de
aceitacao entre os consumidores e um conjunto de vetores, um para cada

provador, que mostram a direcao individual de preferéncia.






CAPITULO 3. ESTABILIDADE OXIDATIVA:
ENVELHECIMENTO FORCADO

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Amostras

Trés tipos diferentes de cerveja pilsen foram avaliados periodicamente
durante sua vida de prateleira. Dentre as diferentes cervejas, duas sdo da mesma
marca (A e B), porém produzidas em fabricas diferentes. Em uma delas o
processo de estabilizacdo € feito com uso de PVPP (polivinilpolipirolidona), que
retém parte dos compostos fendlicos, responsaveis pelo problema da turbidez no
produto. Na outra, a estabilizacdo é feita com silica, que retém parte das

proteinas, que ao se complexarem com os compostos fendlicos causam turbidez

27
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no produto. No terceiro tipo de cerveja analisado (amostra C) o processo de
estabilizacao também é feito com uso de PVPP, porém a bebida é produzida com
lupulo e linhagem de levedura diferentes das demais (A e B), sendo que a relacao
malte/adjunto bem como a relacao lupulo aromatico/lipulo de amargor é maior

gue nas demais cervejas.

As cervejas foram fornecidas pelas fabricas logo apdés o envase, duas
marcas em embalagens de aluminio, e uma em garrafas de vidro (long neck). Os
lotes foram rigorosamente escolhidos, encontrando-se dentro das especificacdes
caracteristicas de cada produto. A Tabela 3.1 mostra as caracteristicas fisico-
quimicas, fornecidas pelos fabricantes, de cada amostra. Todas as amostras

foram estocadas a temperatura ambiente e em local protegido contra a luz.

Tabela 3.1 Caracteristicas fisico quimicas das amostras de cerveja A, B e C.

A B C
Alcool (% v/v) 3,66 3,75 4,05
Densidade 20/4 1,00813 1,00728 1,00656
Calorias (Kcal/100mL) 40,77 40,73 42,71
Cor (EBC) 5,15 4,68 7,06
pH 4,05 4,19 4,20
Amargor (BU) 9,0 10,0 17,0
CO, 0,51 0,49 0,49
Dicetonas Totais 0,04 0,05 0,03
Turbidez 20°C 0,52 0,75 0,49

Espuma (Nibem) 206 192 258
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3.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados nos testes bioquimicos foram os padrdes Trolox®
(AcrosOrganics), acido ascérbico e acido galico (Sigma-Aldrich), o radical livre
DPPH — 2,2 difenil-1-picrilhidrazila (Sigma-Aldrich) e o composto ABTS - 2,2-
azino-bis(3-etilbenzitiazolina-6-sulfonato - Sigma-Aldrich). Os demais reagentes
usados foram persulfato de potassio (Sigma-Aldrich), DDTC - dietiltiocarbamato de
sodio cristalino (Sigma-Aldrich), ferrocianeto de potassio (Sigma-Aldrich), alcool
etilico e alcool metilico (ECIBRA), hidroxido de aménio 28-30% (ECIBRA),
carbonato de sdédio anidro (ECIBRA), acido tricloroacético (Merck), sulfato de
cobre Il (Merck), cloreto férrico (Labsynth) e reagente Folin-Ciocalteau

(Cromoline).

3.1.3 Equipamentos

Para obtencdo das medidas colorimétricas foi utilizado o espectrofotdmetro
Beckman Coulter DU 640.

As amostras foram degaseificadas em ultrassom UltraSonic Cleaner
Thornton — Unique, e centrifugadas em centrifuga Beckman Coulter modelo
Allegra X-22R. A estufa utilizada foi Estufa Fanem, modelo 002CB.

3.1.4 Estratégia

As amostras de cerveja, com idade de 30 dias, foram colocadas em estufa
a 42°C durante 6 dias. Em cada um dos seis dias de estocagem as cervejas foram
submetidas a testes bioquimicos para determinacdo da concentracdo de fendis

totais e capacidade antioxidante.



30 ESTABILIDADE OXIDATIVA: ENVELHECIMENTO FORCADO

3.1.5 Preparacao das amostras

Para cada dia de teste foram utilizadas duas embalagens de cada tipo de
cerveja. Cada tipo, separadamente, foi misturado, submetido a 3 minutos de ultra-
som para degaseificacao, e filtrado.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados colorimetricamente
através do reagente de Folin-Ciocalteu, segundo metodologia proposta por
Singleton e Rossi (1965). Uma aliquota de 2 mL de cerveja diluida em agua
destilada foi adicionada a 1 mL de reagente Folin-Ciocalteu e 9 mL de agua
destilada. Apds 3 minutos adicionou-se 8 mL de solucdo de carbonato de sédio
(7,5%). Apbs repouso durante 2h a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida
através de uma curva padrdo a 760 nm. Os resultados foram expressos em

equivalente de &cido galico.

3.2.2 Capacidade de sequestrar radicais livres

A capacidade sequestrante de radicais livres foi medida usando-se o
reagente DPPH (1,1-difenyl-2-picrilhidrazila) a partir da adaptacao da metodologia
descrita por Blois (1958) e Molyneux (2004).

O DPPH é um radical livre estavel, no qual o deslocamento de um elétron

livre confere cor violeta a solugdo com absorcao a 517 nm.
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Quando uma solucédo de DPPH é misturada a uma substancia capaz de doar
um atomo de hidrogénio, ela reage dando origem a forma reduzida do DPPH, e

ocorre a extincao da cor violeta. Esta reacdo da origem a um novo radical livre.

Diferentes concentracdes da amostra diluida em metanol foram adicionadas
a 2 ml de solucdo de DPPH (250 umol), completando um volume final de 5 ml. A
mistura foi agitada e deixada em repouso no escuro € a temperatura ambiente por
2 horas. A taxa de reacao varia muito entre diferentes substratos, e € mais um
parametro para caracterizar a atividade antioxidante. A leitura da absorbéancia foi

realizada a 517 nm.

A capacidade da cerveja doar hidrogénio foi calculada através da extincao
da cor do DPPH, expressa em porcentagem do controle (dgua destilada no lugar
da amostra). Quanto maior a porcentagem de reducdo do DPPH (Equagéo 3.1)

maior a atividade antioxidante da amostra.

(A, —A)

0

Q=100 (Equagéao 3.1)

Ao = absorbancia do controle
A; = absorbancia da amostra

Uma outra forma utilizada para interpretar os dados é a ECsy (Efficient
concentration), definida como a quantidade de substrato capaz de diminuir a
concentragao inicial de DPPH a 50% de seu valor. Quanto maior o valor de ECs
maior a quantidade de substrato que deve ser utilizado para reduzir o radical
DPPH, e consequentemente sua capacidade antioxidante sera menor.

3.2.3 Poder redutor

O poder redutor da cerveja foi determinado a partir da metodologia utilizada
por Lugasi (2003). Amostra diluida (1 ml) foi adicionada a 2,5 ml de tampéao fosfato
(0,2M, pH 6,6) e 2,5 ml de ferrocianeto de potassio 1%. Esta mistura foi incubada
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a 50°C por 20 minutos, e em seguida adicionou-se 2,5 ml de &cido tricloroacético
10%. Uma aliquota de 2,5 ml desta solucédo foi adicionada a 2,5 ml de agua

destilada e 0,5 ml de solucao FeCl; 0,1%.

A absorbancia foi lida em comprimento de onda de 700 nm, e o poder redutor
expresso em equivalente de acido ascérbico (ASE ml™). ASE ml™” indica que 1 ml
da amostra apresenta 0 mesmo poder redutor que a mesma quantidade de acido

ascorbico.

3.2.4 Capacidade antioxidante total

Este teste mede a habilidade de um composto antioxidante sequestrar o
cation ABTS™ (2,2-azinobis(3-ethilbenzotiazolina-6-sulfonato) em comparagéo ao
composto padrdo Trolox®. A metodologia utilizada foi proposta por Re et al.
(1999).

A metodologia ABTS™ original foi baseada na ativagdo da metamioglobina
com peréxido de hidrogénio, na presenca ou auséncia de antioxidantes, para
produzir um radical cation. Hoje, a metodologia envolve a producao direta do
croméforo ABTS™, com tonalidade azul esverdeada através da reacao entre ABTS
e persulfato de potéassio. Esta técnica espectrofotométrica mede a habilidade
relativa de antioxidantes de sequestrar o ABTS™ em comparagdo ao potencial
antioxidante de quantidades padrao de Trolox®. Trolox® € um analogo da
vitamina E, sollUvel em agua, e o cation ABTS™ é um croméforo azul esverdeado
com caracteristicas de absorcdo a 734 nm, que quando é reduzido a ABTS, perde
sua coloracao. Os resultados sdo expressos em mmol de Trolox/| de amostra.

Em resumo, o monocation ABTS™ é gerado a partir da oxidagdo do ABTS
com persulfato de potassio e reduzido na presenca de compostos antioxidantes
capazes de doar hidrogénio. Esta metodologia mede a atividade antioxidante,
determinada pela descolorizagdo do ABTS™ medida através da reducao do radical
cation expressa em porcentagem de inibicdo da absorbancia a 734 nm. A taxa de
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descolorizagéo é funcao da concentracao e tempo, e relaciona-se a reatividade do
Trolox®, sob as mesmas condig¢oes.

Para o preparo da solugdo de ABTS " fez-se a dissolucdo do ABTS em agua
na concentragdo de 7 mM, e misturou-se com persulfato de potassio 2,45 mM. A
mistura foi deixada no escuro por 12 a 16h. Diluiu-se a solugdo com etanol até
atingir a absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm, e a amostra foi diluida de forma
que ao colocar 10 ul dela na solugdo fosse possivel obter 20 a 80% da

absorbancia em relacéo ao branco.

A curva padrao foi feita com 1,0 ml do ABTS™" diluido em 10 pl de Trolox®
até concentracao de 15 pM.

3.2.5 Atividade Redutora do Cobre

A atividade antioxidante de compostos fendlicos pode ser determinada
através de sua atividade redutora sobre Cu®*. A metodologia utilizada foi baseada
no método CRAI (indice da atividade redutora do cobre), proposto por Rufian-
Henares (2006).

Este teste mede a reducdo de Cu?* e formacdo de Cu* na presenca de
antioxidantes. Inicialmente prepara-se uma solugdo contendo 100 ul de solucéo
aquosa CuSO4 (20 mM) e 5 ml da amostra previamente dissolvida em agua (1:10).
Apo6s 10 minutos adiciona-se 250 pl de DDTC 1% e 250 pl de solugdo NH3 30%.
Agitar a mistura no vértex por 5 segundos para formar Cu?*-DDTC, que é um
complexo insoluvel, e centrifugar a temperatura ambiente por 5 minutos (10000
rom). A quantificagdo do Cu" foi feita através da medida da absorbancia no
sobrenadante a 450 nm. Para construir a curva padrao foi utilizado Trolox®, até

concentracao de 1,15 mM.
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3.3 TRATAMENTO ESTATISTICO

Todos os testes foram realizados em duplicata e avaliados estatisticamente,
utilizando-se o software Statistica versdo 5.5. Para cada resultado expressou-se a
média, desvio padrdao e comparagdao entre as médias determinada através de
Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Compostos Fendlicos Totais

A concentracdo de compostos fendlicos totais ndo se alterou durante o
periodo de envelhecimento (Tabela 3.2; Figura 3.1). A amostra C apresentou
concentracdao de fendis significativamente maior que as demais amostras em

todos os dias de envelhecimento, com exce¢éo do primeiro dia (Tabela 3.3)

Tabela 3.2 Concentracao total de fendis durante envelhecimento
forcado das amostras A, B e C.

Amostra
Dia A B C
1 268 +9a 246 £5a 301 £6ab
2 264 1 a 254t 1a 322+4a
3 256 +1a 245+2a 308 £1ab
4 264 £1a 254 £1a 322+4a
5 248+7a 2406 a 292+6b
6 259 +1a 258+1a 304 £8 ab

Concentracao de fendis totais é expressa em mg de acido gdlico / | de amostra
Letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p < 0.05).
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Tabela 3.3 Concentracao total de fendis durante envelhecimento for¢ado:
comparacao entre as amostras A, B e C.

Dia
Amostra 1 2 3 4 5 6
A 268+9ab 264*1a 256+1a 264+1a 248+7a 259*1a
B 246 £5a 254 +1a 245+2Db 254 +1a 240t6a 258*1a
C 301 +6b 322+4b 308+1c 322+4b 202+6b 304+8b

Concentracao de fendis totais é expressa em mg de acido galico / | de amostra
Letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0.05).
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400
%) 300 A/_‘\‘—/_‘\\. A
E o
o l/'\u———”_'\._/. A
{s]
§" 200 =B
< ——C
o
S 100
(&)

0 . . . : :
1 2 3 4 5 6
Tempo (dias)

Figura 3.1 Perfil da concentracao de compostos fendlicos das amostras A, B e C
durante o envelhecimento forgado.

A matéria-prima utilizada na producdo da amostra C deve ser o principal
motivo da diferenga observada entre o teor de fendis totais desta amostra
comparada as demais (A e B).

As amostras A e B sdo produzidas a partir da mesma matéria-prima e
possuem algumas diferencas de processo, principalmente na estabilizacdo da
bebida. Como nao ha diferencas significativas entre elas, podemos concluir que

as diferencas no processo nao influenciaram na determinacdo da concentracao de
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compostos fendlicos, no entanto, a amostra C produzida com matéria-prima

diferente apresentou um aumento na concentracao de fenois totais.

A concentracdao de compostos fendlicos totais foi avaliada em diferentes
variedades de lupulo e observaram-se diferencas entre as amostras de até 250%
no teor de fenodis totais (Lermusieau et al, 2001) Portanto, o emprego de
diferentes variedades de Ilupulo e cevada na produgdo de cervejas pode
apresentar diferencas na concentragdo de fendis totais no produto final, como foi
observado também deste trabalho.

3.4.2 Capacidade de sequestrar radicais livres

A capacidade de sequestrar radicais livres, medida através da reducao do
radical livre DPPH nao apresentou diferencas significativas durante o periodo de
envelhecimento (Tabela 3.4; Figura 3.2). As amostras também n&o apresentaram

diferencgas significativas entre si (Tabela 3.5).

Tabela 3.4 Capacidade de sequestrar radicais livres durante
envelhecimento forcado das amostras A, B e C.

Amostra

Dia A B C

1 276 8 a 267 t7a 273t8a
2 279+12a 278+12a 221 £9b
3 238+7b 265+7a 243 £7 ab
4 273+11 ab 269+t11a 228 £10Db
5 240+7b 250 £ 7 ab 244 £ 7 ab
6 258 £ 7 ab 216+6b 226 £6b

EC50 é expresso em pl de amostra necessaria para reduzir 50%
do DPPH. Letras iguais na mesma coluna nao diferem
significativamente entre si (p < 0.05).
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Tabela 3.5 Capacidade de sequestrar radicais livres durante envelhecimento forgado:
comparacao entre as amostras A, B e C.

Dia
Amostra 1 2 3 4 5 6
A 277+t7a 287t1a 257+9a 280+2a 250+7a 242 +9a
B 275+5a 249+3a 240+10a 250x11a 242+9a 242 +10a

C 265+4a 243*4a 249+5a 242+8a 242+4a 217+7a
EC50 é expresso em pl de amostra necessaria para reduzir 50% do DPPH
Letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0.05).
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Figura 3.2 Perfil dos valores de EC50 das amostras A, Be C
durante o envelhecimento for¢ado.

3.4.3 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total apresentou alteracdes significativas apenas
para a amostra C, ao comparar o primeiro e ultimo dia de envelhecimento. (Tabela
3.6; Figura 3.3).

A amostra C apresentou capacidade antioxidante superior as demais

amostras no 12, 42 e 5° dias de analise (Tabela 3.7).
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Tabela 3.6 Capacidade antioxidante total durante
envelhecimento forcado das amostras A, B e C.

Amostra

Dia A B C

1 713+11 a 683122 ac 77711 a
2 667111 a 62219 b 713%£17 ab
3 648113 a 59917 b 693115 b
4 66616 a 70814 c 77818 a
5 638117 a 681+£17 ac 748111 ab
6 683£13 a 703+13 ¢ 693127 b

Resultados expressos em umol de Trolox / | de amostra. Letras iguais
na mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p < 0.05).

Tabela 3.7 Capacidade antioxidante total durante envelhecimento for¢ado:
comparacgao entre as mostras A, B e C.

Dia
Amostra 1 2 3 4 5 6
A 713111 a 667+11 ab 648113 a 66616 a 638117 a 683113 a
B 683122 a 62219 b 59917 a 70814 a 681117 a 703113 a
C 809+11 b 71317 b 693115 a 778118 b 74811 b 693127 a

Resultados expressos em pmol de Trolox / | de amostra
Letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p < 0.05).

Poder antioxidante total
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Figura 3.3 Perfil da concentragédo de ABTS* das amostras A,Be C
durante o envelhecimento forcado
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A maior capacidade antioxidante observada na amostra C pode ser
explicada pela diferenca na matéria-prima utilizada, com diferentes variedades de
lupulo, além da maior proporcao malte/adjunto. A amostra C foi a que apresentou
maior concentracdo de fendis totais, sugerindo que a matéria-prima pode
influenciar tanto na concentracdo total de compostos fenélicos quanto na sua
capacidade antioxidante, e que os compostos fendlicos sdo importantes atores da
estabilidade oxidativa desta bebida.

De fato, existe uma correlacao linear entre a concentracao de fendis totais e
a atividade antioxidante (y = 1,7273x + 255,09; R? = 0,9918), analisada no primeiro
dia de andlise, no entanto este comportamento ndo € observado novamente ao
longo do envelhecimento, provavelmente porque ocorre a mudanca dos agentes
antioxidantes durante o processo, o que podera ser observado no capitulo 4.

3.4.4 Poder redutor

O poder redutor ndo apresentou alteracdes entre os primeiros e o ultimo dia
de envelhecimento (Tabela 3.8; Figura 3.4). A amostra C apresentou

concentracdes equivalentes superiores as demais amostras (Tabela 3.9).

Tabela 3.8 Poder redutor durante envelhecimento for¢gado
das amostras A, B e C.

Amostra
Dia A B C
1 0,702 £ 0,003 a 0,61+0,01a 0,73+0,01 a
2 0,648 £ 0,004 b 0,59 + 0,01 ab 0,74+ 0,01 ab
3 0,693 + 0,003ac 0,66 + 0,01 bc 0,80 + 0,01 bc
4 0,675+0,005 ¢ 0,69+0,01c 0,82 +0,02c
5 0,632 £ 0,004 b 0,59+0,01a 0,70+ 0,02 a
6 0,648 £ 0,001 b 0,61+0,01a 0,73+0,01 a

Resultados expressos em equivalente de acido ascorbico (umol/ml).
Letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0.05).
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Tabela 3.9 Poder redutor durante envelhecimento for¢ado:

comparacao entre as amostras A, B e C.

Amostra 1

Dia
2 3 4 5

6

A 0,702+0,0
B 0,606+0,0
C 0,729+0,0

03a 0,648+0,004a 0,693+0,003a 0,67+0,01a 0,63+0,01 ab
07b 0,592+0,009b 0,661+0,002b  0,69+0,01a  0,59+0,01 a
08c 0,742+0,001a 0,802+0,007c  0,82+0,02b  0,70+0,02 b

0,648+0,001 a
0,612+0,001 b
0,735+0,006 ¢

Resultados expressos em equivalente de acido ascorbico (umol/ml).

Letras iguais na mes

ma coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0.05).
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Figura 3.4 Perfil do poder redutor das amostras A, B e C durante

envelhecimento forgado.

Os resultados da analise do poder redutor confirmam sua correlagdo com a
concentragdo de compostos fendlicos (y = 0,0021x + 0,1165; R? = 0,8384) no

primeiro dia de andlise, e esta tendéncia permanece durante todo o periodo de

envelhecimento.
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3.4.5 Atividade Redutora do Cobre

As amostras A e B apresentaram uma reducéao significativa entre o primeiro
e o ultimo dia de envelhecimento (Tabela 3.10; Figura 3.5). A amostra B
apresentou concentracdo de Cu™ inferior as demais amostras nos quatro primeiros

dias de envelhecimento (Tabela 3.11).

Tabela 3.10 CRAI (indice de atividade redutora do cobre)
durante envelhecimento forcado das amostras A, B e C.

Amostra

Dia A B C
1 11,5+0,4 a 8,210,6 a 111 a
2 9,310,4 b 5,0+0,5b 1041 a
3 9,5+0,8 b 4,5+0,4 b 1041 a
4 9,1£0,2b 5,540,3 b 9,8+0,6 a
5 7,0£0,4 ¢ 6,0£0,5b 8,6+0,7 a
6 7,940,2 be 5,320,6 b 9,2+0,5 a

Resultados expressos em mmol de Trolox / ml de amostra
Letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente
entre si (p < 0.05).

Tabela 3.11 CRAI (indice de atividade redutora do cobre) durante envelhecimento
forcado: comparagao entre as amostras A, B e C.

Dia
Amostra 1 2 3 4 5 6
A 11,5¢0,4a 9,3x0,4 a 9,5+0,8 a 9,1+0,2 a 7+0,4 ab 7,940,2 a
B 8,210,6 b 5,0£0,5b 45+0,4 b 5,5£0,3 b 6,0£0,5 a 5,310,6 b
C 11,441 a 101 a 101 a 9,840,6 a 8,610,7 b 9,240,5 a

Resultados expressos em mmol de Trolox / ml de amostra
Letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0.05).
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Figura 3.5 Perfil da atividade redutora do cobre das amostras A, Be C
durante envelhecimento forgado.

A reducdo de Cu?* a Cu* na presenca de compostos fenélicos representa a
capacidade pro-oxidante destes compostos, devido a maior propriedade oxidante
do Cu* em relagdo ao Cu?*. O fon Cu®" pode ser reduzido na presenca de
compostos fendlicos ou outros compostos redutores presentes na cerveja, como
vitaminas e agucares redutores. Pode haver também a complexagao do ion cobre
com compostos como proteinas, aminoacidos e melanoidinas (Onate-jaén et al.,
2006).

A menor concentragdo de Cu® observada na amostra B pode ser explicada
pela diferenca de processo desta amostra em relacdo as demais, que resultou em
uma maior taxa de complexagdo do fon Cu®*, naturalmente presente nos
alimentos, ou menor capacidade deste ion se reduzir. No entanto, essa diferenca
na concentracdo de Cu® também pode ser devido a uma menor concentragao
inicial de ions cobre, ou alguma alteracao no primeiros dias de envelhecimento, ja

gue a analise teve inicio aos 30 dias de estocagem do produto.
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3.5 DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

As andlises realizadas durante o periodo de envelhecimento forcado
indicam que nao houve alteracdo na concentragcdao de compostos fendlicos totais,
e a capacidade antioxidante permaneceu praticamente constante durante todo o

periodo.

A amostra C apresentou maiores concentracdes de compostos fendlicos e
capacidade antioxidante em relacdo as demais amostras, provavelmente devido

as caracteristicas da matéria-prima utilizadas em seu processo produtivo.

Os valores encontrados para a concentracdo de compostos fendlicos para
os 3 tipos de cerveja foram entre 250 e 300 mg/l, comparaveis aos teores
encontrados por Lugasi (2003) para cervejas européias do tipo lager (270 a 470
mg/l) e menores que os teores encontrados para cervejas escuras (380 a 600
mg/l). O teor de fendis totais em cervejas € similar ou um pouco maior que o
encontrado em vinho branco (100 a 330 mg/l) e menor que o encontrado em vinho
tinto (690 a 2500 mg/l) (Beer et al., 2004).

A capacidade antioxidante das amostras de cervejas analisadas encontrou-
se dentro da faixa de valores obtidos por Freitas (2006) em cervejas brasileiras
(580 a 2800 umol/l), e foram ligeiramente inferiores aos obtidos por Pellegrini et al.
(2003), que obteve 1000 umol/l para uma amostra de cerveja tipo lager. A
capacidade antioxidante das amostras de cerveja foram inferiores aos valores
obtidos para vinho branco (2700 umol/l) (Lugasi, 2003).

A temperatura e tempo (42°C / 6 dias) determinados para este
envelhecimento forcado ndo foram suficientes para provocar alteracées no perfil
oxidativo do ponto de vista bioquimico.






CAPITULO 4. ESTABILIDADE OXIDATIVA:
ENVELHECIMENTO NATURAL

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Amostras

Trés tipos diferentes de cerveja pilsen foram avaliados periodicamente
durante sua vida de prateleira. Dentre as diferentes cervejas, duas sdao da mesma
marca (A e B), porém produzidas em fabricas diferentes. Em uma delas o
processo de estabilizacdo é feito com uso de PVPP (polivinilpolipirolidona), que
retém parte dos compostos fendlicos, responsaveis pelo problema da turbidez no
produto. Na outra, a estabilizacdo é feita com silica, que retém parte das

proteinas, que ao se complexarem com os compostos fendlicos causam turbidez

45
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no produto. No terceiro tipo de cerveja analisado (amostra C) o processo de
estabilizacao também é feito com uso de PVPP, porém a bebida é produzida com
lupulo e linhagem de levedura diferentes das demais (A e B), sendo que a relacao
malte/adjunto bem como a relacao lupulo aromatico/lipulo de amargor é maior

gue nas demais cervejas.

As cervejas foram fornecidas pelas fabricas logo apdés o envase, duas
marcas em embalagens de aluminio, e uma em garrafas de vidro (long neck). Os
lotes foram rigorosamente escolhidos, encontrando-se dentro das especificacdes
caracteristicas de cada produto. A Tabela 4.1 mostra as caracteristicas fisico-
quimicas, fornecidas pelos fabricantes, de cada amostra. Todas as amostras

foram estocadas a temperatura ambiente e em local protegido contra a luz.

Tabela 4.1 Caracteristicas fisico quimicas das amostras de cerveja A,Be C

A B C
Alcool (% v/v) 3,66 3,75 4,05
Densidade 20/4 1,00813 1,00728 1,00656
Calorias (Kcal/100mL) 40,77 40,73 42,71
Cor (EBC) 5,15 4,68 7,06
pH 4,05 4,19 4,20
Amargor (BU) 9,0 10,0 17,0
CO, 0,51 0,49 0,49
Dicetonas Totais 0,04 0,05 0,03
Turbidez 20°C 0,52 0,75 0,49

Espuma (Nibem) 206 192 258
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4.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados nos testes bioquimicos foram os padrées Trolox
(AcrosOrganics), acido ascérbico e acido galico (Sigma-Aldrich), o radical livre
DPPH — 2,2 difenyl-1-picrilhidrazila (Sigma-Aldrich) e o composto ABTS — 2,2-
azino-bis(3-etilbenzitiazolina-6-sulfonato - Sigma-Aldrich). Os demais reagentes
usados foram persulfato de potassio (Sigma-Aldrich), DDTC - dietiltiocarbamato de
sodio cristalino (Sigma-Aldrich), ferrocianeto de potassio (Sigma-Aldrich), alcool
etilico e alcool metilico (ECIBRA), hidroxido de aménio 28-30% (ECIBRA),
carbonato de sédio anidro (ECIBRA), acido tricloroacético (Merck), sulfato de
cobre Il (Merck), cloreto férrico (Labsynth) e reagente Folin-Ciocalteau

(Cromoline).

4.1.3 Equipamentos

Para obtencdo das medidas colorimétricas foi utilizado o espectrofotémetro
Beckman Coulter DU 640.

As amostras foram degaseificadas em ultrassom UltraSonic Cleaner
Thornton — Unique, e centrifugadas em centrifuga Beckman Coulter modelo
Allegra X-22R.

4.1.4 Estratégia

As amostras de cerveja foram submetidas a analises de determinacédo da
concentracao de compostos fenélicos e capacidade antioxidante durante 4 meses.
Ao todo foram realizadas 13 sessdes de testes, dispostas periodicamente ao longo

do tempo total de analise.
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4.1.5 Preparacao das amostras

Para cada sessdo foram utilizadas duas embalagens de cada tipo de
cerveja. Cada tipo, separadamente, foi misturado, submetido a 3 minutos de ultra-

som para degaseificacao, e filtrado.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados colorimetricamente
através do reagente de Folin-Ciocalteu, segundo metodologia proposta por
Singleton e Rossi (1965). Uma aliquota de 2 mL de cerveja diluida em agua
destilada foi adicionada a 1 mL de reagente Folin-Ciocalteu e 9 mL de agua
destilada. Apdés 3 minutos adicionou-se 8 mL de solucdo de carbonato de sédio
(7,5%). Apbs repouso durante 2h a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida
através de uma curva padrdo a 760 nm. Os resultados foram expressos em

equivalente de &cido galico.

4.2.2 Capacidade de sequiestrar radicais livres

A capacidade sequestrante de radicais livres foi medida usando-se o
reagente DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) a partir da adaptacdo da metodologia
descrita por Blois (1958) e Molyneux (2004).

O DPPH é um radical livre estavel, no qual o deslocamento de um elétron

livre confere cor violeta a solugcao com absorcao a 517 nm.
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Quando uma solucédo de DPPH é misturada a uma substancia capaz de doar
um atomo de hidrogénio, ela reage dando origem a forma reduzida do DPPH, e

ocorre a extincao da cor violeta. Esta reacdo da origem a um novo radical livre.

Diferentes concentracdes da amostra diluida em metanol foram adicionadas
a 2 ml de solucdo de DPPH (250 umol), completando um volume final de 5 ml. A
mistura foi agitada e deixada em repouso no escuro € a temperatura ambiente por
2 horas. A taxa de reacao varia muito entre diferentes substratos, e € mais um
parametro para caracterizar a atividade antioxidante. A leitura da absorbéancia foi

frealizada a 517 nm.

A capacidade da cerveja doar hidrogénio foi calculada através da extincao
da cor do DPPH, expressa em porcentagem do controle (dgua destilada no lugar
da amostra). Quanto maior a porcentagem de reducdo do DPPH (Equagéo 4.1)

maior a atividade antioxidante da amostra.

— (Ao _Ac)
Q=100-=—=

0

(Equacéao 4.1)

Ao = absorbancia do controle

A; = absorbancia da amostra

Uma outra forma utilizada para interpretar os dados é a ECs, (Efficient
concentration), definida como a quantidade de substrato capaz de diminuir a
concentragao inicial de DPPH a 50% de seu valor. Quanto maior o valor de ECs
maior a quantidade de substrato que deve ser utilizado para reduzir o radical
DPPH, e consequentemente sua capacidade antioxidante sera menor.
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4.2.3 Poder redutor

O poder redutor da cerveja foi determinado a partir da metodologia utilizada
por Lugasi (2003). Amostra diluida (1 ml) foi adicionada a 2,5 ml de tampéao fosfato
(0,2M, pH 6,6) e 2,5 ml de ferrocianeto de potassio 1%. Esta mistura foi incubada
a 50°C por 20 minutos, e em seguida adicionou-se 2,5 ml de &cido tricloroacético
10%. Uma aliquota de 2,5 ml desta solucédo foi adicionada a 2,5 ml de agua
destilada e 0,5 ml de solucao FeCl; 0,1%.

A absorbancia foi lida em comprimento de onda de 700 nm, e o poder redutor
expresso em equivalente de acido ascérbico (ASE ml™). ASE ml” indica que 1 ml
da amostra apresenta 0 mesmo poder redutor que a mesma quantidade de acido

ascorbico.

4.2.4 Capacidade antioxidante total

Este teste mede a habilidade de um composto antioxidante sequestrar o
cation ABTS™ (2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) em comparagédo ao
composto padrdo Trolox®. A metodologia utilizada foi proposta por Re et al.
(1999).

A metodologia ABTS™ original foi baseada na ativagdo da metamioglobina
com peréxido de hidrogénio, na presenca ou auséncia de antioxidantes, para
produzir um radical cation. Hoje, a metodologia envolve a producao direta do
cromoéforo ABTS™, com tonalidade azul esverdeada através da reacédo entre ABTS
e persulfato de potéassio. Esta técnica espectrofotométrica mede a habilidade
relativa de antioxidantes de sequestrar o ABTS™ em comparacdo ao potencial
antioxidante de quantidades padrao de Trolox®. Trolox® € um analogo da

vitamina E, sollvel em agua, e o cation ABTS™ é um croméforo azul esverdeado
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com caracteristicas de absorcdo a 734 nm, que quando é reduzido a ABTS, perde
sua coloracao. Os resultados sdo expressos em mmol de Trolox/| de amostra.

Em resumo, o monocation ABTS™ é gerado a partir da oxidacdo do ABTS
com persulfato de potassio e reduzido na presenca de compostos antioxidantes
capazes de doar hidrogénio. Esta metodologia mede a atividade antioxidante,
determinada pela descolorizagdo do ABTS™ medida através da reducao do radical
cation expressa em porcentagem de inibicdo da absorbancia a 734 nm. A taxa de
descolorizagéo é funcao da concentracao e tempo, e relaciona-se a reatividade do
Trolox®, sob as mesmas condicoes.

Para o preparo da solugdo de ABTS " fez-se a dissolugdo do ABTS em agua
na concentragdo de 7 mM, e misturou-se com persulfato de potassio 2,45 mM. A
mistura foi deixada no escuro por 12 a 16h. Diluiu-se a solucdo com etanol até
atingir a absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm, e a amostra foi diluida de forma
que ao colocar 10 pl dela na solucdo fosse possivel obter 20 a 80% da

absorbancia em relacéo ao branco.

A curva padrao foi feita com 1,0 ml do ABTS™ diluido em 10 pl de Trolox®
até concentracao de 15 pM.

4.2.5 Atividade Redutora do Cobre

A atividade antioxidante de compostos fenodlicos pode ser determinada
através de sua atividade redutora sobre Cu?*. A metodologia utilizada foi baseada
no método CRAI (indice da atividade redutora do cobre), proposto por Rufian-
Henares (2006).

Este teste mede a reducdo de Cu?* e formacdo de Cu* na presenca de
antioxidantes. Inicialmente prepara-se uma solugédo contendo 100 ul de solugéo
aquosa CuSO4 (20 mM) e 5 ml da amostra previamente dissolvida em agua (1:10).
Apds 10 minutos adiciona-se 250 pl de DDTC 1% e 250 ul de solugdo NH; 30%.
Agitar a mistura no vértex por 5 segundos para formar Cu®*-DDTC, que é um
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complexo insoluvel, e centrifugar a temperatura ambiente por 5 minutos (10000
rom). A quantificagdo do Cu" foi feita através da medida da absorbancia no
sobrenadante a 450 nm. Para construir a curva padrao foi utilizado Trolox®, até
concentracao de 1,15 mM.

4.3 TRATAMENTO ESTATISTICO

Todos os testes foram realizados em duplicata e avaliados estatisticamente,
utilizando-se o software Statistica versdo 5.5. Para cada resultado expressou-se a
média, desvio padrdo e comparagdo entre as médias determinada através de
Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Compostos Fendlicos Totais

As amostras A, B e C apresentaram uma reducédo na concentracao de fendis
totais apdés 16 dias de estocagem, mantendo-se praticamente estavel apds este
periodo (Tabela 4.2; Figura 4.1).

Durante todo o periodo de estocagem a amostra C apresentou concentracao
de fendis superior as demais amostras (Tabela 4.3).
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Tabela 4.2 Concentragéo de compostos fendlicos totais
durante envelhecimento natural das amostras A, B e C.

Amostra
Dia A B C
10 40816 a 37511 a 439+1 a
16 259113 b 2341 b 3041 bef
27 249110 b 23713 b 29749 cf
35 268114 b 24617 bc 3018 bcf
44 2711 b 267+2d 33413 de
54 26813 b 258+1 cd 338x1d
64 26914 b 263%1 cd 32417 deg
74 26411 b 24812 bc 31711 bce
80 245412 b 215+2 e 29344 f
88 26215 b 248+1 bc 309+1 bcef
98 27312 b 258+2 cd 316x1be
105 26314 b 257+7 cd 313£1 bcg
120 26216 b 247+2bc 30241 bcf

Concentragao de fendis totais é expressa em mg de acido
galico / | de amostra. Letras iguais na mesma coluna nao diferem
significativamente entre si (p < 0.05).

A concentracdo de compostos fendlicos totais no inicio do envelhecimento
variou entre 375 e 439 mg/l, e apresentou valores comparaveis aos da literatura.
Freitas (2006) determinou a concentragdo de fenodis totais em cervejas claras
brasileiras e obteve valores entre 250 e 535 mg/l. Lugasi (2003) avaliou cervejas
do tipo lager européias de origem variada, e obteve concentracbes entre 270 e
470 mgl/l.
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Tabela 4.3 Concentracao de compostos fendlicos totais durante
envelhecimento natural: comparacao entre as amostras A, B e C.

Amostra

Dia A B C

10 40816 a 37511 b 43911 ¢
16 259+13 a 23411 a 30411 b
27 249410 a 23713 a 29719 b
35 268+14 a 24617 a 301£8 b
44 27141 a 26712 a 33413 b
54 26813 a 25811 b 338+1 ¢
64 269+4 a 26311 a 32417 b
74 264+1 a 24812 b 3171 ¢
80 24512 a 215+2 b 293t4 ¢
88 26215 a 24811 b 309+1 ¢
98 27312 a 25812 b 316+1 c
105 263%4 a 25717 a 31311 b
120 26216 a 24742 b 302+1 ¢

Concentragao de fendis totais é expressa em mg de 4acido galico / |
de amostra.Letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente
entre si (p < 0.05).

A amostra C apresentou a maior concentracdo de compostos fendlicos, fato
que deve ser atribuido principalmente a matéria-prima utilizada, que é diferente da
matéria-prima empregada nas amostras A e B. Lermusieau et al. (2001) avaliou a
concentragdo de compostos fendlicos totais e flavondides em diferentes
variedades de lupulo e observou diferengas entre as amostras de até 250% no
teor destes compostos. Portanto, o emprego de diferentes variedades de lpulo na
producao de cervejas pode apresentar diferencas na concentracao de fenois totais

no produto final.
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A amostra B apresentou menor concentracdo de fendis que a amostra A,
mesmo tendo sido submetida ao processo de estabilizagdo com uso de silica.
Desta forma, o processo de estabilizacdo da cerveja parece nao ter efeito na
concentracao total de compostos fendlicos. Apesar da matéria-prima utilizada na
producdo das cervejas A e B ser a mesma, a diferengca observada na
concentracao final de compostos fendlicos pode ser devido a outras varidveis de

processo, ja que as amostras sao produzidas em fabricas diferentes.

Compostos fendlicos totais
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Figura 4.1 Perfil da concentragcao de compostos fendlicos
durante envelhecimento natural das amostras A, B e C.

A queda na concentragdo de fendis totais até o 16° dia foi de
aproximadamente 35%, e pode estar associada a uma maior taxa de oxidagao dos

compostos fenolicos nos primeiros dias de envelhecimento. As alteragdes que
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ocorrem durante o envelhecimento da cerveja devido a oxidacao ainda nao estao
completamente elucidadas, mas acredita-se que as principais causas das
transformacdes nos compostos fendlicos sdo sua polimerizacao e formacao de
compostos de maior peso molecular, reacbes que podem ser induzidas na
presenca de acetaldeido, ou degradacao dos fendis através da abertura do anel
fendlico (Vanderhaegen et al., 2006).

A metodologia de Folin-Ciocalteau para determinacdo da concentracao de
compostos fendlicos totais quantifica a massa total de compostos fendlicos
presentes numa mistura, e consequentemente uma polimerizacdo destes
compostos nado afetaria sua determinacao. A observacao do perfil da concentragéao
de fendis totais, que se manteve constante a partir de 16 dias de estocagem,
comparado aos perfis da capacidade antioxidante ou redutora da cerveja, que
apresentaram significante queda ao longo do envelhecimento, pode ser explicada
por tal fato. Este mesmo fenémeno foi observado por Vanderhaegen et al. (2003)
ao determinar a concentracdo de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante
em cervejas frescas, estocadas a 20 e 40°C durante 180 dias.

Neste estudo também foi observado que a concentracdo de compostos
fendlicos totais nas cervejas envelhecidas se mantinha constante, enquanto a
capacidade antioxidante decrescia em relagcdo a amostra fresca. A concentracao
de flavondides avaliada por este grupo também foi menor nas cervejas
envelhecidas, confirmando sua polimerizacdo ao longo do envelhecimento, e o
fato da metodologia de Folin-Ciocalteau ndo separar flavondides de outros
polifendis.
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4.4.2 Capacidade de sequiestrar radicais livres

O valor de EC50, que representa o volume de amostra necessario para
reduzir 50% do radical DPPH, aumentou significativamente nos dltimos dias de
estocagem comparados aos primeiros dias, para as trés amostras (Tabela 4.4;
Figura 4.2), indicando a necessidade de um volume maior de amostra para obter a
mesma reducdo do radical livre, e consequentemente menor capacidade

antioxidante das amostras.

As amostras nao apresentaram diferenca significativa entre si, exceto para o
ultimo dia de envelhecimento, no qual a amostra B apresentou menor capacidade

antioxidante que as demais (Tabela 4.5).

Tabela 4.4 Capacidade de sequestrar radicais livres
durante envelhecimento natural das amostras A, B e C.

Amostra
Dia A B C
10 237110 ad 293112 ad 233+10 ab
16 214112 a 18718 b 18818 a
27 245110 ab 22319 bc 239+10 b
35 276113 bc 267117 ad 273114 cde
44 235410 ad 316113 ad 273%12 bce
54 233110 ad 313+13 ad 257+11 bce
64 256111 abc 255114 ac 253+11 bc
74 298113 ce 330+14 df 228110 ab
80 279+12 bcd 392117 e 336+14 de
88 300+13 ce 381116 ef 348+10 de
98 343115 ef 381116 ef 326+14 de
105 358115 f 388116 ef 33514 de
120 338114 ef 52019 g 30413 e

EC50 é expresso em pl de amostra necessaria para reduzir 50%
do DPPH. Letras iguais na mesma coluna nao diferem
significativamente entre si (p < 0.05).
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Tabela 4.5 Capacidade de sequestrar radicais livres durante
envelhecimento natural:comparacao entre as amostras A, B e C.

Amostra

Dia A B C

10 237+10ab 293+12a 233+10b
16 214+12a 18718a 188+8a

27 245+10a 22319a 239+10a
35 276x13a 267+17a 273+14a
44 235+10a 316+13b 273+12ab
54 233+10a 313+13a 257+11ab
64 256x11a 255+14a 253+11a
74 298+13a 330+14a 228+10b

80 279+12a 392+17b 336x14ab
88 300+13a 381+16b 348+10ab
98 343+15a 381+16a 326+14a
105 358+15a 388+16a 335t14a
120 338+14a 520+19b 304+13a

EC50 é expresso em pl de amostra necessaria para reduzir 50%
do DPPH. Letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente
entre si (p < 0.05).

EC50
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Figura 4.2 Perfil dos valores de EC50 durante envelhecimento natural
das amostra A, B e C.
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A capacidade de sequestrar radicais livres apresentou valores de EC50 entre
233 e 293 ul no inicio do processo de envelhecimento, apresentando correlacao
linear com a concentracdo de compostos fenélicos (y = -0,945x + 639,14, R? =
0,8053). Os valores encontrados foram mais elevados que os obtidos por Lugasi
(2003), indicando menor habilidade de sequestrar radicais livres, ja que o volume
de amostra necessario para reduzir o radical livre é inversamente proporcional a
capacidade sequestrante da mesma. Tal fato pode ser explicado pela natureza
dos compostos fendlicos, determinada pelo tipo de lUpulo e cereal utilizados, ja
gue cada composto possui caracteristicas antioxidantes especificas.

A observacao das curvas de porcentagem de inibicao do radical DPPH (Figura
4.3) nos permite verificar que o volume de amostra necessario para reduzir 50%
do DPPH é diretamente proporcional a idade da amostra. O perfil da porcentagem
de inibicaio do DPPH da amostra B mostra que no final do periodo de
envelhecimento esta amostra ndo conseguiu atingir 50% de reducao do radical
com as concentracdes utilizadas nos testes. Este fato confirma a tendéncia da
amostra B de apresentar menor capacidade de sequestrar radicais livres no final
do periodo de estocagem (Figura 4.2).

De modo geral, a capacidade de sequestrar radicais livres diminui apds 80
dias de envelhecimento, provavelmente devido a oxidacdo de compostos

antioxidantes.
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Figura 4.3 Perfil da % de inibicao do radical DPPH durante envelhecimento natural.
(A) amostra A, (B) amostra B, (C) amostra C.

Os numeros da legenda representam os dias de estocagem.
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4.4.3 Capacidade antioxidante total

Os resultados obtidos mostram a existéncia de trés faixas distintas para a
capacidade antioxidante. No inicio da estocagem os valores sao maiores,
indicando uma maior capacidade antioxidante. Apbés 27 dias, as amostras
permaneceram praticamente constantes até 90 dias de estocagem, e
apresentaram uma queda da capacidade antioxidante total nos ultimos dias de

armazenamento (Tabela 4.6; Tabela 4.7; Tabela 4.8;Figura 4.4).

Nos primeiros 16 dias de envelhecimento, as trés amostras nao
apresentaram diferencas significativas. Depois deste periodo, a amostra C
apresentou concentracdo equivalente superior as demais, mostrando ter maior
capacidade antioxidante (Tabela 4.9; Tabela 4.10;Tabela 4.11). Comparando os
dados obtidos apos 1, 4 e 7 minutos de reacao, pode ser observado um aumento
na capacidade antioxidante proporcional ao tempo de reacdo em todas as
amostras. Entre 1 e 4 minutos as amostras A e B apresentaram um aumento de
até 20% nos primeiros 35 dias, e um aumento superior, de cerca de 35% apds 90
dias de estocagem. A amostra C apresentou aumento percentual menor, entre 5 e
10% no inicio do envelhecimento e entre 10 € 20% no final. O aumento da
capacidade antioxidante entre 4 e 7 minutos foi praticamente constante para a
amostra C, entre 10 e 15%; enquanto as amostras A e B apresentaram um
crescimento gradativo do percentual de aumento da capacidade antioxidante entre
o inicio e o final do envelhecimento, variando de 3 a 15%.

A diferenca da capacidade antioxidante entre 1 e 7 minutos de reagéo foi

maior no final do periodo de estocagem, apds 90 dias.
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Tabela 4.6 Capacidade antioxidante total em 1 minuto de reagao
durante envelhecimento natural das amostras A, B e C.

Amostra

Dia A B C
10 1061129 a 1052132 a 101810 a
16 878+10b 972130 ab 1003144 a
27 77726 bc 919119 b 1008£13 a
35 713+11 cd 683123 cd 777£12b ¢
44 63411 de 66917 ce 69511 b
54 700£17 cd 733+16 cd 830+39 cd
64 780152 bc 751%1 cd 853+11 cd
74 788114 be 725+16 cd 784113 bc
80 693149 cd 774127 d 888+13 d
88 767+15¢ 795+29 d 907+22 d
98 71817 cd 762+10d 823117 cd
105 577127 e 586118 e 693120 b
120 408£33 f 57115 e 698141 b

Resultados expressos em pmol de Trolox / | de amostra. Letras
iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0.05).

Tabela 4.7 Capacidade antioxidante total em 4 minutos de reacao
durante envelhecimento natural das amostras A, B e C.

Amostra
Dia A B C
10 1190425 a 1147428 a 106919 a
16 102819 b 1078126 b 1055140 a
27 938+23 bc 1032+16 b 1060£11 a
35 881+10 cde 827120 cf 852+11 b
44 8111 cf 81416 cdf 82911 b
54 870+15 cd 87014 ¢ 956133 ¢
64 941146 bd 75111 de 883111 bc
74 947+13 bd 727115 ¢ 85012 b
80 864144 cdf 772125 ed 943112 ¢
88 101432 b 102411 b 1110121 a
98 97516b e 94745 g 962+4 c
105 77213 fg 792419 ef 85318 b
120 681128 g 811412 cdf 860137 b

Resultados expressos em pmol de Trolox / | de amostra. Letras
iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0.05).
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Tabela 4.8 Capacidade antioxidante total em 7 minutos de reagéao
durante envelhecimento natural das amostras A, B e C.

Amostra
Dia A B C
10 1213122 a 1178+25a 119118a
16 107248 b 1118+23ab 1178+£37a
27 994120 bc 1077+14b 1182+11a
35 94519 cd 898118 cd 926178 b
44 88411 c 88616 cd 987+1 bc
54 935+13 cd 935112 ¢ 1092430 cd
64 996140 bd 863+1d 1002110 bce
74 1002+11 bd 840+14 d 906+12 b
80 929+38 cd 882+24 cd 1046x11 ce
88 1198114 a 1089133 b 1204+16 ad
98 105116 b 1098112 b 110046 ade
105 881129 ¢ 87518 cd 99415 bce
120 791124 e 887+11 cd 996135 bce

Resultados expressos em pmol de Trolox / | de amostra. Letras
iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0.05).

Tabela 4.9 Capacidade antioxidante total em 1 minuto de reagao durante
envelhecimento natural: comparacao entre as amostras A, B e C.

Amostra
Dia A B C
10 1061£29 a 1052132 a 101810 a
16 878+10 a 972130 a 1003144 a
27 777126 a 919419 b 1008+£13 c
35 713%11 ab 683123 a 777812 b
44 63411 a 66917 b 695+1 c
54 70017 a 733116 ab 83039 b
64 780152 a 7511 a 853%11 a
74 788114 a 725116 b 784113 ab
80 693149 a 774127 ab 888113 b
88 76715 a 795129 a 907+22 b
98 71817 a 76210 a 823117 b
105 577127 a 586+18 a 693120 b
120 408+33 a 57115 b 698141 c

Resultados expressos em umol de Trolox / | de amostra. Letras
iguais ha mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p < 0.05)
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Tabela 4.10 Capacidade antioxidante total em 4 minutos de reagao
durante envelhecimento natural: comparagao entre as amostras A, B e C.

Amostra
Dia A B C
10 1190£25 a 1147+28a 106919b
16 102819 a 1078+26 a 1055140 a
27 938123 a 1032+£16 b 106011 b
35 881+10 a 827120 a 852111 a
44 8111 a 81416 a 82911 b
54 87015 a 870x14 a 956133 a
64 941146 a 7511 b 883t11 a
74 947113 a 72715 b 850x12 ¢
80 864144 a 772425 a 943112 b
88 1014£32 a 1024111 a 1110421 a
98 97516 a 94715 b 96214 ab
105 77243 a 792119 a 85318 b
120 681128 a 811+12b 860137 b

Resultados expressos em pmol de Trolox / | de amostra. Letras
iguais na mesma linha nao diferem significativamente entre si (p < 0.05)

Tabela 4.11 Capacidade antioxidante total em 7 minutos de reagao durante

envelhecimento natural:comparagao entre as amostras A, B e C.

Amostra

Dia A B C
10 1213122 a 1178125 a 1191£8 a
16 107218 a 1118123 a 1178£37 a
27 994120 a 1077114 b 1182111 ¢
35 94519 a 898118 a 926178 a
44 88411 a 88616 a 98711 b
54 935+13 a 935112 a 1092130 b
64 996140 a 863t1 b 100210 a
74 1002111 a 840+14 b 906+12 ¢
80 929138 a 882124 a 1046111 b
88 1198114 a 1089133 b 1204£16 a
98 105116 a 1098112 b 110046 b
105 881129 a 87518 a 99415 b
120 791124 a 887111 a 996135 b

Resultados expressos em umol de Trolox / | de amostra. Letras
iguais na mesma linha n&o diferem significativamente entre si (p < 0.05)
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Figura 4.4 Perfil da concentragéo de ABTS™ durante envelhecimento
natural das amostras A, B e C.
(A) leitura realizada ap6s 1 minuto, (B) leitura realizada ap6s 4 minutos,
(C) leitura realizada apds 7 minutos
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A primeira medida do ABTS* representa a acdo do grupo de antioxidantes
com mecanismo mais rapido e pode ser relacionada a estabilidade de sabor na
cerveja. Os ensaios realizados mostraram que a amostra C apresentou menor
percentual de aumento entre as medidas obtidas em 1 e 4 minutos de reagéao,
indicando uma maior concentracdo de antioxidantes de mecanismo rapido. Outro
fato interessante é o aumento da diferenca nas concentracées obtidas entre 1 e 7
minutos no final da estocagem, refletindo uma possivel queda na concentracao de
antioxidantes de rapido mecanismo neste periodo.

A capacidade antioxidante total, medida a partir do cation ABTS™, foi bastante
semelhante para as trés amostras no inicio do envelhecimento, com valores
proximos a 1050 pumol/l. Tais resultados estdo dentro do intervalo encontrado por
Freitas (2006), que encontrou valores entre 580 e 2020 umol/l ao analisar cervejas

claras brasileiras.

A queda da capacidade antioxidante ao longo dos 4 meses de envelhecimento
foi de aproximadamente 50%, superior a queda observada na concentracido de
fendis totais e na capacidade de sequestrar radicais livres. A maior sensibilidade
do teste realizado com o cation ABTS™ em relacdo ao DPPH, que é sensivel

apenas a antioxidantes hidrofilicos, pode ser uma explicacéo para este fato.

A maior capacidade antioxidante da amostra C deve-se, provavelmente, a
matéria-prima utilizada. A levedura produz sulfito, importante agente antioxidante,
naturalmente durante a fermentacdo, e este composto permanece presente no
produto final (Kaneda, 1994). A linhagem de levedura utilizada nesta amostra é
diferente, e pode ter habilidade de produzir maior quantidade de SO, que a
levedura utilizada nas amostras A e B. Além da linhagem de levedura, diferentes
variedades de lUpulo e cevada podem apresentar diferencas na composicao de
compostos fendlicos, e consequentemente em sua capacidade antioxidante. As
propriedades biologicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas com a
atividade antioxidante que cada composto exerce. A atividade dos antioxidantes
depende de sua estrutura quimica, podendo ser determinada pela acdo da
molécula como agente redutor, caracterizada pela velocidade de inativacao do
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radical livre, reatividade com outros antioxidantes ou habilidade de quelar de
metais. Gerhauser et al. (2002) avaliaram a capacidade antioxidante de diferentes
compostos fendlicos em cervejas, e 0s compostos que apresentaram 0s maiores
indices de reducao foram o xanthohumol e isoxanthohumol, (prenil)naringenina e
apigenina. O composto xanthohumol foi identificado como o mais efetivo na

prevencao do cancer.

4.4.4 Poder redutor

O poder redutor apresentou uma queda significativa entre 27 e 35 dias de
estocagem, para todas as amostras. Apds este periodo o poder redutor das
amostras manteve-se praticamente estavel, apresentando nova queda apenas no

ultimo dia de analise (Tabela 4.12; Figura 4.5).

A amostra C apresentou maior concentragdo equivalente durante todo o
envelhecimento, exceto na ultima andlise, na qual as amostras ndo apresentaram

diferenca significativa entre si (Tabela 4.13).

O ensaio para determinacao do poder redutor, que se baseia na reducao do
ion férrico, apresentou diferenca significativa entre as amostras no inicio do
processo de envelhecimento, com correlagdo linear com a concentracao de fendis
totais (y = 0,0033x - 0,17, R? = 0,9084). Os resultados encontrados neste ensaio
foram inferiores aos encontrados na literatura (Lugasi, 2003), que variaram entre

1,7 e 2,5 mmol/l para cervejas do tipo lager.

O poder redutor também apresenta correlagdo linear com a capacidade
seqiiestrante de radicais livres (y = -0,0044x + 5,8127; R® = 0,8188), medida
através da reducao do DPPH.
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Tabela 4.12 Poder Redutor durante envelhecimento natural

das amostras A, Be C.

Amostra
Dia A B C
10 1,14+0,01 a 1,09£0,01 a 1,312£0,01 a
16 1,04£0,02 b 0,89+0,01 b 1,2120,01 b
27 0,97+0,01 c 0,94+0,01 c 1,18£0,01 b
35 0,70+0,01 d 0,61+0,01 de 0,73+0,01 cd
44 0,64+0,01 e 0,62+0,02 d 0,75+0,01 c
54 0,63+0,01 e 0,58+0,01 ef 0,74+0,01 c
64 0,59+0,01 f 0,54+0,01 fg 0,67+0,02 de
74 0,61+0,01 ef 0,57+0,01 ef 0,70+£0,02 cde
80 0,60+0,01 ef 0,54+£0,01 fgh 0,66+0,01 de
88 0,58+0,01 f 0,51£0,01 gh 0,66+0,01 de
98 0,54+0,01 g 0,53+0,01 g 0,67+0,01 de
105 0,53+0,01 g 0,52+0,01 gh 0,66£0,01 e
120 0,47+0,01 h 0,44£0,01i 0,53+0,04 f

Resultados expressos em equivalente de acido ascorbico (umol/ml).
Letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre
si (p < 0.05).

Tabela 4.13 Poder Redutor durante envelhecimento natural:

comparacgao entre as amostras A, B e C.

Amostra
Dia A B C
10 1,14+0,01a 1,09£0,01b 1,312£0,01¢c
16 1,04+0,01a 0,89+0,01b 1,2110,01¢c
27 0,97+0,01a 0,94+0,01a 1,1810,01b
35 0,70x0,01a 0,61£0,01b 0,73+0,01a
44 0,64%0,01a 0,62+0,02a 0,75£0,01b
54 0,63%0,01a 0,58+0,01b 0,74+0,01c
64 0,59+0,01a 0,54+0,01a 0,67+0,02b
74 0,61£0,01a 0,57+0,01a 0,70+0,02b
80 0,60x0,01a 0,54+0,01b 0,66+0,01c
88 0,58+0,01a 0,51£0,01b 0,66+0,01c
98 0,54+0,01a 0,53+0,01a 0,67+0,01b
105 0,53%0,01a 0,52+0,01a 0,66+0,01b
120 0,47+0,01a 0,44+0,01a 0,53+0,04a

Resultados expressos em equivalente de acido ascorbico (umol/ml).
Letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre
si (p £0.05).
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Figura 4.5 Perfil do poder redutor das amostras A, B e C durante
envelhecimento natural.

O poder redutor esta relacionado a capacidade antioxidante secundaria do
produto, e seu perfil foi semelhante ao encontrado nos outros testes de
determinacdo da capacidade antioxidante, realizados com o radical DPPH e
ABTS". Uma queda acentuada na capacidade antioxidante e no poder redutor foi
observada ap6s 30 dias de envelhecimento e verifica-se uma nova tendéncia de

queda apds 100 dias de estocagem.

4.4.5 Atividade Redutora do Cobre

As trés amostras apresentaram queda no indice de atividade redutora do
cobre até o 54° dia de estocagem. Apés este periodo, o indice de atividade
redutora do cobre voltou a crescer, apresentando uma curva ascendente até 80
dias de estocagem. Deste ponto até o final do envelhecimento a concentracao
relativa se manteve significativamente constante (Tabela 4.14; Figura 4.6).
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A amostra B apresentou indices menores que as demais amostras,
principalmente na primeira metade do periodo de envelhecimento, indicando um
menor poder redutor, ou seja, menor formacdo de Cu'. Apdés 80 dias de
estocagem as amostras ndo apresentaram diferencas significativas entre si
(Tabela 4.15).

Tabela 4.14 CRAI (indice de atividade redutora do cobre)
durante envelhecimento natural das amostras A, B e C.

Amostra
Dia A B C
10 1911 a 17,3£0,4 a 18,810,5 a
16 16,2+0,8 ab 12,9+0,1b 1542 ab
27 13,3+0,2 bc 9+0,5 cd 12,610,4 bc
35 11,5+0,4 ¢ 8,210,6 ce 111 ¢
44 6,610,6 de 5+1 fg 7,610,5 de
54 5,540,1d 3,5+0,1 f 4,5+0,3 e
64 6,610,5 de 5,410,6 fg 9,4+0,8 cd
74 9,910,2 ce 6,610,4 eg 9,6+0,6 cd
80 12,3+0,5¢ 11,2+0,1 bdh 11,020,3 cd
88 12+2 ¢ 11,4+0,3 b 1141 cd
98 13+2 bc 10,8+0,3 bd 1041 cd
105 13,410,2 bc 12,6+0,9b 13+1 be
120 12+1 ¢ 8,9+0,2 cde 11+1 cd

Resultados expressos em mmol de Trolox / ml de amostra
Letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente
entre si (p < 0.05).
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Tabela 4.15 CRAI (indice de atividade redutora do cobre) durante
envelhecimento natural: comparagao entre as amostras A, B e C.

Amostra

Dia A B C

10 1941 a 17,3204 a 18,810,5 a
16 16,2+0,8 a 12,940,1 a 1542 a

27 13,310,2 a 9+0,5b 12,610,4 a
35 11,5+0,4 a 8,210,6 b 11,441 a
44 6,620,6 a 541 a 7,610,5 a
54 5,540,1 a 3,5+0,2 b 4,5+0,3 c
64 6,6£0,5 a 5,410,6 a 9,4+0,8 b
74 9,940,2 a 6,6£0.4 b 9,6+0,6 a
80 12,310,5 a 11,2+0,1 a 11+0,3 a
88 1212 a 11,4+0,3 a 111 a

98 1312 a 10,8+0,3 a 101 a
105 13,4£0,2 a 12,6£0,9 a 13+1 a
120 1241 a 8,940,2 a 1141 a

Resultados expressos em mmol de Trolox / ml de amostra
Letras iguais na mesma linha n&o diferem significativamente
entre si (p < 0.05).
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Figura 4.6 Perfil da atividade redutora do cobre das amostras A, B e C durante
envelhecimento natural, medida através da concentracao de Cu®.
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O aumento na concentracdo de Cu® é diretamente proporcional ao aumento
da concentracdo de compostos fendlicos, segundo Rufidn-Henares (2006). O ion
cobre naturalmente encontrado nos alimentos é o Cu?*, que pode ser reduzido na
presenca de compostos antioxidantes. Neste estudo observou-se uma diminuicao
na quantidade de Cu* formado durante os 40 primeiros dias de envelhecimento,
provavelmente devido a reducdo na concentracao de compostos fendlicos. Apos
este periodo a taxa de reducdo do Cu®* aumentou, permanecendo constante até o
final do periodo de envelhecimento. Esta mudanca no comportamento da curva,
ou seja, o aumento do poder redutor do cobre apds 50 dias, pode ser devido as
alteracbes na composicao dos compostos fendlicos do produto ou ao
aparecimento de outros compostos redutores, como produtos da reacdo de
Maillard, que podem ser formados durante o envelhecimento da cerveja
(Vanderhaegen et al., 2006). Compostos fendlicos monoméricos tém menor indice
de reducao do ion cobre que polifendis ou complexos formados entre compostos

fendlicos e proteinas (Rufian-Henares, 2006).

Uma possivel explicacao para este perfil € que no inicio do envelhecimento ha
um alto indice de complexacdes do fon Cu?*, presente naturalmente nos
alimentos, e consequentemente uma diminuicdo do indice de reducao deste ion.
Entre 50 e 80 dias de envelhecimento, observa-se um novo aumento na
concentragado de ions Cu®, fato que talvez seja atribuido ao aumento do teor de
melanoidinas, provenientes da reacao de Maillard, que também possuem forte
capacidade de quelar ions cobre (Onate-jaén et al., 2006). A partir de 80 dias de
estocagem essa concentracao se torna constante até o final do envelhecimento,
quando volta a mostrar uma tendéncia de queda, semelhantemente a capacidade
antioxidante e poder redutor.
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4.5 DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

A queda acentuada da concentracao de fendis totais nos primeiros 16 dias de
estocagem foi um padrdo que se repetiu nos 3 tipos de cerveja,
independentemente do processo de estabilizacdo ou da matéria-prima (levedura,

lGpulo ou cereal) empregada.

Os trés testes realizados para determinacdo da capacidade antioxidante da
amostra (DPPH, ABTS™ e poder redutor) apresentaram perfis semelhantes ao
longo do processo de envelhecimento. Observa-se uma diminuicdo na capacidade
antioxidante nos primeiros dias de estocagem e uma nova queda no final do
periodo. A analise dos perfis da concentracdo de fendis totais e capacidade
antioxidante, medidas de diferentes formas, nos permite identificar que as
principais mudangas de comportamento das curvas ocorrem até os 15 primeiros
dias, entre 30 e 40 dias, e apds 100 dias de estocagem

Diversos estudos relacionados a atividade antioxidante da cerveja correlaciona
esta propriedade a composicdo da cerveja (Maillard et al., 1996; Lugasi, 2003;
Onate-Jaén et al., 2006). Diversos fatores, além da concentracdo de compostos
fendlicos podem influenciar na atividade antioxidante de um produto. A presenca
de sulfitos, naturalmente formados ou adicionados ao produto, a presenca de ions
metalicos como o Fe™ e Cu*?, formacdo de melanoidinas e outros produtos
resultantes da reacao de Maillard e a composicao dos compostos fendlicos sao
alguns destes fatores (Ofate-Jaén et al., 2006; Vanderhaegen, 2006).

Produtos da reacao de Maillard produzem efeito sinérgico em combinacao
com compostos fendlicos, e enquanto outros agentes antioxidantes podem ser
degradados durante o processamento e estocagem, os produtos da reacdo de
Maillard sdao formados ao longo do envelhecimento e tém habilidade de complexar

jons metalicos.

Sulfitos sdo formados naturalmente na cerveja através da conversdo de

sulfatos, provenientes da agua e de outras matérias-primas, pela levedura.
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Andersen et al. (2000) mostrou que a presenca de sulfitos na cerveja é capaz de
adiar a formagéo de radicais livres. Complexos formados entre sulfito e aldeidos
durante a estocagem podem inibir reagdes com radicais livres, e adiar a
degradacao de compostos fendlicos (Kaneda et al., 1994).

E permitido o uso de outros antioxidantes no processamento da cerveja, como
o eritorbato de sbédio e o acido ascobico (Brasil, 1973). Estes antioxidantes
também tém efeito sinérgico e podem sequestrar radicais livres ou quelar ions

metalicos.

A escolha do tipo de processo de estabilizacdo da cerveja parece nao ter
influéncia na concentracdo de compostos fendlicos ou na capacidade antioxidante.
Gerhauser et al. (2002) analisou a composicao de fenois retidos pelo PVPP e
presentes em cervejas nao estabilizadas. Os compostos retidos sdo em sua
maioria acido fendlicos, e verificou-se que os fendis de maior capacidade

antioxidante, como xanthohumol e prenilnaringenina ndo séo retidos pelo PVPP.



CAPITULO 5. ESTABILIDADE SENSORIAL

5.1 MATERIAIS

5.1.1 Amostras

Trés tipos diferentes de cerveja pilsen foram avaliados periodicamente
durante sua vida de prateleira. Dentre as diferentes cervejas, duas sdo da mesma
marca (A e B), porém produzidas em fabricas diferentes. Em uma delas o
processo de estabilizacdo é feito com uso de PVPP (polivinilpolipirolidona), que
retém parte dos compostos fendlicos, responsaveis pelo problema da turbidez no
produto. Na outra, a estabilizacdo é feita com silica, que retém parte das

proteinas, que ao se complexarem com os compostos fendlicos causam turbidez

75
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no produto. No terceiro tipo de cerveja (amostra C) analisado o processo de
estabilizacao também é feito com uso de PVPP, porém a bebida é produzida com
lupulo e linhagem de levedura diferentes das demais (A e B), sendo que a relacao
malte/adjunto bem como a relacao lupulo aromatico/lipulo de amargor é maior

gue nas demais cervejas.

As cervejas foram fornecidas pelas fabricas logo apdés o envase, duas
marcas em embalagens de aluminio, e uma em garrafas de vidro (long neck). Os
lotes foram rigorosamente escolhidos, encontrando-se dentro das especificacdes
caracteristicas de cada produto. A Tabela 5.1 mostra as caracteristicas fisico-
quimicas, fornecidas pelos fabricantes, de cada amostra. Todas as amostras

foram estocadas em a temperatura ambiente e em local protegido contra a luz.

Tabela 5.1 Caracteristicas fisico quimicas das amostras de cerveja A, B e C.

A B C
Alcool (% v/v) 3,66 3,75 4,05
Densidade 20/4 1,00813 1,00728 1,00656
Calorias (Kcal/100mL) 40,77 40,73 42,71
Cor (EBC) 5,15 4,68 7,06
pH 4,05 4,19 4,20
Amargor (BU) 9,0 10,0 17,0
CO, 0,51 0,49 0,49
Dicetonas Totais 0,04 0,05 0,03
Turbidez 20°C 0,52 0,75 0,49

Espuma (Nibem) 206 192 258
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5.1.2 Estratégia

As amostras de cerveja foram submetidas a testes sensoriais durante 120
dias. Foram realizados 5 testes afetivos e 3 testes de andlise descritiva
quantitativa, dispostos periodicamente ao longo do periodo total de analises.

A andlise descritiva quantitativa foi conduzida aos 20 dias (Tempo 1), 75
dias (Tempo 2) e 115 dias (Tempo 3) de envelhecimento. Os testes afetivos foram
realizados aos 8 dias (Tempo 1), 32 dias (Tempo 2), 65 dias (Tempo 3), 90 dias
(Tempo 4) e 120 dias (Tempo 5) de envelhecimento.

5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Analise Descritiva Quantitativa

As avaliagdes sensoriais foram realizadas no Laboratério de Analise
Sensorial do departamento de Nutricao da Faculdade de Engenharia de Alimentos
da Unicamp, Campinas-SP, em cabines individuais sob condi¢cdes controladas
(Figura 5.2).

As amostras foram servidas em temperatura entre 2 e 5°C, em copos
plasticos descartaveis de 50 ml codificados com numeros de 3 digitos e
apresentados de forma monadica. Foi utilizado o delineamento de blocos
completos balanceados (MacFie, 1989).

As fichas de avaliacdo foram montadas com os atributos escolhidos com
base em sua relevancia no processo de envelhecimento da cerveja (Stewart
2004). Os atributos avaliados foram: aroma frutal (afru), aroma de papelao (apap),
gosto doce (doce), gosto amargo (amar), sabor de papelao (spap) e sabor frutal
(sfru) (Figura 5.1). A escala utilizada foi a ndo estruturada de 9 cm, ancoradas nos
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pontos extremos, a esquerda pelos termos “nenhum” ou "fraco" e a direita "forte"
para cada atributo. A Tabela 5.2 lista os termos descritores, definicbes e

referéncias utilizadas.

Provadores escolhidos entre os alunos de pods-graduacdo do curso de
engenharia de alimentos, com experiéncia em analise descritiva quantitativa de
cervejas, participaram de quatro sessdes de treinamento com as referéncias para
cada atributo escolhido. Apdés a realizacdo do treinamento, os provadores
avaliaram as amostras em quatro repeticées, em ficha de avaliacao especifica.

Dentre todos os provadores que realizaram o teste, 12 foram selecionados
com base em seu poder de discriminacdo entre as amostras, repetibilidade e

concordancia com a equipe (Damasio e Costell, 1991).

Tais parametros foram obtidos através de anadlise de variancia (ANOVA)
com duas fontes de variacdo (amostra e repeticdo) para cada atributo e para cada
provador. Desta formam, os valores de Famostra © Frepeticao foram obtidos para cada

provador.

Os provadores selecionados apresentaram Famostra Significativo para p<0,30,
Frepeticio NAO significativo para p>0,05 e concordancia das medias com as da

equipe.

Através das respostas dadas, pelos 12 provadores selecionados, para
quatro repeti¢cdes da analise das amostras de cerveja, foi realizada uma analise de
variancia (ANOVA) de dois fatores, amostra e provador, com interacao para cada
atributo; teste de Tukey para comparagao das médias das amostras e andlise de
componentes principais (ACP).

As andlises estatisticas foram realizadas através dos programas do pacote
estatistico SAS (1993).
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Tabela 5.2 Definicdo dos termos descritores de cerveja e referéncias.

DESCRITORES DEFINIQAO REFERENCIA
AROMA
Fraco: Cerveja pilsen com idade méaxima de 15
dias, mantida sob refrigeracéo
Aroma caracteristico de Forte: 200 pl de solugéo alcodlica de trans-2-
Papelo papeldo, especifico do nonenal/100ml de cerveja pilsenentre 1 e 15
composto t-2-nonenall dias de idade
Solugao alcdolica: 0,03 pl T-2-nonenal
+ 20 mL etanol 50%
Nenhum: dgua
Aroma caracteristico de
Frutal frutas Forte: 10 ul de acetato de isoamila/300ml de
cerveja pilsen entre 1 e 15 dias de idade
SABOR
Gosto caracteristico de Nenhum: Agua
Gosto doce

solugao de sacarose

Forte: Solugdo a 5 % de sacarose em agua

Gosto amargo

Gosto amargo
caracteristico de solucao

de cafeina

Nenhum: Agua

Forte: Solugdo a 0,08 % de cafeina em agua

Papelao

Sabor caracteristico de
papelao, especifico do

composto t-2-nonenal

Fraco: Cerveja pilsen com idade maxima de

15 dias, mantida sob refrigeragédo

Forte: 200 pl de solugao alcodlica de trans-2-
nonenal/100ml de cerveja pilsenentre 1 e 15

dias de idade

Solugéo alcdolica: 0,03 pl T-2-nonenal
+ 20 mL etanol 50%

Frutal

Sabor caracteristico de

frutas

Nenhum: dgua

Forte: 10 pl de acetato de isoamila/300ml de

cerveja pilsen entre 1 e 15 dias de idade
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Figura 5.1 Referéncias utilizadas na analise descritiva quantitativa.

Figura 5.2 Cabine utilizada para avaliagdo das amostras.
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5.2.2 Teste afetivo

As andlises foram realizadas por uma equipe de 118 provadores,
apreciadores do produto, recrutados entre professores, alunos e funcionarios da

Unicamp.

As amostras foram testadas em cabines individuais localizadas no
laboratério de Andlise Sensorial da Faculdade de Engenharia de Alimentos -
UNICAMP, em copos plasticos descartaveis com capacidade para 50mL e
codificados com algarismos de trés digitos. Os atributos avaliados foram:
aparéncia, aroma, sabor, impressao global e atitude de compra. Utilizou-se fichas
de avaliagdo com escala hedbnica néo estruturada de 9 cm ancoradas nos pontos
extremos para os atributos aparéncia, aroma, sabor e impressao global, e escala
estruturada com os termos “certamente compraria”, “provavelmente compraria”,
“tenho dulvidas se compraria ou nao“, “provavelmente nao compraria” e
“‘certamente nao compraria” para avaliar a atitude de compra. Todos os
provadores provaram todas as amostras em delineamento experimental em blocos

completos balanceados de forma monadica.

Os dados obtidos foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey, que permite verificar se ha diferenga significativa entre duas
médias, ao nivel de confianca de 95%. Foram avaliados também através de
histogramas de distribuicao de frequéncias. Os histogramas tornam possivel a
visualizagdo da segmentacao dos valores hedbnicos de cada amostra, revelando
o nivel de aceitacdo e rejeicdo da mesma e permitindo a comparacao dos
desempenhos das amostras que participaram do estudo.

Por fim foi feita analise estatistica multivariada (Mapa de Preferéncia
Interno), utilizando-se o pacote XLSTAT — Statistical Software for MS Excel, para

verificar a segmentacao dos consumidores e suas preferéncias individuais.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Analise Descritiva Quantitativa

Os resultados indicam que as amostras (A, B e C) apresentaram um
aumento no sabor e aroma de papeldao ao longo do tempo. As trés amostras
diferem significativamente quando comparadas em relacdo aos testes submetidos
no inicio e no final do envelhecimento, no entanto elas ndo diferem entre si

quando analisadas no mesmo periodo de armazenamento (Tabela 5.3).

As amostras B e C também apresentaram diferencas significativas entre as
analises realizadas aos 20 e 75 dias para o atributo sabor de papelao. A amostra
C apresentou gosto amargo superior as demais amostras durante todo o periodo
de envelhecimento, no entanto, assim como as demais amostras, nao indicou
alteragbes significativas neste atributo ao longo da vida de prateleira. As trés
amostras apresentaram aumento do gosto doce no final do periodo de

armazenamento.
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Tabela 5.3 Médias para os atributos sensoriais das amostras A, B e C durante
envelhecimento natural.

Atributo

Aromade Aroma  Saborde Gosto Gosto Sabor

Amostra  papeldo frutal papelao amargo doce frutal
Al 0,68 a 3,38 a 1,13 ab 4,66 a 2,74abc 3,47 a

B1 0,91 ab 3,00 ab 1,03 a 4,73 a 2,24 a 2,96 ab
C1 1,59abc 2,64 ab 1,47 ab 6,43 b 1,93 a 2,8 ab
A2 1,64 abcd 2,38 ab 2,70 bc 4,04 a 2,75abc  2,23b
B2 1,92bcde 1,95b 3,00 cd 4,45 a 2,59 ab 2,32b
Cc2 2,16cde 2,41 ab 3,92 cd 595b 2,65 ab 2,39b

A3 2,09cde 223b 3,24 cd 3,88 a 3,83d 2,88 ab

B3 2,64 de 2,40 ab 414d 410 a 3,65 cd 2,97 ab

C3 2,72 e 2,64 ab 4,35d 5,69 b 3,46 bcd 2,61 ab
MDS  0,5456 0,6418 0,8206 0,8962 0,4749 0,5623

As letras na codificagao das amostras representam as amostras A, B e C.
Os numeros representam o tempo da andlise, 1: 20 dias, 2: 75 dias e 3: 115 dias.
MDS*: diferenga minima significativa obtida no teste de médias de Tukey.

Letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p>0,05).

O gréfico de ACP (Figura 5.3) mostra os dois primeiros componentes

principais da analise multivariada, que explicam juntos 71,05 %, evidenciando a

alta explicagédo da variagao ocorrida entre as amostras. O componente principal 1

explica 47,63% das variagdes entre as amostras, e tem o gosto amargo como

atributo mais representativo. O componente principal 2 caracteriza 23,42% da

variacao entre as amostras, e os termos de maior representatividade para este

componente sdo aroma e sabor de papelao e aroma frutal. As amostras C2 e C3

sao caracterizadas pelos atributos sabor e aroma de papeldo. As amostras A1 e

B1 sado caracterizadas pelos atributos sabor e aroma frutal. As amostras A3 e B3

apresentam maior intensidade de gosto doce. A amostra C1 foi caracterizada pelo

termo gosto amargo.
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Figura 5.3 Analise de componentes principais dos termos avaliados para as
amostras A, B e C durante envelhecimento natural.
As letras na codificacdo das amostras representam as amostras A, B e C.
Os numeros representam o tempo da analise, 1: 20 dias, 2: 75 dias e 3: 115 dias.
Apap: aroma de papeléo; afru: aroma frutal; spap: sabor de papeldo; amar: gosto
amargo; doce: gosto doce; sfru: sabor frutal.

Durante o processo de envelhecimento todas as amostras apresentaram
um aumento no aroma e sabor de papelédo, que confirma a percepcao sensorial do
aumento da concentracdo do composto trans-2-nonenal, que é considerado o

principal responsavel pelo aparecimento do sabor e aroma de papeldo em
cervejas.

Vanderhaegen et al. (2003) encontrou uma concentracdo de 0,08 ug/l de
trans-2-nonenal em cervejas lager frescas e aumento para 0,10 pg/l apos

estocagem durante 6 meses a 20°C. Lermusieau et al. (1999) obteve valores de



ESTABILIDADE SENSORIAL 85

0,09 ug/l deste composto em cervejas frescas e aumento para 0,23 ug/l apos
envelhecimento de 3 meses em temperatura ambiente. Drost ef al. (1989) também
verificou um aumento no teor de trans-2-nonenal de 0,10 pg/lI para até 0,20 g/l
em diferentes tipos de cerveja estocadas a 20°C durante 4 meses. Segundo
Vanderhaegen et al. (2003) o limiar de deteccdo (threshold) para o trans-2-
nonenal é de 0,11 ug/l. Desta forma pode-se explicar a baixa percepcao deste
composto na analise realizada aos 20 dias, e seu aumento ao longo do

envelhecimento.

O composto acetato de isoamila, responséavel pelo sabor e aroma a banana
e referéncia para os termos descritores aroma e sabor frutal, apresentou reducao
de aproximadamente 10% em sua concentracdo em cervejas estocadas durante
60 dias a 30°C (Syryn et al, 2007). Nao foram observadas diferencas
significativas ao longo do envelhecimento para os atributos aroma e sabor frutal,
provavelmente devido a baixa reducdo no teor do composto acetato de isoamila,
no entanto pode-se observar uma maior caracterizagdo destes atributos nas
amostras A1, B1 e C1 (Figura 5.3), avaliadas no inicio do periodo de

envelhecimento.

O aumento do gosto doce nos ultimos dias do processo de envelhecimento
pode ser devido a formacdo de produtos derivados da reacdo de Maillard,
principalmente hidroximetil-furfural (Vanderhaegen et al., 2006).

5.3.2 Teste afetivo

Foi realizada uma pesquisa com os participantes voluntarios do teste, para
a obtencao de algumas informacdes sobre o consumo e perfil dos consumidores.

Do total de participantes, 63% eram do sexo feminino e 37% do sexo

masculino.
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A Figura 5.4 mostra outras informacées, como idade, escolaridade, grau de
apreciacao do produto e freqiéncia de consumo dos consumidores participantes

dos testes afetivos.

Idade Escolaridade
1% 5%

6%
31%
16%

36%

57%

21% 279,

W Ensino fundamental @ Ensino médio
W Superior incompleto [ Superior completo
O Pés-graduagao

b21-24 @25-28 [028-35 W> 35

Grau de apreciacao Consumo
o, 3%
1977 39 3%  10%

21% 16%

16%

22%
34%

47%

E azisf%c::rt]ct)emderadamnte =822?g ﬁt%iligtra:;r{:nte @ mais de 5 vezes por semana ll 3 ou 4 vezes po semana
B Gosto moderadamente O Gosto nguito W1 ou2vezes por semana @ Menos de 1 vez por semana
W Gosto muitissimo W Menos de 1 vez por més

Figura 5.4 Perfil dos consumidores que participaram do teste afetivo.

A Tabela 5.4 mostra as médias dos consumidores para cada atributo
avaliado no teste afetivo. A amostra C no final do envelhecimento apresentou
médias significativamente superiores as amostras A e B no inicio do
envelhecimento. A cor mais escura pode ter influenciado na preferéncia dos

consumidores, ja que a amostra C tem coloracdo mais intensa que as demais
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(Tabela 5.1) e essa cor também se intensifica ao longo do envelhecimento devido

a formacgéo de melanoidinas.

Em média, a preferéncia do consumidor em relacdo ao sabor do produto
nao foi influenciada pelo tempo de estocagem ou pelo tipo de cerveja. As
amostras com maiores médias foram as amostras A e B, aos 65 e 120 dias
respectivamente, que obtiveram médias entre 5,5 e 6,7.

Tabela 5.4 Médias obtidas para a aceitacdo das amostras A,Be C
durante envelhecimento natural.

Amostra Aparéncia Aroma Sabor Impresséo global
A1l 4,83 a 4,98 abc 4,92 ab 4,88 a
B1 5,37 abc 5,02 abcd 4,94 ab 5,27 a
C1 6,07 bcd 5,01 abc 4,68 ab 4,96 a
A2 5,15ab 491 ab 5,22 ab 5,29 a
B2 4,88 a 5,02 abcd 4,70 ab 4,84 a
c2 5,85 abcd 4,85 a 427 b 4,75 a
A3 5,75 abcd 5,83 cd 5,55 a 5,77 ab
B3 5,30 abc 5,37 abcd 5,12 ab 5,26 a
C3 6,10 bcd 5,55 abcd 5,01 ab 5,37 a
A4 5,43 abc 5,33 abcd 5,29 ab 5,33 a
B4 5,08 ab 5,21 abcd 5,10 ab 5,06 a
C4 6,20 cd 5,37 abcd 4,68 ab 5,19 a
A5 6,28 cd 5,78 bcd 5,45 ab 6,65b
B5 5,99bcd 5,93d 5,67 a 5,81 ab
C5 6,74 d 5,61 abcd 5,26 ab 5,22 a

MDS 1,02 0,91 1,18 1,19

As letras na codificagdo das amostras representam as amostras A, Be C.

Os numeros representam o tempo da andlise, 1: 8 dias, 2: 32 dias, 3: 65 dias, 4: 90 dias e

5: 120 dias. MDS: Diferenga Minima Significativa obtida no teste de médias de Tukey (p>0,05).
Médias com letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si (p>0,05).
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Figura 5.5 Figura bidimensional do mapa interno de preferéncia.
As letras na codificagdo das amostras representam as amostras A, B e C.
Os numeros representam o tempo da analise, 1: 8 dias, 2: 32 dias, 3: 65 dias,
4: 90 dias e 5: 120 dias.

A Figura 5.5 apresenta as duas primeiras dimensbes do mapa de
preferéncia interno gerado a partir da matriz de correlacdo de Pearson das
respostas hedbnicas associadas as amostras de cerveja avaliadas ao longo de
sua vida de prateleira. Os provadores estdo representados pelos pontos
vermelhos, e as amostras pelos pontos azuis. As dimensdes 1 e 2 explicam juntas
29,04% da variagao ocorrida entre as amostras. Neste caso pode-se observar que
ocorreram muitas segmentacdes de consumidores, pois estes se encontram
distribuidos em toda a figura, o que pode ter dificultado o resumo da informacgéo
através dos componentes principais, explicando assim a baixa porcentagem de
explicacdo encontrada. E possivel observar que as amostras estdo claramente
segmentadas de acordo com o periodo de andlise. As amostras analisadas aos 8
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e 32 dias de estocagem (A1, B1, C1 e A2, B2, C2) localizam-se em regides com
menor quantidade de provadores, indicando menor aceitacdo, enquanto as
amostras analisadas aos 120 dias de estocagem (A5, B5 e C5) encontram-se em
uma regidao com maior numero de provadores, e por isso apresentam maior
aceitacdo. As amostras A3, B3 e C3, analisadas aos 65 dias de estocagem

apresentam aceitacao intermediaria.

A distribuicao de freqléncias em relagcdo a atitude de compra dos
consumidores, apresentada na Figura 5.6, ndo apresentou diferencas expressivas
em seu perfil entre as amostras ou tempo de estocagem. A amostra A apresentou
maior intencdo de compra durante praticamente todo o periodo de
envelhecimento, com uma variacdo de 40 a 51% de provadores que
demonstraram intencdo de certamente ou provavelmente comprar esta amostra. A
amostra C foi a que apresentou menores percentuais, entre 31 e 51%, para estas
mesmas intengdes (“certamente” ou “provavelmente compraria a amostra”). A
avaliagao feita no Tempo 3, aos 65 dias de estocagem, foi a que obteve os

maiores indices de respostas “certamente” ou “provavelmente compraria”.
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Figura 5.6 Distribuicdo da freqliéncia das notas correspondentes a escala utilizada para
avaliacao da intencdo de compra das amostras A, B e C durante envelhecimento forgado.
As letras na codificagdo das amostras representam as amostras A, B e C. Os niumeros
representam o tempo da analise, 1: 8 dias, 2: 32 dias, 3: 65 dias, 4: 90 dias e 5: 120 dias.

5.4 DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O sabor caracteristico de papelao é o maior indicador do processo oxidativo
em cervejas, e seu aumento durante o envelhecimento do produto é proveniente
de aldeidos insaturados. Dentre esses compostos, o trans-2-nonenal € o que
apresenta maior atividade em quantidades acima do limiar de deteccdo. O
aumento na percepgdo do sabor de papeldao pela equipe de provadores nos
ultimos dias do periodo de envelhecimento confirma o processo de oxidacao nas
amostras estocadas durante 4 meses.

A formacdo de produtos da reacdo de Maillard durante a estocagem
também foi evidenciada pelo aumento do gosto doce observado no final do
envelhecimento.
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Figura 5.7 Perfil dos descritores sensoriais durante o periodo de
envelhecimento da cerveja.

Os resultados obtidos através da analise descritiva quantitativa nos
permitiram plotar a evolucao da intensidade dos aromas e sabores percebidos ao
longo do envelhecimento. A Figura 5.7 mostra o perfil dos descritores sensoriais
utilizados neste estudo ao longo do tempo, descrevendo visualmente as principais

alteracdes no sabor e aroma percebidas durante os 4 meses de analise.

As alteracoes sensoriais percebidas pela equipe de provadores néao
influenciaram na preferéncia dos consumidores, ja que nao foram percebidas

diferencas na aceitacdo do produto em relacéo ao tempo de envelhecimento.

A comparacao entre os resultados dos testes bioquimicos e sensoriais nos
permitiu verificar a correlacdo entre as reacdes oxidativas e nao-oxidativas que
ocorrem durante o envelhecimento da cerveja e como elas afetam o perfil da
capacidade antioxidante e as alteracdes sensoriais do produto. A degradacédo dos
compostos fendlicos e diminuicdo da capacidade antioxidante da cerveja podem

ser provenientes tanto de reacées com espécies reativas de oxigénio e radicais



92 ESTABILIDADE SENSORIAL

livres quanto de polimerizagdes, induzidas pela formacdo de acetaldeido. As
alteracdes nas caracteristicas sensoriais observadas, como o aumento do sabor
de papelao e gosto doce, e diminuicdo do sabor e aroma frutal, sdo provenientes
de reagdes nao oxidativas, como esterificacoes, reacdo de Maillard e hidrélise de
ésteres (Vanderhaegen et al., 2006). Neste estudo foi observado que no final do
periodo de envelhecimento ha o aparecimento dos indicadores caracteristicos das

transformacdes oxidativas e ndo-oxidativas da cerveja.

A Figura 5.8 mostra que ha correlacao linear entre a diminuicado da
concentracdo dos compostos fendlicos e da habilidade antioxidante (DPPH,
ABTS.+ e poder redutor) com o aumento do sabor caracteristico de papelao, que é

0 maior indicador sensorial do processo de envelhecimento da cerveja.
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Figura 5.8 Correlacao entre sabor de papelao e propriedade bioquimicas

das amostras de cerveja A, B e C.

(A) sabor de papelao x concentracao de fendis totais, (B) sabor de papeldao x EC50,
(C) sabor de papelao x capacidade antioxidante e (D) sabor de papeldao x poder redutor.






CAPITULO 6. CONCLUSOES FINAIS

Este estudo indica que a cerveja, desde que consumida de forma moderada e
constante, pode ser considerada uma importante fonte de compostos fendlicos
com capacidade de atuar como antioxidantes.

Foi possivel observar alteracées bioquimicas e sensoriais na cerveja durante
seu envelhecimento natural. Durante 4 meses de estocagem a cerveja pode
perder até 50% de sua capacidade antioxidante, e desenvolver alteracoes

sensoriais caracteristicas do processo oxidativo.

A concentracao de compostos fendlicos totais diminui cerca de 40% nas duas
primeiras semanas de estocagem e se mantém constante ap6s este periodo.
Apesar do perfil da concentracdo de fendis totais ndo apresentar alteracdes apds
15 dias de envelhecimento ha diminuicdo da capacidade antioxidante da cerveja
durante o tempo de estocagem, provavelmente devido a alteracbes na

95
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composicao dos compostos fendlicos, que podem se polimerizar durante o
envelhecimento. Os pontos criticos nos quais se observa queda na capacidade

antioxidante sao préximos aos 15, 35 e 100 dias de envelhecimento.

O trabalho mostrou que diferentes produtos com diferentes processos de
estabilizacdo sofrem a mesma diminuicao da capacidade antioxidante da cerveja,
indicando que este parametro pode estar relacionado ao tipo de matéria-prima
(Idpulo, malte e levedura) utilizado e ndo ao processo de estabilizacao do produto.

O envelhecimento forcado (6dias/42°C) nao apresentou transformacdes
semelhantes as observadas durante o envelhecimento natural. O envelhecimento
forcado pode ser capaz de produzir alteracées nas propriedades sensoriais da
cerveja, mas nao apresenta alteracées na concentragdo de compostos fendlicos

totais e capacidade anti e pré-oxidantes.

Os testes sensoriais mostraram que ha correlacdo entre as transformacoes
guimicas que ocorrem na cerveja, como 0 aumento na concentracao de aldeidos,
principalmente do trans-2-nonenal, responsavel pelo aparecimento do aroma e
sabor de papelao; e reducao na concentracao de ésteres, verificada neste estudo
através do uso do acetato de isoamila nos testes sensoriais. Foi observado
aumento do sabor de papelédo ao final de 120 dias de envelhecimento, tendéncia a
queda da percepcao de aroma e sabor frutal, reducédo do gosto amargo e aumento
da percepcao do gosto doce, devido a formacdo de produtos da reagdo de
Maillard. No entanto, essas alteragdes nao mostraram ter influéncia na aceitacao
dos consumidores, uma vez que as amostras analisadas no final do

envelhecimento apresentaram maior aceitacao.
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