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Resumo Geral

RESUMO GERAL

No presente trabalho foram adaptados e aplicados métodos para a determinagéao do teor
de folatos, avaliagdo de capacidade antioxidante e quantificagdo do composto trans-2-
nonenal em cervejas brasileiras. Foram avaliadas 5 marcas de cervejas tipo Pilsen, sem
alcool e Malzbier, nas embalagens lata e garrafa ambar. Para determinacdo dos folatos
(acido folico - AF, 10-metil-acido folico - 10Metil, 5-metiltetraidrofolato - 5Metil, 5-
formiltetraidrofolato - 5Formil e 10-formil-acido félico - 10Formil) vitaminas do complexo B,
empregou-se um método utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Na
etapa cromatografica utilizou-se coluna C18 e eluicdo por gradiente com fase mével
composta por acido acético 2,0% ajustado a pH 2,8 e acetonitrila, a uma vazdo de 0,5
mL/min. A deteccao foi realizada com o detector de arranjo de diodos a 290nm para o AF
e 0 10Metil; e com detector de fluorescéncia a Aexc. 290nm e Aemis. 360nm na detecgao
do 5Metil e 5Formil; e a Aexc. 290nm e Aemis. 445nm para o 10Formil. Apds sua
validagao, o método apresentou coeficientes de correlagao variando de 0,9970 a 0,9999,
limites de deteccao de 0,07 a 2,42 ug/100mL, e de quantificacdo entre 0,22 e 8,07
ug/100mL. Os coeficientes de variagdo (CV) ficaram entre 0,75 e 5,01% e a preciséo
intermediaria entre 1,20 e 9,99%. Os ensaios de recuperacdo nos niveis avaliados
estiveram entre 92 e 107%. Os folatos encontrados nas cervejas analisadas foram o
10Metil, o 5Metil e o 10Formil e os niveis totais da vitamina variaram de 18,26 a 23,99
pg/100mL. Estas vitaminas foram monitoradas durante a vida de prateleira da bebida (6
meses), sendo avaliadas na cerveja recém fabricada e a cada 2 meses subsequentes. De
modo geral o teor de folatos decresceu ao longo da vida de prateleira, e nao foi possivel
constatar o efeito do tipo de embalagem sobre a vitamina. A avaliagdo em diferentes lotes
resultou em grande variagdo, com CVs de até 52,42%. Para estabelecer o teor de
fendlicos totais foi aplicado o método de Folin-Ciocalteau, pelo qual foram encontrados
47,05, 18,67 e 21,83 mg/100mL em equivalentes de acido galico (EAG), na cerveja
Malzbier, Pilsen sem alcool e Pilsen, respectivamente. O tipo de embalagem utilizada, lata
ou garrafa, apresentou relevancia para o teor de fendlicos totais somente para a cerveja
Pilsen, e a cerveja sem alcool foi a que mais apresentou variagdo do teor entre marcas.
Para avaliagdo da capacidade antioxidante foram realizados ensaios utilizando o radical
2,2- difenil -1- picrilhidrazil (DPPH) e o poder antioxidante de redugéo do ferro (FRAP). Os
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Resumo Geral

dois ensaios indicaram a cerveja Malzbier com maior capacidade antioxidante,
corroborando com o teor de fendlicos totais. Para identificacdo e quantificagdo do trans-2-
nonenal, um dos principais responsaveis pelo sabor envelhecido em cervejas, foi utilizado
o método de headspace com microextracdo em fase sdélida e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (HS-SPME-GC-MS). Foi utilizada coluna 5%-fenil-
metilpolisiloxano (HP-5MS) e a condicdo cromatografica empregada teve inicio em
temperatura de 60°C, variando 3 °C/min até atingir 100°C. Em seguida, uma rampa de 10
2C/min até atingir 200°C e permanéncia a 200°C por sete minutos para limpeza da coluna.
O gés de arraste (hélio) teve vazao constante de 1,0 mL/min. Os ions monitorados para a
identificacao (m/z) foram 55, 70 e 83 (fonte de ionizagdo de 70eV), apds verificacao do
espectro de massas do composto. O teor de trans-2-nonenal encontrado variou de 0,11 a
0,46 pg/L nas cervejas em lata, estando acima de seu threshold. Para este composto foi
encontrada diferenga significativa entre amostras de um mesmo tipo de cerveja, porem
nao houve diferenca significativa entre os trés tipos de cerveja analisados. Este trabalho
demonstrou que a cerveja brasileira possui substancias benéficas a saude humana, com
teor similar a de outros alimentos, e que o trans-2-nonenal ainda é presente em
guantidades acima do threshold na bebida, podendo comprometer sua qualidade. De
modo geral, a embalagem, lata ou garrafa, ndo influenciou no teor das substancias
analisadas e a cerveja Malzbier se destacou pela maior capacidade antioxidante.

Palavras-chave: Cerveja, folatos, vida-de-prateleira, CLAE, capacidade antioxidante,
DPPH, FRAP, compostos fendlicos totais, trans-2-nonenal, GC-MS.
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General Abstract

GENERAL ABSTRACT

In the present study methods were adapted and applied to quantify levels of folate,
antioxidant capacity assessment and E-2-nonenal quantification in Brazilian beers. 5
brands of Pilsen, non-alcoholic and Malzbier beers were used, in can and amber bottle.
For determination of folates (folic acid - FA, 10-methyl-folic acid - 10Methyl, 5-
methyltetrahydrofolate - 5Methyl, 5-formyltetrahydrofolate - 5Formyl and 10-formyl-folic
acid - 10Formyl) B vitamins, a method using liquid chromatography (HPLC) was
employed. In the chromatographic step a C18 column was used and was applied a
gradient elution with mobile phase consisting of an acetic acid 2.0% solution adjusted to
pH 2.8 and acetonitrile, at a flow rate of 0.5 mL / min. The detection was performed with
the diode array detector at 290nm for FA and 10Methyl, and with a fluorescence detector
at Aexc. 290nm and Aemis. 360nm in the detection of 5Methyl and 5Formyl, and at Aexc.
290nm and Aemis. 445nm for the 10Formyl. After its validation, the method presented
correlation coefficients ranging from 0.9970 to 0.9999 ug/100 mL, detection limits from
0.07 to 2.42 pug/100 mL and quantification limits between 0.22 and 8.07 ug/100 mL. The
standard deviation (SD) was between 0.75 and 5.01% and intermediate precision was
from 1.20 to 9.99%. Tests of recovery levels were resulted between 92 and 107%. Folates
found in beers were 10Methyl, 5Methyl and 10Formyl. The total folate levels found among
types of fresh beers ranged from 18.26 to 23.99 ug/100mL. These vitamins were
monitored during beer shelf life (6 months), being evaluated in freshly brewed beer and at
every subsequent 2 months. Overall levels of folate found decreased over the shelf life,
but it was not possible to verify the effect of package to protect beer against degradation of
the vitamins. Evaluation in different batches showed a great variation, with SD up to
52.42%. To determine the total phenolic content was applied the Folin-Ciocalteau method,
by which they were found 47.05, 18.67 and 21.83 in mg/100mL equivalents gallic acid
(EGA) for Malzbier beer, alcohol-free Pilsen and Pilsen, respectively. The type of
packaging used, can or bottle, had relevance to the total phenolic content only for Pilsen
beer. Nonalcoholic beer showed the highest variation. To evaluate the antioxidant
capacity, tests using the radical 2,2 - diphenyl -1 - picrylhydrazyl (DPPH) and the ferric
reduction antioxidant power (FRAP) were performed. The two tests indicated the beer
Malzbier has the highest antioxidant capacity, which agrees with the content of total
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phenolics. For identification and quantification of E-2-nonenal, a major cause of aged
flavor in beers, it was used a headspace method with micro solid phase extraction and gas
chromatography technique coupled with mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS). A 5%-
phenyl-methylpolisiloxane (HP-5MS) column was used. The chromatographic conditions
used beginning in temperature of 60 °C, ranging from 3 °C / min up to 100 °C. Then, ramp
of 10 T / min until 200 °C and then stay at 200 °C for seven minutes to clean the column.
The carrier gas (helium) had constant flow of 1.0 mL / min. The monitored ions were 55,
70 and 83 (m/z) (source of ionization 70eV), after verification of mass spectra of the
compound. Levels of E-2-nonenal ranged from 0.11 to 0.46 pg/L in beer cans, being
above its threshold. For this compound significant difference was found between samples
of the same type of beer, but there was no significant difference between the three types
of analyzed beer. This study showed that the Brazilian beer have beneficial substances to
human health, with similar content to other food, and that the E-2-nonenal is still present in
quantities above the threshold in the beverage, which can compromise its quality. In
general, the packaging, can or bottle, did not influence the content of the analyzed
substances, and Malzbier beer stood out for greater antioxidant capacity.

Keywords: Beer, folate, shelf life, HPLC, antioxidant, DPPH, FRAP, total phenolic
compounds, E-2-nonenal, GC-MS.
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INTRODUCAO GERAL

A cerveja existe desde a cultura Mediterranea cléssica, vinculada na antiguidade a
fins terapéuticos. As primeiras referéncias histéricas existem ha mais de 5.000 anos a. C.
com fabricagdo pelos Sumérios e Egipcios, e os Babil6nios ja fabricavam mais de
dezesseis tipos de cerveja de cevada, trigo e mel, ha mais de 4.000 anos. A partir do
Egito - como demonstram hierdglifos - a cerveja se difundiu entre os povos orientais,
sendo o responsavel pelo ingresso da bebida na bacia do Mediterraneo e, de Ia, para a
Europa e todo o mundo (Hough, 1990; Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000).

A cerveja é produzida da fermentacdo alcodlica do mosto de cereal malteado,
geralmente malte de cevada, e lUupulo, sendo facultativa a adicao de outra matéria-prima
amilacea (Brasil, 1997). A variacdo desses ingredientes e/ou do processo de fabricagéo
resulta em diferentes tipos de cerveja (Rodrigues, 2000; Martinez, 2004).

De acordo com o ultimo levantamento do Sindicerv, o0 mercado cervejeiro no Brasil
produziu 10,34 bilhées de litros de cerveja ao longo de 2007 e o consumo per capita foi de
56 litros. O setor faturou R$ 25,8 bilhdes e investiu R$ 3 bilhdes nos dltimos cinco anos. O
Brasil ocupa a quinta posi¢cdo no ranking mundial dos produtores de cerveja (Sindcerv,
2010).

Durante a Feira Internacional de Tecnologia em Cerveja, Brasil Brau 2009, foi
destacado o papel do Brasil no mercado mundial da cerveja. Segundo Michael Schadler,
diretor de marketing internacional da USA Hops, associagdo que reune os produtores de
lipulo dos Estados Unidos, o Brasil ndo conta apenas como quinto mercado mundial da
bebida, figura também entre os trés principais destinos de exportagdo do lupulo
americano, ja que o pais nao produz lupulo e que entre os quatro primeiros produtores
mundiais acima do Brasil, China, Estados Unidos, Alemanha e Russia, somente este
ultimo nao tem producdo prépria de lupulo (Cervesia, 2009). Ainda, segundo o IBGE,
enquanto a produgéo industrial total do Pais despencou cerca de 15% em abril de 2009,
em comparagao com o mesmo més em 2008, os fabricantes de bebidas registraram alta
de 5% (IBGE, 2010).

Conforme aumenta o consumo de cerveja, cada vez mais sdo realizadas
pesquisas envolvendo a bebida, tanto no aspecto da saude e compostos funcionais, como

para melhoramento do paladar e aroma da cerveja. Assim, sao também cada vez mais
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necessarios métodos que simplifiquem esta avaliagao e tornem o controle do teor dessas
substancias mais pratico.

Sabe-se que o teor de folatos na cerveja é significativo (Catharino, 2004;
Jagerstad et al.,, 2005) ja que a prépria levedura pela fermentacdo produz altas
quantidades da vitamina (Brody, 1991, Seyoum e Selhub, 1998; Osseyi, Ewhling e
Albrecht, 2001; Kariluoto et al., 2004). Folato € um termo geral que se refere a compostos
nao sé estruturalmente, mas também com atividade semelhante a do &cido félico, uma
vitamina do complexo B (Brody, 1991; Brody, 1994; Brubacker, 1985; Zanini e Oga, 1994).

Desde a década de 80 verifica-se um acréscimo nas evidéncias da relagdo entre a
deficiéncia de folatos e o risco de defeitos em tubo neural de fetos durante a gestagao, de
doencas cardiacas, de certas formas de tumores e mal de Alzheimer, entre outras
(Hawkes e Villota, 1989; Scott, Rébeille e Fletcher, 2000; Gross, 2009). Os folatos
também estao envolvidos na producao da mielina, a principal proteina que participa da
biossintese de camadas de lipidios que separam os nervos axdnios. Deste modo, a
caréncia de folatos também vem sendo associada a doencgas degenerativas por diminuir a
biossintese de mielina (Scott, Rébeille e Fletcher, 2000; Eudes et al., 2009).

Assim como os folatos, a ingestdo de compostos antioxidantes também reduz o
risco da ocorréncia de certas doencas como o cancer e insuficiéncia coronaria (Sies,
1991; Gey e Puska, 1989; Gerster, 1991; Namiki, 1990; Ramarathnam et al., 1995;
Papadopoulou e Frazier, 2004), inflamacao e doencas relacionadas ao envelhecimento,
por exemplo esclerose multipla, mal de Parkinson, doenga auto-imune, isquemia, anemia
e deméncia senil (Halliwell e Gutteridge, 1990). Uma das principais fontes de polifenois é
a cerveja (Freitas, 2006), sendo essencialmente provenientes da casca de cevada
malteada e do lupulo. Também aparecem compostos mais complexos como os taninos
(Gonzéles San José, Muniz Rodrigues e Vall Bellés, 2001; Heim, Tagliaferro e Bobilya,
2002). A capacidade antioxidante da cerveja é comparavel a do vinho branco, mas inferior
a do vinho tinto, nesses produtos os compostos antioxidantes sao diferentes devido a
composicao do malte e do lupulo diferir da composi¢cao das uvas (Lugasi, 2003).

Quanto a qualidade sensorial da cerveja, um dos compostos que mais contribui
negativamente é o trans-2-nonenal, ja que uma concentracdo deste aldeido
compreendida entre 0,05 ppb e 0,1 ppb ja é suficiente para fazer sobressair o sabor de
papel-cartdo (Collin e Noél, 1994). O aumento de sua concentracdo na bebida esta
relacionado ao processo oxidativo (Meilgaard, 1975; Liegeois et al., 2002; Santos et al.,
2003, Saison et al.,, 2009), e apesar de ser caracteristico em cervejas envelhecidas,
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muitas vezes o sabor oxidado é encontrado em cervejas com menos de 3 meses de vida
de prateleira (Santos et al., 2003).

Deste modo, com o mercado de cerveja em expansao, este trabalho buscou
aplicar e aperfeicoar métodos para identificacdo e quantificagdo de alguns destes
compostos na cerveja brasileira e compara-los entre tipos diferentes como a Pilsen, sem
alcool e Malzbier, além de possivel influéncia do tipo de embalagem.
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Objetivos

OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar o teor de folatos, capacidade antioxidante e presenca de trans-2-nonenal

em cervejas brasileiras tipo Pilsen, Pilsen sem alcool e Malzbier.

Objetivos especificos:

Validar um método por CLAE para a deteccao de folatos em cervejas.

Avaliar o teor dos folatos presentes nos diferentes tipos de cerveja e acompanhar
a estabilidade durante a vida de prateleira do produto (6 meses).

Observar a influéncia da embalagem (lata e garrafa) no teor de folatos em cerveja.

Avaliar a capacidade antioxidante dos diferentes tipos de cerveja e compara-la por
dois diferentes métodos.

Quantificar compostos fendlicos totais na cerveja.

Observar a influéncia da embalagem (lata e garrafa) na capacidade antioxidante e
teor de fendlicos totais da cerveja.

Determinar o teor de trans-2-nonenal nos diferentes tipos de cerveja
acondicionadas em lata.
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RESUMO

Cerveja € qualquer uma das variedades de bebidas alcodlicas produzidas pela
fermentacao de matéria-prima como amido, cereais ou outras fontes vegetais. Em termos
historicos, a cerveja ja era conhecida pelos sumérios, egipcios e mesopotamios, desde
cerca de 5. 000 a.C. Como os ingredientes usados para fazer cerveja diferem de acordo o
tipo e a qualidade das matérias-primas, as caracteristicas (tipo, sabor e cor) variam
amplamente. Podem ser classificadas pelo teor de é&lcool e extrato, pelo malte ou de
acordo com o tipo de fermentagcdo. As cervejas de alta fermentacao sdo aquelas cujas
leveduras flutuam, durante o processo. A maior parte das cervejas é de baixa
fermentagao, ou seja, quando expostas a temperaturas entre 9°C e 14°C, o levedo fica
depositado no fundo do tanque, sendo conhecidas como “Larger”. E uma bebida
amplamente consumida no Brasil, que s6 perde em volume, para a China, Estados
Unidos, Alemanha e Russia. Os tipos de cerveja mais consumidos no pais sao a Pilsen,
com consumo de cerca de 98%, e a Malzbier. O processo de fermentacdo da cerveja,
através de leveduras, aumenta os niveis de folatos presentes, além dos folatos
provenientes dos gréos. Os folatos sdo vitaminas essenciais a saude, prevenindo
malformagdes congénitas, anemia megaloblastica, diversos tipos de cancer e doengas
cronicas, além de auxiliar a formacao de DNA e a conversdao de homocisteina em
metionina. A cerveja também possui alto poder antioxidante, especialmente através dos
polifendis, protegendo o sistema biolégico contra o efeito nocivo de processos ou reagoes
gue possam causar oxidacao excessiva, e prevenindo contra patologias como o cancer,
insuficiéncia coronaria, inflamacgéo, esclerose multipla, mal de Parkinson, doenca auto-
imune, isquemia, anemia e deméncia senil. O alto consumo de cerveja no Brasil se deve,
entre outros fatores ao sabor fresco que agrada a populacdo. Este sabor € resultado de
uma interacao complexa entre centenas de compostos quimicos que podem ocasionar
muitas reagdes durante seu armazenamento, tendo por resultado uma diminuicdo de
notas frescas. Os indices excessivos de oxigénio, as altas temperaturas e os tempos
durante a pasteurizacao da cerveja podem conduzir ao gosto do pasteurizado, para o qual
um dos compostos mais citados como responsavel € o trans-2-nonenal. Ele possui um
threshold muito baixo, j& que uma concentragdo deste aldeido compreendida entre 0,05
ppb e 0,1 ppb é suficiente para fazer sobressair este sabor caracteristico.

Palavras-chave: Cerveja, folatos, antioxidantes, trans-2-nonenal.
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ABSTRACT

Drinks called as beer are any variety of alcoholic beverages produced by fermentation of
starchy matter, derived from grain or other plant sources. Historically, beer was known by
the Sumerians, Egyptians and Mesopotamians, from about 5,000 b. C.. As the ingredients
used to make beer differ according to type and quality of raw material, characteristics
(type, flavor and color) vary widely. They can be classified by the alcohol and extract
quantity, and malt or according to the type of fermentation. The top-fermented beers are
those whose yeast float during the process. Most of the beer fermentation is low, in other
words, when exposed to temperatures between 9 T and 14 T, the yeast settles at the
bottom of the tank, known as “Larger”. It is a beverage widely consumed in Brazil, being
only behind to China, the United States, Germany and Russia in volume. The types of
beer more consumed in the country are Pilsen, with consumption of about 98%, and
Malzbier. The process of beer fermentation by yeast increases folate levels, besides
folates from grain. Folates are vitamins essential to health by preventing birth defects,
megaloblastic anemia, various cancers and chronic diseases, and helping the formation of
DNA and the conversion of homocysteine to methionine. Beer also has a high antioxidant
power, especially through the polyphenols, and protect the biological system against the
harmful effects of processes or reactions that may cause excessive oxidation, and
preventing against diseases such as cancer, coronary heart disease, inflammation,
multiple sclerosis, Parkinson's disease, autoimmune disease, ischemia, anemia and senile
dementia. The high consumption of beer in Brazil is due, among other factors, the fresh
flavor that appeals to consumers. This flavor is the result of a complex interaction of
hundreds of chemical compounds that can cause many reactions during storage, resulting
in a decrease of fresh notes. The excessive levels of oxygen, high temperatures and times
during the pasteurization can lead to the taste of pasteurized, and one of the more cited
compounds as responsible for this, is the trans-2-nonenal. It has a very low threshold,
since concentrations between 0.05 ppb and 0.1 ppb are sufficient to bring out its flavor.
This study aimed to review beer characteristics, with some compounds responsible for
their health benefits, as well as a compound responsible for the taste of aged beer.

Key-words: Beer, folates, antioxidants, E-2-nonenal.
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1. Cerveja

1.1. Historico

A cerveja ja era conhecida pelas populagdes antigas e era uma bebida muito
popular em clima ndo propicio ao cultivo de uvas. A maioria das bebidas elaboradas com
cereais nos ultimos 8.000 anos é hoje considerada como cerveja (Reinold, 1997; Venturini
Filho, 2000).

Sua origem histérica é desconhecida. Sabe-se que 0s sumérios e 0s egipcios
produziam cerveja, ha mais de 5.000 anos antes de Cristo, e os babil6nios ja fabricavam
mais de dezesseis tipos de cerveja de cevada, trigo e mel, ha mais de 4.000 anos (Hough,
1990; Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000). O mais antigo cddigo de leis conhecido, o de
Hamurabi na Babil6nia (datado de 1.800 anos antes de Cristo), declarava que a pena de
morte poderia ser imposta a quem diluia a cerveja que vendia. Igualmente, foi encontrada
em papiros egipcios, de cerca de 1.300 anos antes de Cristo, uma regulamentagéo da
venda de cerveja (Santos, 2002). A bebida também foi produzida por gregos e romanos
durante o apogeu destas civilizagbes (Venturini Filho, 2000).

Na América do Sul, os incas ja bebiam cervejas elaboradas a partir de gréaos
(milho), e ha ainda antigas referéncias as cervejarias milenares na China e no Japao.
Também no continente africano existem indicios de que a cerveja africana seja uma
bebida tradicional do Zaire e paises vizinhos (Reinold, 1997).

O lbpulo ja era conhecido em algumas partes do mundo no século VIII, porém
apenas no século XVI tornou-se conhecido e popular na Europa (Inglaterra) como uma
planta que adicionava sabor (Hough, 1990; Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000).

A cerveja foi usada na idade média como mercadoria para comércio, pagamento e
impostos. No século X1V, a cidade de Hamburgo, na Alemanha, era o centro cervejeiro da
Europa, com mais de mil mestres cervejeiros (Reinold, 1997). No Brasil, o habito de tomar
cerveja foi trazido por D. Jodo VI, no inicio do século XIX, durante a permanéncia da
familia real portuguesa no territério brasileiro (Hough, 1990; Reinold, 1997; Venturini Filho,
2000). Nesta época, a cerveja consumida era importada da Europa. Em 1888 foi fundada
na cidade do Rio de Janeiro a primeira cervejaria brasileira e, em 1891, na cidade de Sao
Paulo (Venturini Filho, 2000).
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1.2. Descricao

A cerveja é um produto tradicional e aceito popularmente. Genericamente pode ser
definida como uma bebida carbonatada de baixo teor alcodlico, preparada a partir do
malte “cevada germinada”, lUpulo, fermento e agua de boa qualidade (Rodrigues, 2000). A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria define cerveja como a bebida obtida pela
fermentagao alcodlica do mosto oriundo do malte de cevada e agua potavel, por agéo da
levedura, com adi¢do de lupulo, na qual o malte e o lupulo poderédo ser substituidos por
seus respectivos extratos e parte do malte de cevada pode ser substituido por cereais
como a cevada, o arroz, o trigo, o centeio, o0 milho, a aveia e o0 sorgo, todos integrais, em
flocos ou a sua parte amilacea (Brasil, 1997).

Os principios do processo de produgdo de cerveja devem ser mantidos
constantes, independente do tipo de cerveja a ser fabricado. Porém, associadas a esses
principios, diferentes variaveis de fabricacao irdo determinar a qualidade final do produto
e gerar diversificagcoes ou diferentes tipos de cerveja. Dentre estas variaveis de fabricacao
destacam-se: as variaveis de cevada utilizadas, o local e a estacdo do ano de cultivo, o
tipo de malteacao principalmente na secagem, o método de preparo do macerado, o0 uso
de adjuntos, o tipo de filtracdo do mosto, a agua utilizada, leve ou pesada, o tempo de
cozimento, os tipos de lupulo usados e o0 momento que sdo adicionados do cozimento, o
tipo de fermento, o tempo de fermentagdo e maturacao, o tipo ou auséncia de filtracao da
cerveja, a decisdo de pasteurizar ou ndo e o controle do binbmio tempo-temperatura em
todas as fases de fabricacdo (Varnam e Sutherland, 1994; Rodrigues, 2000).

As cervejas de alta fermentacdo sdo aquelas cujas leveduras flutuam, durante o
processo, apos fermentar o mosto, gerando um produto de cor cobre-avermelhada, de
sabor forte, ligeiramente acido e com teor alcodlico entre 4% e 8%. A maior parte das
cervejas € de baixa fermentacéo, ou seja, o levedo fica depositado no fundo do tanque
(Hough, 1990; Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000).

As leveduras sao responsaveis pela transformagado dos agucares do mosto em
alcool e gas carbbnico, e na industria cervejeira distinguem-se fundamentalmente duas
espécies: Saccharomyces cerevisiae (utilizada em cervejas claras, de alta fermentacao,
ou seja, que fermentam entre 13 e 16°C) e Saccharomyces uvarum ou carlsbergensis
(utilizadas em cervejas de baixa fermentacao, entre 4 e 8°C) (Varnam e Sutherland, 1994;
Haj-Isa, 2000).
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Segundo Haj-Isa (2000), Filho (2000), Santos (2002) e Sindicerv (2009), as etapas
de fabricacdo da cerveja sao divididas em:

1.2.1 Preparo do mosto

A primeira fase do processo produtivo ocorre quando as matérias-primas (malte,
lupulo e adjuntos) sdo misturadas em agua e dissolvidas, visando a obtengéo de uma
mistura liquida agucarada chamada mosto, que € a base para a futura cerveja.

1.2.2 Fermentacgao

Apés o resfriamento, 0 mosto recebe fermento e é acondicionado em grandes
tanques, chamados de fermentadores (onde comeca a fase de fermentacao). Nessa
etapa, o fermento transforma o agucar do mosto em alcool e gas carbbnico, obtendo
assim energia necessaria a sua sobrevivéncia. Durante todo o processo é muito
importante o controle preciso da temperatura, pois somente na temperatura correta o
fermento produzira cerveja com o sabor adequado. A fermentagdo é certamente a fase
mais importante para o paladar da cerveja, visto que, paralelamente a transformacgéao de
acucar em alcool e gas carbénico, o fermento produz outras substancias, em quantidades
muito pequenas, mas que sao as responsaveis pelo aroma e pelo sabor do produto.

1.2.3 Maturacdo

Uma vez concluida a fermentagao, a cerveja é resfriada a zero grau, a maior parte
do fermento é separada por decantacéo (sedimentacao) e tem inicio a maturacao. Nessa
fase, pequenas transformagdes ocorrem para aprimorar o sabor da cerveja. Algumas
substancias indesejadas oriundas da fermentacdo sédo eliminadas e o agucar residual
presente é consumido pelas células de fermento remanescentes, em um fenébmeno
conhecido por fermentagdo secundaria. A maturacdo costuma levar de 6 a 30 dias,
variando de uma cervejaria para outra. Ao final dessa fase, a cerveja esta praticamente

concluida, com aroma e sabor finais definidos.

1.2.4 Filtracdo

Ap6s maturada, a cerveja passa por uma filtragcao, que visa eliminar particulas em
suspensao, principalmente células de fermento, deixando a bebida transparente e
brilhante. A filtracdo ndo altera a composicao e o sabor da cerveja, mas é fundamental
para garantir sua apresentacao, conferindo-lhe um aspecto cristalino.
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1.2.5 Enchimento e Pasteurizacdo

O enchimento é a fase final do processo de produgédo. Pode ser feito em garrafas,
latas e barris. Logo apdés o enchimento, a cerveja é submetida ao processo de
pasteurizacao, principalmente quando sdo envasadas em garrafas ou latas (no barril, a
cerveja normalmente ndo é pasteurizada e por isso recebe o nome de chope). A cerveja é
submetida a um aquecimento a 60°C e posterior resfriamento, para garantir maior
estabilidade ao produto. E, entdo, possivel as cervejarias assegurar uma data de validade
ao produto de seis meses apods sua fabricagao.

A Figura 1 apresenta um esquema simplificado das principais etapas do processo
de fabricacdo da cerveja.

Etapa 1: Maltagem Etapa 2: Empastagem Etapa 3: Fermentacio

Cevada 7 /—’ Malte 7 /—' Mosto 7

- Germinagio - Moagem - Arcjamento
- Aquecimento (paragem de - Adigdo de dzea ¢ milho - Inoculagio com leveduras
germinagiio ¢ desidratacio) - Maceragio com aquecimento 3 seleccionadas
- Torrefagio ebuli¢io - Fermentzgdo
- Adigio de lipulo - Maturagio
- Ebuligio - Clarificagiio, pasteurizagio
- Eliminagfo do lipulo e cngarrafamenio

. L cen
Malte Mosto Cerveja

Figura 1: Diagrama esquematico das principais etapas do processo de fabricagdo da
cerveja (Santos, 2002).

1.3. Tipos de Cerveja

De forma geral, pode-se afirmar que existem dois grandes seguimentos de
cerveja: as “Ale” e as “Larger”. As primeiras sao produzidas por leveduras de alta
fermentagéo entre elas Pale Ale, Brown Ale, Mild, Bitter, Stout, Porter e Barley Wine, e as
segundas sdo fabricadas utilizando-se leveduras de baixa fermentagdo e normalmente
maturadas a baixa temperatura. Os tipos mais representativos de “Larger” sao: Pilsen,
Munich, Boch, Export e Malzbier (Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000). Alguns tipos de
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cerveja produzidos, com sua origem e principais caracteristicas estdo sumarizados na
Tabela 1.

Tabela 1: Alguns tipos de cerveja produzidos ao redor do mundo
TIPOS DE CERVEJA

~ TEOR ~
CERVEJA ORIGEM COLORACAO ALCOOLICO FERMENTACAO
Pilsen R%%‘:g:a Clara Médio Baixa
Stout Inglaterra Escura Alto Geralmente Alta
Porter Inglaterra Escura Alto Alta ou Baixa
Munich Alemanha Escura Médio Baixa
Bock Alemanha Escura Alto Baixa
Malzbier Alemanha Escura Alto Baixa
Ice Canada Clara Alto -

Fonte: Sindicerv (2009).

Os principais tipos de cerveja consumidos no Brasil sdo Pilsen, Stout, Munich,
Malzbier e Bock (Reinold, 1997).

1.3.1 Pilsen

A cerveja do tipo Pilsen nasceu em Pils, na Tchecoslovaquia, em 1842, e € a mais
conhecida e consumida no mundo. De sabor delicado, leve, clara e de baixo teor alcodlico
(entre 3% e 5%), é também a preferida dos brasileiros. No Brasil, 0 consumo da Pilsen
chega a 98% do total ingerido (Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000; Sindicerv, 2009).

1.3.2 Stout

Originaria da Inglaterra e Irlanda, a stout é feita com cevada torrada e possui um
sabor que associa 0 amargo do ltpulo ao adocicado do malte. E elaborada com maltes
especiais - escuros - e extrato primitivo de 15%. A fermentacéo é geralmente alta. Sua cor
€ escura e seu teor de alcool e extrato sao altos (Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000;
Sindicerv, 2009).

1.3.3 Munich

Aperfeicoada em Munique, na Alemanha, por volta de 1830. Indica uma cerveja
“Larger” de cor castanho escura. Apresenta malte tostado, porém sem sabor de torrado.
Apresenta teor de extrato original de 12,7% m/m e 5,0% de alcool em volume, corpo
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médio a cheio, paladar de malte mas nao doce, e amargor leve (menor que a Pilsen)
(Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000; Sindicerv, 2009).

1.3.4 Malzbier

A tradicional Malzbier é produzida a partir de malte tipo Viena, que confere a
bebida a coloragdo ambar-avermelhada. Utiliza-se levedura de baixa fermentagdo. Sua
maturagao é extremamente longa, chegando a mais de trés meses de armazenamento. O
extrato original da cerveja é de 13,0-13,5% m/m, a apresenta teor alcodlico acima de
5,0% em volume. E uma cerveja meio forte, de corpo pronunciado, sabor de malte mais
concentrado no aroma do que no gosto (Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000; Sindicerv,
2009).

1.3.5 Bock

A cerveja tipo bock é outra “Lager” de aceitacdo mundial por ter um sabor mais
forte e encorpado, geralmente de cor escura, com teor alcoolico variando entre 5 e 7%. O
malte usado na sua preparagao é mais torrado e caramelizado, o que transmite um sabor
menos amargo. A sua espuma é cremosa e resulta do prolongado processo de maturagao
e fermentacdo (Santos, 2002). E originaria da cidade de Einbeck, na Alemanha. Tem
baixa fermentacdo e alto teor alcoodlico (Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000; Sindicerv,
2009).

1.4. Mercado

Segundo Haj-Isa (2000), a potencialidade do mercado cervejeiro no Brasil é
enorme por, entre outros motivos, grande parte da populacdo brasileira ser jovem, faixa
etaria em que o consumo de cerveja € maior, e pela politica de produgao e de marketing
das empresas estarem em expansdo. Além do Brasil, por ser um pais tropical, possuir
tudo para a irrestrita aceitagéo da cerveja pelos consumidores (Bracco, 1986).

O Jornal Folha online, em 20 de julho de 2009, publicou que o mercado de vendas
de cerveja cresceu quase 4,0% em maio de 2009 em relagdao ao més anterior. As vendas
da bebida em volume aumentaram 3,7% entre abril e maio (para 1,2 bilhdo de litros),
subiram 4,5% em volume e 9,4% em valores (Datamark, 2009). No mercado de cerveja, o
Brasil sé perde, em volume, para a China (35 bilhdes de litros/ano), Estados Unidos (23,6
bilhdes de litros/ano), Alemanha (10,7 bilhdes de litros/ano) e Ruassia (9 bilhdes de
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litros/ano). O consumo da bebida, em 2007, apresentou crescimento em relagdo ao ano
anterior, totalizando 10,34 bilhdes de litros (Sindicerv, 2009).
As Figuras 2 e 3 ilustram o consumo e producdo de cerveja no Brasil,

respectivamente.

BERcoERERE SRS

1904 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004
Fonte: BMDES e Sindicery

Figura 2: Consumo per Capita de cerveja no Brasil (litros por ano) ( Sindcerv, 2010).
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Fonte: BNDES e Sindicerv

Figura 3: Produgéao de cerveja no Brasil (bilhdes de litros) (Sindcerv, 2010).

1.5. Alcool

O consumo moderado de cerveja e vinho, ao contrario do que acontece com o
consumo excessivo, pode fornecer aos consumidores substancias que apresentam efeitos
protetores contra doengas cardiovasculares, como disturbios no coragdo e algumas
formas de trombose (Fagrell et al., 1999, Hendriks e Rimm, 2004), conforme demonstrado
em estudos por todo o mundo. Deste modo, estima-se que a ingestao de 30g de alcool
por dia (cerca de trés copos de cerveja), pode reduzir o risco de doengas corondrias em
25% (Rimm et al., 1999). A explicacao para esta situagéo reside no fato de a quantidade
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de colesterol no sangue (high density lipoprotein HDL, o bom colesterol) aumentar quando
se consome alcool, diminuindo assim o risco de doengas. Pesquisas realizadas mostram
que dois copos de cerveja por dia (20g de alcool) pode aumentar o colesterol HDL na
ordem dos 4,0% (McConnell et al., 1997). E claro que o consumo em excesso Nndo
acresce este valor, ao contrario, pode provocar varios problemas em outros sistemas do
organismo humano. Outra explicacdo para os beneficios descritos, baseia-se na
tendéncia que existe para a redugédo do aparecimento de coagulos no sangue quando se
consome alcool (Gorinsten et al., 1997). Outras pesquisas foram efetuadas no sentido de
se aferir a influéncia do consumo de alcool em certo tipo de doencas. Deste modo,
obtiveram-se resultados que evidenciam que o consumo moderado de cerveja ou vinho
pode proteger contra a formacdo de pedra na vesicula (Leitzmann et al., 1999),
osteoporose (Charles et al., 1999) e até diabetes (Rimm et al., 1995).

Cabe ressaltar que o consumo de bebidas alcodlicas deve ser, além de moderado,
realizado apenas por consumidores saudaveis, maiores de idade e ndo gestantes.

2. Folatos
2.1. Descricao

O termo folato é utilizado para um grupo de vitaminas hidrossoliveis com
estruturas e atividades semelhantes ao acido folico (Brody, 1991; Zanini e Oga, 1994, de
Bree et al., 1997). Sédo vitaminas essenciais, que fazem parte do grupo das vitaminas do
complexo B, sendo o acido folico (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol-L-glutamico)
conhecido como acido pteroilglutamico, vitamina B, vitamina By e vitamina M (Brody,
1991; Zanini e Oga, 1994).

Os folatos representam um grupo de compostos que variam pelo estado de
oxidagcao da estrutura do anel de pteridina e pelo seu numero de residuos de glutamatos
conjugados (Eittenmiller, Landen e Augustin, 1998; Brouwer, 2008). Estdo naturalmente
presentes em alimentos, geralmente, na forma reduzida, como derivados de
poliglutamatos, com 2 a 7 residuos de acido glutamico (Franco, 1992).

Os folatos encontrados nos alimentos estdo, predominantemente, na forma de
poliglutamatos, sendo o 5-metiltetraidrofolato o congénere majoritario (Czeize e Dudas,
1992; Zanini e Oga, 1994). O acido pteroilglutdmico (PteGlu-1) é estrutura quimica
comum aos folatos, suas diferentes formas (Figura 4) sao sintetizadas a partir de reagéo
de metilagao e replicagao celular no organismo humano (Goodman e Gilman, 1991).
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A estrutura quimica dos folatos compreende um anel de pteridina ligado ao acido
p-aminobenzéico (PABA), que por sua vez esta ligado, através da carboxila do grupo
amina, ao &cido glutdmico. O anel pteridina pode existir em trés estados de oxidacao. Os
grupos de um carbono podem estar nas posicdées Ns ou Nio e podem diferir no estado
oxidado, existindo como folatos derivados de formil, metil ou formaldeido. Além destas
variaveis estruturais, a maioria dos folatos naturais se encontra primariamente na forma
reduzida e ligados a residuos de &cido glutamico, que variam de 3 a 11 unidades

dependendo da origem do alimento (Hanson e Gregory, 2002).
c H
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Pteridina p-aminwbenzozto Gluamato
Ptaroata
Falata R
THF H H
10-Farmil-THF H CHO
5-Formil-THF CHO H
S-haleil-THF CHy H
3-Farmrimina-THF  CH=NH H
5,10-Metenil-THF =-CH-
5,1 0-Metileno-THF ~CHy—

Figura 4: Estrutura quimica do Tetrahidrofolato e os derivados da substituicdo dos grupos
R e X por unidades de 1 carbono — As letras A, B e C marcam os locais onde ocorre o
ataque das enzimas cataliticas de bactérias e nos animais (Hanson e Gregory, 2002).

2.2. Biossintese

Os folatos tém os residuos de glutamatos unidos ao primeiro glutamato por y-
ligacdes, e a maioria das enzimas que utilizam folatos como substrato preferem estas
formas de poliglutamatos. Estdo em niveis de tracos nas plantas (<5 nmol g') e todos tém
grau de instabilidade variavel, particularmente, pelo rompimento oxidativo em fragmentos
da pteridina e do PABA-glutamil. Os folatos séo, entretanto, estaveis in vivo, quando sao
ligados a proteinas (Scott, Rébeille e Fletcher, 2000).

Além de serem vitais para plantas, os folatos sdo requeridos na dieta humana
porque, ao contrario das plantas, os seres humanos ndo possuem as enzimas para a
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sintese de folatos. Por isso uma alimentagdo rica de vegetais é importante para a
ingestao da vitamina (Scott, et al. 2002).

A rota do &cido shiquimico foi descoberta como a rota biossintética dos
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina, e triptofano), possuindo o corismato como
intemediario (Haslam, 1993). Esta rota foi encontrada somente nos microorganismos e
nas plantas (Scott et al., 2002). A partir da molécula de corismato formada na rota, é que
sdo sintetizadas diversas classes de compostos, inclusive os folatos (Figura 5).

As etapas do ciclo da sintese dos folatos nos vegetais ainda nao estao totalmente
esclarecidas, mas, provavelmente, sdo as mesmas encontradas nas bactérias. Parte da
pteridina é formada de GTP, e o PABA é formado de corismato. A pteridina e as unidades
de PABA sao condensadas, glutamiladas e reduzidas para obter o tetraidrofolato, e entéo,
€ adicionada a cauda do poliglutamil. Das 11 etapas, nove sdo mediadas por enzimas

especificas (Green et al., 1996).
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Figura 5: O corismato € precursor para metabdlicos primarios e secundérios (traduzida)
(Herrmann, 1995).

2.3. Importancia

O &cido fdlico e os folatos sdo vitaminas essenciais, que possuem um papel chave
nas reacbes de transferéncia de carbono, que ocorrem na biossintese de DNA, como
doador e receptor dos grupos C1, e no ciclo da metilacao (Katzung, 1994; Devlin, 1997;
Blount et al, 1997; Scott, Rébeille e Fletcher, 2000; Trumbo 2003).

Varios tipos de folatos sdo necessarios na formacao de produtos intermediarios do
metabolismo, estando envolvidos na sintese de purina, timidilato (dTMP), sintese de
colina, serina e glicina, (Wagner, 1995). A participacao de folatos na sintese de purina de
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dTMP parece ser, destas reagbes, a metabolicamente mais significativa, por ser
fundamental a sintese de DNA (Katzung,1994; Dang, Arcot e Shrestha, 2000; Thomas,
Flanagan e Pawlosky, 2003).

A deficiéncia da vitamina esta sendo apontada como a principal responsavel pela
incidéncia de malformacdes congénitas (Milunsky, Jick e Jick, 1989; Shaw, Schaffer e
Velie, 1995), os chamados defeitos do tubo neural (Gregory, 2001; Evans et al., 2004),
que se produzem como conseqléncia de alteracées em sua configuracao fisica durante a
primeira etapa da gestacao, e podem atingir dois niveis, no cérebro (podendo dar lugar a
anencefalia ou a um encefalocele), ou na coluna vertebral (espinha bifida) (Cabrera et al.,
2004; Ramaekers e Blau, 2004), pois no periodo de gestacao ocorre aumento do numero
de células em divisao rapida, havendo entdo, maior necessidade do consumo da vitamina
desde os primeiros dias de gestacdo (Carmichael et al., 2003). Segundo Bjorklund e
Gordon, (2006), além das deficiéncias coronarias, os defeitos no tubo neural sdo as
deficiéncias de malformacao mais comuns em todo o mundo.

O tubo neural é formado entre os dias 21-27 ap6s a concepgao, antes de muitas
mulheres perceberem que estdo gravidas. Afim de prevenir os defeitos do tubo neural, a
mulheres devem consumir folatos em quantidades adequadas desde a fase antes da
concepgao até 12 semanas de gestagao (revisado em Storozhenko et al., 2005). Segundo
Carmichael et al. (2003) e Paz e Hernandez-Navarro (2006), mulheres gravidas podem
tornar-se deficientes, especialmente se suas dietas oferecem quantidades marginais
dessa vitamina.

Os folatos também participam na producao normal das hemaceas e a caréncia de
alimentos que contenham a vitamina na dieta, pode levar a anemia megaloblastica
(Dierkes, Kroesen e Pietrzik, 1998; Gregory Ill, 1989; Scott, 2000; Asok, 2005; Paz e
Navarro, 2006). Além disso, o 5-metiltetraidrofolato juntamente com a vitamina B, é
necessario para a conversao de homocisteina em metionina (Devlin, 1997; Paz e Navarro,
2006, Nilsson et al., 2008).

Doencas cardiovasculares representam a maior causa de morte em paises
ocidentais. No Brasil correspondem a 300 mil pessoas ao ano. Mais de 40% dos
pacientes com doenca primaria da artéria coronaria, cerebrovascular ou vascular
periférica tém hiper-homocisteinemia (Gaull, Sturman e Schaffner, 1974; Nair, 2000). Ha
indicios de que essa possa ser a principal causa de risco de doengas coronarias e
cardiovasculares (Seshadri et al., 2002)
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A homocisteina vem alcangcando grande importancia como fator de risco para a
doenca arterial coronaria (Welch e Loscalzo, 1998; Hankey e Eikelboom, 2000; Neto e
Chagas, 2001; Rodrigo, Passalacqua e Araya, 2003; Schnabel, Lackner e Rupprecht,
2005), pois o alto nivel de homocisteina no sangue pode aumentar a agregacao de
plaquetas, causando trombose e inativando anticoagulantes (Malinow, 1994; Scholl e
Johnson, 2000; Willcox et al., 2003). Com o suplemento do folato ocorre diminuicdo dos
niveis de homocisteina (Jacques, 1996; Moat, Lang e McDowell, 2004; Coppola,
D*Angelo, e Fermo, 2005; Caruso et al., 2006).

O &cido félico é um importante co-fator na metilagcdo da homocisteina que reduz a
hiperhomocisteina. O nivel sérico de folatos tem associacao inversa com a homocisteina
tanto em individuos saudaveis como em doentes, e é o Unico tratamento efetivo para
reduzir a homocisteina em saudaveis, juntamente com a corregdo da deficiéncia da
vitamina B12 (Neves, Macedo e Lopes, 2004)

A deficiéncia de folatos no organismo, ainda pode ser a causa de diversos tipos de
cancer (Jagerstad, Jastrebova e Svensson, 2004), como coloretal (Lemos, 2007), mamas,
pancreas, brénquios e cervical, assim como leucemia (revisado em Lucock et al., 2003), e
esté relacionada a doencas cronicas como mal de Alzheimer e depressao (Jacques et al.,
1999; Alpert et al., 2000).

Os estudos demonstram que cada uma das diferentes formas de folatos que sao
sintetizadas a partir de reacao de metilagéo e replicagcao celular no organismo humano,
desempenha um papel especifico no metabolismo intracelular (Goodman e Gilman, 1991).
A Tabela 2 apresenta algumas destas funcoes.

Tabela 2: Nomenclatura e fungdes bioquimicas das diversas formas de folatos.

Composto Congénere Radical | Posicao Funcao
Converséao de
Metiltetraidrofolato CHsH,PteGlu -CHs N5 homocisteina a
metionina e de
serina a glicina.
Acido Félico 5-CHOH,PteGlu -CHO N5 Sintese de Purinas
Sintese de Purina.
10-Formiltetrahidrofolato 10-CHOH,4PteGlu -CHO N10 Utilizagao ou geracao
de formato
5,10-Meteniltetrahidrofolato | 5,10-CHH,4 PteGlu -CH- N5-10 Sintese de Purina
5,10-Metilenotetraidrofolato | 5,10-CH,H,PteGlu -CH»- N5-10 Sintese de timidilato
Formiminotatraidrofolato | CHNHH,PteGlu | -CHNH N5 Metabollsmo da

Fonte: (Katzung, 1994; Zanni e Oga, 1994; Daly et al., 1997).
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Pesquisas mais recentes demonstram o potencial antioxidante das formas
fisiologicas dos folatos (Stocker et al., 2003; Gliszczynska-Swigto, 2007), inclusive do
acido fdlico, forma utilizada na suplementacdo das mais variadas formas de alimentos
(Gliszczynska-Swigto, 2007).

2.4. Fontes

Segundo a ANVISA (2005), sdao recomendados 240ug diarios de folatos para
homens e mulheres adultos.

As principais fontes de folatos sdo os cogumelos, rim, figado, leveduras e
especialmente vegetais (Brody, 1991; Franco, 1992, Quirés et al., 2004), como brocolis,
tomate e espinafre (Lima, 2005). Em menores quantidades os folatos também sao
encontrados em carnes, cereais, frutas e em algumas raizes (Quirds et al., 2004). Ainda
segundo The National Findiet, 2002 Study (2003), os cereais, principalmente os produtos
de gréaos inteiros, sdo 0os maiores contribuidores de folatos na dieta.

Algumas técnicas no processamento de alimentos podem aumentar as
concentracdes de folatos, como os bioprocessos, incluindo fermentacao (Seyoum e
Selhub, 1998; Osseyi, Ewhling e Albrecht, 2001; Kariluoto et al., 2004). Vinho, cerveja e
paes, sao exemplos de alimentos produzidos através da fermentacao por leveduras, por
si mesma, uma rica fonte de folatos (Seyoum e Selhub, 1998). Kariluoto, et. al. (2006)
descreve que a habilidade da levedura Saccharomyces cerevisae para produzir folatos
em meios especificos para o crescimento dos microorganismos € maior que outros tipos
de levedura e bactérias. A quantidade de vitamina encontrada na biomassa celular & 40
vezes maior que a quantidade da vitamina excretada no meio pela levedura (Kariluoto, et.
al.,, 2006), fato que confirma que nao sé o alimento produzido pela levedura contém
folatos, mas também a préprio microorganismo.

Folatos s&o encontrados tanto em produtos de bioprocessos como produtos
derivados da fermentacao de produtos lacteos e produtos de panificagao (Osseyi, Ewhling
e Albrecht, 2001), mostrando que as leveduras, mesmo em processos de transformacéao
de alguns tipos de produtos de origem animal e vegetal, mantém e/ou aumentam a
guantidade de folatos originalmente presente nesses alimentos (Kariluoto et al., 2004). No
estudo de Jagerstad et al. (2005), paes, leite e vegetais fermentados tiveram um aumento
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na concentracdo de folatos de no minimo 100%. Esses dados corroboram com o
conhecimento de que as leveduras sao fonte desta vitamina (Brody, 1991).

Segundo Jagerstad et al. (2005) o nivel de folatos em cereais ndo malteados esta
entre 0,5 e 1,0 mg/Kg, mas durante o processo de malteacdo da cevada, estes niveis
podem dobrar ou triplicar, particularmente durante os dois primeiros dias de germinagéo.
Em uma pesquisa realizada por estes autores com 120 cervejas americanas foram
encontrados folatos em uma concentracao entre 3 e 18 ug/100mL, e os mesmos afirmam
que para aqueles que consomem cervejas reguralmente, a ingestao de folatos através da
bebida pode estar entre 10-20% das necessidades diérias. Ainda, segundo Catharino
(2004), amostras de cerveja Pilsen brasileiras apresentaram teor de folatos total numa

faixa de 293 a 653 ng/100mL, sendo considerada excelente fonte dessa vitamina.

2.5. Biodisponibilidade

Sabe-se que o consumo excessivo de alcool resulta em prejuizo da
biodisponibilidade de folatos no organismo (Halsted et al., 1971; Russell et al., 1983;
Manari et al., 2003; Mason e Choi, 2005), embora os consumidores de mais de 100 g de
alcool por dia geralmente possuam deficiéncia dos niveis recomendados de ingestao de
muitos micronutrientes, a inadequacao do folato estd entre as mais comuns e esta
presente em praticamente todos os membros deste grupo (Manari et al., 2003).

No entanto, provavelmente este fato ndo ocorre entre os consumidores moderados
de alcool. Estudos de populagdes cujo consumo médio se situa entre uma e duas bebidas
por dia, geralmente ndo observam baixa de folato no organismo (Jiang et al., 2003;
Planells et al., 2003; Mason e Choi, 2005). Mayer et al. (2001), estudou consumidores de
cerveja e percebeu relacdo positiva entre a cerveja, o acido folico e concentragdes de
vitamina B12 no sangue, e negativas com a concentracdo de homocisteina. Por
categorias do consumo de cerveja, os individuos com ingestao de 1 litro por dia possuiam
significativamente menos concentracdo de homocisteina no sangue e maiores
concentracdes de folato que os individuos com menor consumo de cerveja diario. Os
autores concluiram ainda, que o consumo moderado de cerveja pode ajudar a manter os
niveis de homocisteina na faixa normal devido ao alto teor de folato presente na bebida, e
que a cerveja pode contribuir para o efeito protetor do &lcool sobre as doengas
cardiovasculares na populagdo em geral com baixa ingestdo de folato de outros

alimentos.
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3. Compostos antioxidantes

3.1. Importancia

Antioxidantes sdo inumeras substancias orgéanicas, como a vitamina E ou o
betacaroteno, que sdo capazes de contrariar os efeitos prejudiciais da oxidagcdo em
tecidos animais. Sdo compostos que protegem o sistema biolégico contra o efeito nocivo
de processos ou reagbes que podem causar oxidacdo excessiva (Krinsky, 1994).
Evidéncias epidemiol6gicas crescentes do papel de alimentos antioxidantes na prevencao
de certas doengas tém conduzido ao desenvolvimento de grande nimero de métodos
para a determinacdo da capacidade antioxidante (Pérez-Jiménez e Saura-Calixto, 2006;
Freitas, 2006).

Uma substancia € considerada antioxidante quando presente em baixa
concentracdo, comparada a do substrato oxidavel, diminui ou inibe significativamente a
oxidacdo daquele substrato (Rice-Evans, Miller e Paganga, 1997; Halliwell, 2002).
Também podem ser definidos como compostos, naturais ou sintéticos, que apresentam
elevada estabilidade oxidativa e que tém propriedade de prevenir a oxidagao de outras
substancias como proteinas, acidos nucléicos e lipidios (Moreira e Mancinil-Filho, 2003).

Estudos epidemiol6gicos associaram o uso de suplementos de compostos
antioxidantes, incluindo compostos polifendlicos, vitaminas E e C, e carotendides, com
reducdo substancial do risco de doencgas relacionadas com estresse oxidativo (Ames,
Gold e Willet, 1995), um desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, com
balango maior para as oxidantes, resulta na indugédo de danos celulares pelos radicais
livres (Sies, 1993).

Entre as doencas que possuem risco reduzido pela ingestdo de compostos
antioxidantes encontram-se o cancer e insuficiéncia coronaria (Sies, 1991; Gey e Puska,
1989; Gerster, 1991; Namiki, 1990; Ramarathnam et al, 1995; Willet, 2001;
Papadopoulou e Frazier, 2004), inflamag@o e doengas relacionadas ao envelhecimento
(Willet, 2001) esclerose multipla, mal de Parkinson, isquemia, anemia e deméncia senil
(Halliwell e Gutteridge, 1990).

Os compostos antioxidantes desempenham a fungédo de neutralizar os efeitos
oxidantes em lipidios através de reacdo com radicais livres altamente reativos, os
principais fatores para a modificagdo oxidativa de lipoproteinas e &cidos nucléicos de
baixa densidade. Este mecanismo de ag&o dos antioxidantes possui um papel importante
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na redugao da oxidagao lipidica em tecidos, vegetal e animal, pois quando incorporado na
alimentacao humana nao conserva apenas a qualidade do alimento, mas também reduz o
risco de desenvolvimento destas patologias (Namiki, 1990; Ramarathnam et al., 1995).

De todo o oxigénio disponivel para célula, 95% se transforma em energia e 5% se
transforma em espécies reativas de oxigénio (Davies,1994). As moléculas organicas e
inorganicas e os atomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia
independente, podem ser classificados como radicais livres (Frémont, 2000). Essa
configuracdo faz dos radicais livres moléculas altamente instdveis, com meia-vida
curtissima e quimicamente muito reativas. A presenca dos radicais é critica para a
manutencao de muitas fungdes fisioldgicas normais (Lo e Cheung, 2005).

As espécies reativas do oxigénio (ERQO’s) formam as espécies radicalares cujo
elétron desemparelhado esta localizado no atomo de oxigénio (Figura 6). Sdo exemplos

de ERO’s o anion radical superoxido (O2 ), 0 radical hidroxila (OH.) e o radical peroxila

(ROZ.) (Berger, 2005).
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Figura 6: Algumas fontes de EROs e mecanismos de defesa. (Bioquimica, 2005 in:
Freitas, 2006).
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Em organismos aerébios saudaveis o balanco entre a formagdo de ERO’s com a
producdo de antioxidantes, deve estar em equilibrio. Quando a geracdao de ERO’s
sobrepassa as barreiras de defesa do organismo, se inicia a produ¢cdo de um grande
nuamero de danos oxidativos nas estruturas biol6gicas de macromoléculas tais como DNA,
carboidratos, proteinas e lipidios (Gonzales San José, Muniz Rodrigues e Vall Bellés,
2001).

3.2. Classes

Angelo e Jorge (2007) indicam que os antioxidantes podem ser divididos em duas
classes, sendo formados por compostos enzimaticos e nao-enzimaticos, estando
presentes tanto no organismo (localizados dentro das células ou na circulagéo sanguinea)
como nos alimentos ingeridos (Montero, 1996). Na primeira, estdo os compostos capazes
de bloquear a iniciagdo da oxidagdo, ou seja, as enzimas - superéxido-dismutase,
glutationa-peroxidase e catalases. Varias enzimas antioxidantes sdo metaloenzimas, que
contém tragos de minerais. A glutationa-peroxidase é uma enzima dependente de selénio,
e a enzima superoxido-dismutase contém manganés, zinco ou cobre, dependendo da sua
localizacao nos compartimentos celulares (Halliwell e Gutterdge, 1999).

Na segunda classe, estdo moléculas que interagem com as espécies radicalares e
sdo consumidas durante a reacdo. Dos componentes ndo-enzimaticos da defesa
antioxidante destacam-se alguns minerais (cobre, manganés, zinco, selénio e ferro),
vitaminas (&cido ascorbico, vitamina E, vitamina A), carotendides (beta-caroteno, licopeno
e luteina) e compostos fendlicos (Moreira e Mancini-Filho, 2004) como bioflavonoides
(genisteina, quercetina) e taninos (catequinas) (Papas, 1999).

De acordo com seu modo de agao, podem ser classificados como primarios ou
secundarios. Os primarios atuam interrompendo a cadeia da reagao através da doagao de
elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres, formando o complexo
lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radical livre. Os antioxidantes secundarios
atuam retardando a etapa de iniciagao da autoxidagao, por diferentes mecanismos que
incluem complexacao de metais, seqliestro de oxigénio, decomposicao de hidroperdxidos
para formar espécie nao radical, absorcdo da radiagdo ultravioleta ou desativacdo de
oxigénio singlete (Adegoke e al, 1998).
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3.3. Principais Antioxidantes Naturais em Alimentos

Campos et al. (2008) em sua revisdo, indicam os compostos antioxidantes

relacionados abaixo:

3.4.1. Vitamina C

O termo vitamina C é uma denominagao genérica para todos os compostos que
apresentam atividade biolégica do &cido ascorbico. Dentre eles, o acido ascérbico € o
mais largamente encontrado nos alimentos e possui maior poder antioxidante (Stahl e
Sies,1997). E amplamente encontrada em frutas e vegetais na forma de acido ascérbico
ou na forma oxidada, &cido dehidroascorbico.

3.4.2. Vitamina E

A vitamina E é uma substancia lipossolivel e existente na natureza como
tocoferois e tocotriendis, em quatro formas diferentes (a, B, y e d), sendo o a-tocoferol a
forma antioxidante mais ativa e amplamente distribuida nos tecidos e no plasma
(Niki,1996). O Institute of Medicine, USA, revisou a atividade biolégica desses compostos
e concluiu que apenas ao a-tocoferol pode ser atribuida atividade vitaminica (United State
National Academy of Sciences, 2000).

3.4.3. Carotendides

Os carotendides sao corantes naturais presentes nas frutas e vegetais (cenouras,
tomates, espinafre, laranjas, péssegos, entre outros). Sdo compostos lipofilicos e podem
ser divididos em dois grupos: os carotenos, que sao hidrocarbonetos, ciclicos ou ndo, e as
xantofilas, que sdo derivados oxigenados (Britton, 1992). Dos cerca de 600 carotendides
identificados, somente alguns sdo encontrados em tecidos humanos, dentre eles estdo o
licopeno e B-caroteno, e as xantofilas, luteina e zeaxantina. Alguns carotendides, como a
e B-caroteno e B-criptoxantina, podem ser convertidos a vitamina A ap6s sua ingestao,
exercendo papel importante nos processos de visdo, diferenciagdo celular e imunidade
(Olson, 1991).
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3.4.4. Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo um grupo estruturalmente diverso de metabdlitos
secundarios (Harborne, 2003; Naczk e Shahidi, 2004), que incluem diferentes categorias,
como fenois simples, acidos fendlicos (derivados de &cidos benzbico e cinamico),
cumarinas, flavonéides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e

ligninas (Sousa et al., 2007).

Caracterizam-se pela presenga de pelo menos um grupo hidroxila ligado
diretamente a um anel aromatico. A maior parte dos compostos fendlicos nao é
encontrada na natureza no estado livre, mas sob a forma de ésteres ou de heterosideos,
sendo portanto, solUveis em agua e em solventes organicos polares (Carpes, 2008).

Os flavondides formam o grupo de maior importdncia dentre os compostos
fendlicos, com cerca de 4000 compostos identificados (Hollman e Katan, 1999) que ainda
podem ser subdivididos em sub-classes, como: antocianidinas, flavondis, catequinas e
isoflavonas. Os flavon6ides podem ser encontrados amplamente em vegetais, com
grande variacdo em seu conteudo total e distribuicdo qualitativa (Chu et al., 2000).

Entre as possiveis a¢des dos flavonoides no organismo humano destacam-se a
inibicio da proliferacdo de células cancerigenas e efeitos antiinflamatérios e
antiateroscleréticos. Agem como sequestrantes de anions superéxido e outros compostos
reativos, formando compostos menos reativos (Nijveldt, 2001).

A capacidade antioxidante destes compostos € dependente do nimero e da
posi¢ao dos grupos hidroxilas e sua conjugacao, reduzindo radicais livres reativos, como
0 oxigénio “singlet” ou decompondo peréxidos e produzindo o radical fenoxila, menos
reativo; assim como da presenca de elétrons doadores no anel estrutural (Miller, 1997).
Eles podem agir tanto na fase lipidica como em fase aquosa (Nijveldt, 2001).

Os polifendis sdo substancias fendlicas sollveis em &agua que apresentam
habilidade de formar complexos insoluveis em agua com alcaldides, gelatina e outras
proteinas (Santos e Mello, 2000), sao efetivos doadores de hidrogénio, particularmente os

flavondis.

3.4. Fontes

Varias fontes de antioxidantes naturais sdo conhecidas e algumas sao

amplamente encontradas no reino vegetal. Diversos extratos de ervas como alecrim
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(Ramalho, 2005), coentro (Melo et al., 2003), sélvia (Lu e Foo, 2001), tomilho, manjericao
(Lee et al., 2005) e erva-mate (Furlong et al., 2003) tém sido estudados devido ao poder
antioxidante.

As hortalicas sao fontes importantes de diversos compostos antioxidantes como
vitamina C, compostos fendlicos, vitamina E e carotendides. Esta € uma das razdes pelas
quais o consumo de frutas e hortalicas vem sendo continuamente incentivado. As
hortalicas folhosas verdes escuras, seguidas das cenouras e abdboras, sdao as principais
fontes alimentares de carotendides (Rodrigués-Amaya, 1997). O azeite extra-virgem (Galli
e Visioli, 1999) e alguns tipos de pimentas (Bandyopadhyay, Narayan e Variyar, 1990;
Pradhan et al., 1999) também possuem capacidade antioxidante; assim como o chimarrao
(bebida produzida através da erva-mate) (Meinhart et al., 2010).

Quanto aos polifendis, as principais fontes sdo as frutas e bebidas (sucos de
frutas, vinho, chd, café, chocolate e cerveja) verduras, legumes e cereais (Freitas, 2006).

Os polifendis da cerveja sdo essencialmente provenientes da casca de cevada
malteada e do lupulo. Também aparecem compostos mais complexos como o0s taninos,
sendo os mais importantes as proantocianidinas de diversos graus de polimerizagdo
(Gonzales San José, Muniz Rodrigues e Vall Bellés, 2001; Heim, Tagliaferro e Bobilya,
2002).

4. Qualidade da cerveja

O sabor da cerveja é o resultado de uma interagdo complexa entre centenas de
compostos quimicos e os receptores humanos de gosto e aroma. Entretanto, alguns
compostos promovem muitas rea¢des quimicas durante o armazenamento da bebida,
tendo por consequéncia uma diminuicao de notas frescas.

Esta falta de estabilidade do sabor é uma das grandes preocupacdes dos
fabricantes de cerveja, ja que € fundamental que uma cerveja comercial seja consistente
e satisfaca as expectativas do consumidor a cada consumo, sem sabor de envelhecido.
Assim, tem sido objeto de forte investigagdo a procura por identificar os compostos que
sdo preponderantes na estabilidade organoléptica da cerveja e os compostos que
resultam do processo de envelhecimento responsaveis pelas alteracdes organolépticas
detectadas na cerveja envelhecida (Santos, 2002, Saison et al., 2009).

Como resultado desse esfor¢co de investigacao ja foram caracterizados varios

fatores associados a fabricacao e armazenamento da cerveja que influenciam de forma
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notoéria a qualidade e estabilidade deste produto (Santos, 2002). Neste contexto, surgem
como exemplos de fatores relevantes a selegcdo adequada de matérias primas (Bamforth,
2000; Drost, 1990) e o controle sobre o nivel de oxigénio presente durante a fabricacao e
envelhecimento da cerveja (Bamforth, 2000; Meilgaard, 1970). Varios estudos tém
apontado o oxigénio como sendo o principal agente responsavel pela degradagcéo das
caracteristicas organolépticas da cerveja assim como as condicbes de seu
armazenamento (Hill, 1999). O condicionamento da cerveja a temperaturas baixas atrasa
todos os fenbmenos associados ao seu envelhecimento, e a protecdo da cerveja da luz
natural evita a ocorréncia de fendmenos de foto-oxidacdo, associados ao
desenvolvimento de aromas / gostos desagradaveis.

O conjunto de transformagdes organolépticas que ocorrem ao longo do
envelhecimento da cerveja esta inevitavelmente associado a alteragées da concentragao
de compostos que influem sobre o sabor / aroma da cerveja. O desenvolvimento de novas
técnicas e novos métodos de analise tem contribuido para a identificacdo destes
compostos (Scherer et al., 2009) e dos equilibrios em que participam (Santos, 2002).

4.1. Sabor envelhecido x trans-2-nonenal

Os indices excessivos de ar e/ou as altas temperaturas e os tempos durante a
pasteurizacao podem conduzir ao gosto de pasteurizado. A cerveja exposta a luz adquire
um sabor desagradavel. Em algum momento (semanas) apds o0 processo de
pasteurizacdo, o gosto da oxidagdo aparece, e a seguir, surge o sabor de “velho” e
papeldo (Drost et al., 1990; Santos et al., 2003). Atualmente, o gosto da pasteurizagéo e
da oxidagéo é raramente percebido por efeito de técnicas de enchimento e pasteurizacédo
melhoradas, entretanto, os fendmenos dos sabores de papeldao e “velho” podem ser
encontrados (Drost et al., 1990).

Para o sabor de papeldo caracteristico na cerveja envelhecida, os mecanismos de
producdo ainda ndo séo esclarecidos. Este “off-flavor” foi citado primeiramente nos anos
50, especialmente nos Estados Unidos por Hamburguer (Burger, Glenister e Becker,
1954) e nos Paises Baixos, e é detectado principalmente em cervejas do tipo “Lager”.
Este tipo de cerveja € produzido a partir de maltes mais claros, e, frequentemente,
utilizando adjuntos. Embora estas cervejas tenham um bom caimento e um sabor

delicado, sédo mais suscetiveis aos “off-flavors” (Meilgaard, 1975).
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Alguns aldeidos, em determinadas concentragdes, podem gerar sabor agradavel,
entretanto altos niveis sdo responsaveis pelo desenvolvimento de sabor oxidado.
(Yasuara, Kawada e Shibamoto, 1998). A liberacdo ou formacdo de compostos
carbonilicos em cerveja ja envasada, especialmente os compostos contendo 7 a 10
atomos de carbono (com baixo limiar de detecgéo), contribui para o sabor de envelhecido.
Outros termos de descricdo do sabor oxidado ou “velho” sdo: papeldao, couro, bolor,
deteriorado e agressivo (Mattos, 2007).

Neste contexto, um dos compostos mais citados com o aumento da concentracao
devido a oxidacao da cerveja € o trans-2-nonenal (Figura 7) (Meilgaard, 1975; Liegeois et
al., 2002; Santos et al., 2003, Saison et al., 2009), que pode fazer-se notar logo a partir do
primeiro més de envelhecimento da bebida.

A identificacdo do aldeido trans-2-nonenal na cerveja surgiu em 1970 por
Jamieson e Van Gheluwe. Estes investigadores foram os primeiros a correlacionar o
aroma e sabor a papel-cartdo que ocorre em cerveja envelhecida, com a presenca deste
aldeido. Em 1974, Wang e Siebert demonstraram que ndo € necessaria a participagao
sinergética do outros compostos para, juntamente com o aldeido trans-2-nonenal, se
sentir o sabor a papel-cartdo. Segundo estes mesmos autores, uma concentragao deste
aldeido compreendida entre 0,05 ppb e 0,1 ppb é suficiente para fazer sobressair este
sabor caracteristico. Para concentragbes proximas de 0,2 ppb sdo perceptiveis notas
desagradaveis a papel, papel moido e cartdo, e para concentragcdes ainda mais elevadas
deste aldeido € perceptivel um aroma a pepino (Collin e Noél, 1994).

Figura 7: Estrutura quimica do Trans-2-nonenal (software Class 5000)

Os principais mecanismos contribuintes responsaveis pela geragdo do trans-2-
nonenal sdo as oxidagdes enzimaticas e nao enzimaticas dos lipidios (Drost et al., 1990).

Guyot-Declerck et al. (2005) colocam que o teor de trans-2-nonenal, metional e
dimetil-sulfeto aumentam conforme a cerveja envelhece, além de ter boa correlagdo com
a analise sensorial descritiva feita por provadores treinados. O pH da cerveja, que
normalmente se encontra em torno de 4,0 ou 4,5 tem influéncia sobre a formacéo do

trans-2-nonenal durante o envelhecimento (Guyot-Declerck et al., 2005).
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4.2. Vias de producao do trans-2-nonenal

Segundo Mattos (2007), as vias em que o trans-2-nonenal é produzido ndo sao
ainda muito claras. Alguns autores mencionam que ele € formado com constituintes da
cerveja como o0 SO, (Nyborg, Outtrup e Dreyer, 1999 e Gracey et al., 1984) e aminoacidos
(Lermusieau, 1999). A presenca de dioxido de enxofre em cerveja é um fator com alta
influéncia no sabor de envelhecimento. Sabe-se que sua concentragdo gradualmente
decresce durante a estocagem, e isto ocorre porque o didéxido de enxofre protege a
cerveja contra a oxidagao, além disso, tem outro papel importante na bebida que é formar
adutos com compostos carbonilicos, aumentando seu “threshold” (Santos et al., 2003).

Outros autores apontam que o crescimento do teor de trans-2-nonenal deve ser
essencialmente através de sua formacdo pelos precursores. Neste contexto, muitas
hipéteses podem ser encontradas na literatura: degradagao de Strecker (Walters, 1997),
degradagao oxidativa de iso-humulonas (Hashimoto e Eshima, 1977), oxidagao de acidos
graxos (Drost et al.,, 1990 e Bamforth, 2000) ou condensacgéo alddlica (Wackerbauer e
Hardt, 1997). Bamforth (2000), Narziss (1986) e Hashimoto (1981) colocam os compostos
carbonilicos como provenientes de algumas das reagbes quimicas citadas e da
degradagdo de iso-alfa-acidos, oxidacdo de 4alcoois superiores intermediada por
melanoidinas e degradagcdo enzimatica de lipidios. Bamforth (2000) mostrou que a
ocorréncia minima dessas reagdes € suficiente para a formacdo de baixissimas
quantidades desses compostos carbonilicos, j& acima de seus limiares de deteccéo,
alterando o sabor da cerveja.

Kaneda et al. (1988; 1990) e Uchida et al. (1996), evidenciaram a presenca de
radicais livres no processo de oxidacao da cerveja. Kaneda et al. (1999) propuseram uma
sequéncia de reacdes para a oxidagcdo da cerveja durante a estocagem (Figura 8).
Inicialmente o oxigénio triplete (*0,) seria convertido pela agdo da luz, calor ou catélise
por metais, em oxigénio singlete ('O.), peréxido de hidrogénio (H,O,) ou radicais
superoxido (O2) ou hidroperdxido (eOOH), que sdo as chamadas "espécies reativas de
oxigénio" (ERO). Em reagbes catalisadas por metais como ferro (Reagdes de Fenton) e
cobre (Reacdes de Haber-Weiss) o HO, e 0 O, "~ sdo transformados em radicais hidroxila
(eOH), que é uma ERO ainda mais reativa. Sado esses radicais que reagem com 0s
componentes da cerveja, como polifendis, alcoois, acidos graxos, agucares e iso-

humulonas levando a formagédo das carbonilas responsaveis pelo sabor oxidado. Os
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radicais fornecem energia quimica para as reag¢des quimicas de formac¢ao dos compostos

carbonilicos (Mattos, 2007).
reacdo A Fe™ + 0, 2 [Fe™ -0, 2 [Fe™-0,] = Fe¥ + O

reacdo B: reacdo de Fenton

Fe® + H0; & Fe® + -OH + OH

Fe* + H,0, 2 Fe* + 0, + 2H°

Fe
Net: 2 H.O, — -OH + OH + O, + 2H

reacdo C: reacdo de Haber-Weiss catalisada por Ferro
Fe** + 0Oy 2 Fe* + 0,

Fe®" + H.0, = Fe® + -OH + OH

Fe
Net: Qs+ H0: —— + Q.+ -OH + OH

Figura 8: Esquema da formacdo dos radicais livres responsaveis pelas reagdes de
oxidagcao dos compostos da cerveja (Kaneda et al., 1999).

Os danos causados ao sabor da cerveja pela formagdo destes compostos nas
fases do processo de producado anteriores ao envasamento, apesar de citados como
importantes por alguns autores (Narziss et al., 1986 e 1993; Drost et al., 1990; Maeda,
1999; Nbel et al., 1999; Liegeois, 1999), sdo considerados despreziveis se comparados
aos danos causados pela formagdo dos mesmos durante a estocagem (Figura 9)
(Bamforth, 2000 e 2004; Meilgaard, 2001). Isso se deve a acao redutora da levedura e a
producdo de SO, durante a fermentacéo.
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Figura 9: Diagrama esquematico ilustrativo da formagéo de aldeidos durante a fabricagao
e envelhecimento da cerveja (Walters, 1997). DS: Degradacdo de Strecker e CA:
Condensacéao Alddlica.

40




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

5. Referéncias Bibliograficas

ADEGOKE G. O, VIJAY KUMAR M, GOPALA KRISHNA A. G, VARADARAJ M. C,
SAMBAIAH K, LOKESH B. R. Antioxidants and lipid oxidation in food — a critical appraisal.
Journal of food science and technology, v.35, n.4, p.283-398. 1998

ALPERT, J. E.; MISCHOULON, D.; NIERENBERG, A. A.; FAVA, M. Nutrition and
depression: focus on folate. Nutrition, v.16, n.7/8, p.544-546, 2000.

ANGELO P M., JORGE N., Compostos fendlicos em alimentos — Uma breve revisédo Rev.
Instituto Adolfo Lutz, v.66, n.1, p.1-9, 2007.

ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) - Resolugdo RDC n? 269, de 22 de
setembro de 2005. Regulamento técnico sobre a ingestao diaria recomendada (IDR)
de proteina, vitaminas e minerais. Diario oficial da unido, Brasilia, 23 de setembro de
2005. Disponivel em <www.anvisa.gov.br > acesso em 15 set 2009.

AMES, B. N.; GOLD, L. S.; WILLET, W. C. The causes and prevention of cancer.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v.92, p.5258-5265. 1995

ASOK C. A., Megaloblastic anemias. In: Hoffman R, Benz EJ, Shattil SJ, Furie B, Cohen
HJ, Silberstein LE. Hematology. Basic Principles and Practice. 2 ed.. Nova York: Churchill
Livingstone, 2005, p.519-556.

BANDYOPADHYAY, C., NARAYAN, V. S., VARIYAR, P. S. Phenolics of green pepper
berries (Piper nigrum L.). Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.38, p.1696—
1699. 1990.

BAMFORTH, C. W. Making sense of flavor change in beer. Technical Quarterly Master
Brewers Association of the Americas, v.37, n.2, p.165-171, 2000.

BAMFORTH, C. W. A critical control point analysis for flavor stability of beer. Technical
Quarterly Master Brewers Association of the Americas, v.41, n.2, p.97-103, 2004.

BERGER, M. M. Can oxidative damage be treated nutrtitionally. American Journal of
Clinical Nutrition, v.24, p.172-183, 2005.

BIOQUIMICA. Departamento de bioquimica. Instituto de Quimica. Universidade de Sao
Paulo. SP. 2005. 149p.

41




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

BLOUNT B. C., MACK M. M., WEHR C. M., MACGREGOR J. T., HIATT R. A., WANG G.,
WICKRAMASINGHE S. N., EVERSONR. B., AMES B. N.; Folate deficiency causes uracil
misincorporation into human DNA and chromosome breakage: Implications for cancer and
neuronal damage. Proceedings of the National Academy of Sciences, USA., v.94,
p.3290-3295. 1997.

BJORKLUND N. K., GORDON R., A hypothesis linking low folate intake to neural tube
defects due to failure of post-translation methylations of the cytoskeleton. International
Journal of Developmental Biology, v.50, p.135-141. 2006.

BRACCO, A. Cerveja um brinde ao verdo. Alimentos & Tecnologia, n.7, 1986.

BRASIL. Decreto n? 2.314, de 4 de setembro de 1997. Regulamenta a Lei n° 8.918, de
14 de julho de 1994, que dispbe sobre a padronizagdo, a classificagdo, o registro, a
inspecdo, a produgcdo e a fiscalizagdo de bebidas. Brasilia: Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria, 1997.

de BREE, A., Van DUSSELDORP, M., BROUWER, I. A, Van Het HOF, K. H.,
STEEGERSTHEUNISSEN, R. P. M., Folate intake in Europe: recommended, actual and
desired intake. European Journal of Clinical Nutrition, v.51, p.643-660, 1997.

BRITTON, G. Carotenoids. In: HENDRY, G. F. (Ed.) Natural foods colorants. New York:
Blackie, 1992. p.141-182.

BRODY, T. Folic acid In: MACHLIN, L. J. Handbook of Vitamins. 2 ed Rev. and
Expanded, New York: Marcel Decker, 1991, p. 453-490.

BROUWER V, STOROZHENKO S., VAN DE STEENE J. C., WILLE S. M. R., STOVE C.
P., VAN DER STRAETEN D., LAMBERT W. E., Optimisation and validation of a liquid
chromatography—tandem mass spectrometry method for folates in rice. Journal of
Chromatography A, v.1215, n.1-2, p.125-132, 2008.

BURGER, M., GLENISTER, P. R., AND BECKER, K. Acrolein and other aldehydes in
beer. Proceedings of the American Society of Brewing Chemists, p.98-107, 1954.

CABRERA, R. M., HILL, D. S., ETHEREDGE, A. J., FINNELL, R.H., Investigations into the
etiology of neural tube defects. Birth Defects Research. Embryo Today Reviews, v.72,
n.4, p.330-344, 2004.

42




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

CAMPOS F. M., MARTINO H. S. D., SABARENSE C. M., PINHEIRO-SANTANA H. M;;
Estabilidade de compostos antioxidantes em hortalicas processadas: uma revisao.
Alimentos e Nutricao, v.19, n.4, p. 481-490, 2008.

CARPES, S. T., Estudo das caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas do pdlen
apicola de apis mellifera L. da regidao sul do Brasil, 2008, 245p, Tese (Doutor em
Tecnologia de Alimentos), Universidade Federal do Parana, Curitiba, Brasil, 2008.

CATHARINO, R. R. Desenvolvimento e Validacao de Metodologia Analitica para
Determinacao de Folatos em Alimentos, 2004, 96p, Tese (Doutor em Ciéncia de
Alimentos), Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas,
Campinas 2004.

CARUSO, R., CAMPOLO, J., SEDDA V., DE CHIARA, B., DELLANOCE, C., BAUDO, F.,
TONINI, A., PAROLINI, M., CIGHETTI G., PARODI, O., Effect of homocysteine lowering
by 5- methyltetrahydrofolate on redox status in hyperhomocysteinemia, Journal of
Cardiovascular Pharmacology, v.47, n.4, p.549-555, 2006.

CHARLES P., LAITINEN K., KARDINAAL A., Alcohol and Bone. In Health Issues Related
to Alcohol Consumption, second edition. Edited by lan MacDonald, Blackwell Science
Ltd. 1999.

CHU, Y. H.; CHANG, C. L.; HSU, H. F. Flavonoid content of several vegetables and their
antioxidant activity. Journal of the Science of Food and Agriculture, v.80, n.5, p.561-
566, 2000.

COLLIN, S., NOEL, S., Reactions Chimiques et Enzymatiques Productrices d'arémes au
Brassage, Cerevisia and biotechnology, v.19, p.25-32. 1994.

COPPOLA, A., D'ANGELO, A., FERMO, I., Reduced em vivo oxidative stress following 5-
methyltetrahydrofolate supplementation in pacients with early-onset thrombosis and 677TT
methyltetrahydrofolate reductase genotype. British Journal of Haematology, v.131,
p.100-108, 2005.

CZEIZE, A.E.; DUDAS, I. Prevention of the first occurrence of neural tube defects by
perioconceptional vitamin supplementation. The New England Journal of Medicine,
v.327, n.226, p.1832-1835, 1992.

43




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

DALY, S; MILLS, J. R; MOLLQY, A. M; CONLEY, M; LEE, Y. J; KIRKE P. N; WEIR, D. G;
SCOTT, J. M. Minimum effective dose of folic acid for food fortification to prevent neural-
tube defects. The Lancet, v.350, n.9092, p.1666-1669, 1997.

DANG, J.; ARCOT J.; SHRESTHA, A. Folate retention in select processed legumes. Food
Chemistry, v.68, n.3, p.295-298, 2000.

DATAMARK. Mercado de cerveja cresce mesmo no inverno e com crise. <
http://www.justi2inews.com/conteudo/justi2i_news_conteudo_p.aspx?idn=27613> Acesso
em: 11 nov 2009.

DAVEY, M.W.; MONTAGU, M.V.; INZE, D.; SANMARTIM, M.; KANELLIS, A.; SMIRNOFF,
N.; BENZIE, .J.J.; STRAIN, J.J.; FAVEL, D.; FLETCHER, J.. Plant L-ascorbic acid:
chemistry function metabolism bioavailability and effects of processing. Journal of the
Science of Food and Agriculture, v.80, n.7, p.825-860, 2000.

DEVLIN, T. M. Manual de Bioquimica com correlacées clinicas. 1ed. Sao Paulo,
Edgard Blucher, 1997, 1007p.

DIERKES, J.; KROESEN, M.; PIETRZIK, K. Folic acid and vitamin B¢ supplementation and
plasma homocysteine concentrations in healthy young women. International Journal for
Vitamin and Nutrition Research, v.68, p.98-103, 1998.

DROST B. W., VAN DEN BERG R., FREIJEE F. J. M., VAN DER VELDE E. G.,
HOLLEMANS M., Journal of the American Society of Brewing Chemists, v.48, n.4,
p.124-131. 1990.

EITTENMILLER, R.R., LANDEN Jr, W. O., AUGUSTIN, J., in: S.S. Nielsen (ed.), Food
Analysis, Aspen Publishers, Gaithersburg, MD, cap18, 1998. 284 p.

EVANS, M. I, LLURBA, E., LANDSBERGER, E. J., OBRIEN, J. E., HARRISON, H. H.,
Impact of folic acid fortification in the United States: Markedly diminished high maternal
serum alpha-feto-protein values. Obstetrics & Gynecology, v.103, p.474-479, 2004.

FAGRELL B., de FAIRE U., BONDY S. The effects of light to moderate drinking on
cardiovascular diseases. Journal of Internal Medicine, v.246, p.331-340. 1999.

FERREIRA, A. L. A.; MATSUBARA, L. S. Radicais livres: conceitos doencas relacionadas
sistema de defesa e estresse oxidativo. Revista da Associacao Médica Brasileira, v.43,
n.1, p.61-68, 1997.

FILHO, W. G. V., Tecnologia de Cerveja. 1ed. Jabotical: Funep, 2000, 83p.
44




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

FREITAS G. L., Potencial Antioxidante e Compostos Fendlicos na Cerveja, Chopp,
Cevada (Hordeum Vulgare L.) e no Bagaco de Brassagem, 2006, Dissertacao (Mestre
em Ciéncia dos Alimentos), Centro de Ciéncias Agrarias; Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, 2006.

FURLONG E. B., COLLA E; BORTOLATO D. S., BAISCH A. L. M., SOUZA-SOARES L.
A. S., Avaliagdo do potencial de compostos fendlicos em tecidos vegetais. Vetor, Rio
Grande, v.13, p.105-114, 2003.

GALGANO, F. The influence of processing and preservation on the retention of health-
promoting compounds in broccoli. Journal of Food Science, v.72, n.2, p.130-135, 2007.

GALLI, C., VISIOLI, F. Antioxidant and other activities of phenolics in olives/olive oail,
typical components of the mediterranean diet Lipids, v.34, p.23-26. 1999.

GAULL.G., STURMAN, J. A., SCHAFNER, F. Homocystinuria due to cystationine
synthase deficiency: enzymatic and ultrastructural atudies. Journal of Pediatrics, n.84,
p.381-390, 1974.

GEY, K. F. PUSKA, P. Plasma vitamin E and A inversly correlated to mortality from
ischemic heart disease in cross culture epidemiology. Annals of the New York Academy
of Sciences, v.570, p.268-282. 1989.

GERSTER, H. Potential role of p-carotene in the prevention of cardiovascular disease.
International Journal for Vitamin and Nutrition Research, v.61, p.277-291. 1991.

GONZALEZ SAN JOSE, M. L.; MUNIZ RODRIGUEZ, P.; VALL BELLES, Y. V. Actividad
antioxidante de la cerveza:estudios in vitro e in vivo (1° parte). Cerveza y Salud, v.154,
p.47-54, 2001.

GLISZCZYNSKA-SWIGLO, A. Folates as antioxidants. Food Chemistry, v.101, p.1497-
1500, 2007.

GORINSTEN S, ZEMSER M, LICHMAN |, Moderate beer consumption and the blood
coagulation in patients with coronary heart disease. Journal of Internal Medicine, v. 241,
n.1, p.47-51.1997.

GRACEY D. E. F., BRAKER R. L., IRWIN A. J., PIPASTS P., LEIKA E. in: Clarke B. J.
(Ed.), Proceedings of the 18" convention of the institute of Brewing (Australia and
new Zealand Section), Adelaide, Australia, 1984. 50p.

45




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

GREEN J. M., Nichols BP, Matthews RG: Folate biosynthesis, reduction, and
polyglutamylation. In Escherichia coli and Salmonella — Cellular and Molecular Biology.
Edited by Neidhardt FC. Washington, DC: ASM Press; 1996, p. 665-673.

GREGORY, J. F., Case study: Folate bioavailability. Journal of Nutrition, v.131, p.1376-
1382, 2001.

GREGORY I, J.F. Chemical and nutritional aspects of folate research: analytical
procedures, methods of folate synthesis, stability, and bioavailability of dietary folates.
Advances in Food & Nutrition Research, v.3, p.1-101, 1989.

GUYOT-DECLERCK, C.; FRANCOIS, N.; RITTER, C.; GOVAERTS, B.; COLLIN S.
Influence of pH and ageing on beer organoleptic properties. A sensory analysis based on
AEDA data. Food Quality and Preference, Oxford, v.16, p.157-162, 2005.

HAJ-ISA, N. M. A. Estudo do uso de conservadores associados a tratamento térmico
brando na preservacao de cerveja a temperatura ambiente, 2000, 146p, Tese (Doutor
em Tecnologia de Alimentos), Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas, 2000.

HALLIWELL, B. How to characterize a biological antioxidant. Free Radical Research, v.9,
p.1-32. 1990.

HALLIWELL, B. Food-derived antioxidants: How to evaluate their importance in food and
in vivo. In: Handbook of antioxidants, 2. ed., Marcel Decker, USA: Enrique Cadenas e
Lester Packer, 2002, p. 1-33.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. C. Role of free radicals and catalytic metal ions in
human disease: an overview. Methods in Enzymology, v.186, p. 1-85, 1990.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. C. Free radical, other reactive species and disease.
In: Free radicals in biology and medicine. 3rd Oxford: Clarenton Press. 1999, p.617-783.

HALSTED, C. H., ROBLES, E. A., MEZEY, E. Decreased jejunal uptake of labeled folic
acid (3H-PGA) in alcoholic patients: roles of alcohol and nutrition. New England Journal
of Medicine. v. 285, p. 701-706. 1971.

HANSON, A. D.; GREGORY, J. F., lll Synthesis and turnover of folates in plants, Current
Opinion in Plant Biology, v.5, n.3, p.244-249, 2002.

HANKEY, G. J., EIKELBOOM, J. W., Homocysteine and vascular disease. International
Heart Journal, v.52, p.518-526, 2000.
46




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

HASHIMOTO, T. ESHIMA, Journal of the American Society of Brewing Chemists,
v.35, p.145, 1977.

HASHIMOTO, N. Flavour stability of packaged beer. In: POLLOCK, J.R.A. (Ed.). Brewing
Science . London: Academic Press, v.2, p.365-405, 1981.

HASLAM, E. Shikimic Acid: Metabolism and Metabolites, Chichester: John Wiley and
Sons, 1993.

HEIM, K. E.; TAGLIAFERRO, A. R.; BOBILYA, D. J. Flavonoid antioxidants: chemistry,
metabolism and structure-activity relationships. The Journal of Nutritional Biochemistry,
v.13, p.572-584, 2002.

HENDRIK H. F. J., RIMM E. B.; Moderate alcohol consumption increases plasma levels of
a protective hormone. Alcoholism: Clinical and Experimental Research. 2004.

HERRMANN, K. M. The Shikimate Pathway: Early Steps in the Biosynthesis of Aromatic
Compounds. The Plant Cell, v.7, p.907-919, 1995.

HILL, P., Six continents, one beer: the art of maintaining top beer quality all over the world,
Ferment, p.22-24. 1999.

HOLLMAN, P.C.H.; KATAN, M.B. Dietary flavonoids: intake health effects and
bioavailability. Food Chemistry Toxcology, v.37, n.9-10, p.937-942, 1999.

HOUGH, J. S., Biotecnologia de la cerveza y de la malta. Traducdo Gonzales J. B.,
1ed, Zaragoza: ACRIBIA, 1990. 194p.

JACQUES, P. F., Relation between folate status, a common mutation in
methylenetetrahydrofolate reductase, and plasma homocysteine concentrations.
Circulation, n.93, p.7-9, 1996.

JACQUES, P. F.; SELHUB, J.; BOSTOM, A G.; WILSON, P. W. F.; ROSENBERG, I. H.
The effect of folic acid fortification on plasma folate and total homocysteine concentrations.
The New England Journal of Medicine, v.340, n.19, p.1449-1454, 1999.

JAGERSTAD, M., JASTREBOVA, J., SVENSSON, U., Folates in fermented vegetables —
A pilot dtudy. LWT- Food Science and Technology, v.37, p.603-611, 2004.

JAGERSTAD, M., PIIRONEN, V., WALKER, C., ROS, G., CARNOVALE, E., HOLASOVA,
M., NAU, H., Increasing natural food folates through bioprocessing and biotechnology.
Trends in Food Science & Technology, v.16, p.298-306, 2005.

47




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

JAMIESON, A. M., and VAN GHELUWE, J. E. A. Identification of a compound responsible
for cardboard flavor in beer. In Proceedings of the American Society of Brewing
Chemists, p.192-197. 1970.

JIANG, R., HU, F. B., GIOVANNUCCI, E. L., RIMM, E. B.,, STAMPFER, M. J,,
SPIEGELMAN, D., ROSNER, B. A., WILLETT, W. C. Joint association of alcohol and
folate intake with risk of major chronic disease in women. American Journal of
Epidemiology. v.158, p.760-771. 2003.

KANEDA, H, KANO, Y.; KAMIMURA, M.; OSAWA, T.; KAWAKISHI, S. A research note -
Detection of chemiluminescence produced during beer oxidation, v.55, n.3, p.881-882,
1990.

KANEDA, H; KOBAYASHI, N.; TAKASHIO, M.; TAMAKI, T.; SHINOTSUKA, K. Beer
staling mechanism, v.36, n.1, p.41-47, 1999.

KARILUOTO, S., VAHTERISTO, L., SALOVAARA, H., KATINA, K., LIUKKONEN, K. H.,
PIIRONEN, V. Effect of baking method and fermentation on folate content of rye and
wheat breads. Cereal Chemistry, v.81, n.1, p.134-139, 2004.

KARILUOTO, S., AITTAMAA, M., KORHOLA, M., SALOVAARA, H., VAHTERISTO, L.,
PIIRONEN, V., Effects of yeasts and bacteria on the levels of folates in rye sourdoughs.
International Journal of Food Microbiology, v.106, p.137-143, 2006.

KATZUNG B. G. Farmacologia basica e clinica, 5ed, Sao Paulo: Guanabara Koogans,
1994, 755p.

KRINSKY, N.l. The biological properties of carotenoids. Pure and Applied Chemistry,
v.66, 1994. p.1003-1010.

LEE SJ, UMANO K, SHIBAMOTO T, LEE KG. Identification of volatile components in basil
(Ocimum basilicum L.) and thyme leaves (Thymus vulgaris L.) and their antioxidant
properties. Food Chemistry, v.91, n.1, p.131-137. 2005.

LEITZMANN M. F., GIOVANNUCCI E. L., STAMPFER M. J., Prospective study of alcohol
consumption patterns in relation to symptomatic gallstone disease in men. Alcoholism:
Clinical and Experimental Research, v.23, n.5, p.835-841. 1999.

LEMOS C., PETERS G. J., JANSEN G., MARTEL F., CALHAU C.; Modulation of folate
uptake in cultured human colon adenocarcinoma Caco-2 cells by dietary compounds.
European Journal of Nutrition, v.46, p.329-336, 2007

48




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

LERMUSIEAU G., NOEL S., LEIGEOIS C., COLLIN S., Journal of the American Society
of Brewing Chemists, v.57 p.29,1999.

LIEGEOIS, C.; NOEL, S.; LERMUSIEAU, G.; COLLIN, S. A non-oxidative pathway for the
synthesis of trans-2-nonenal during beer storage and transport. Cerevisia, v.24, n.3, p.21-
27, 1999.

LIEGEOIS C, MEURENS N, BADOT C, COLLIN S. Release of deuterated (E)-2-nonenal
during beer aging from labeled precursors synthesized before boiling. Journal of
Agricultural and Food Chemistry , v.50, p.7634-7638, 2002

LIMA, J. A., Folatos em Vegetais — Influéncia do Tipo de Cultivo e do Processamento,
2005, 84p, Tese (Doutor em Ciéncia de Alimentos), Faculdade de Engenharia de

Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas 2005.

LO, K. M.; CHEUNG, C. K. Antioxidant activity of extracts from the fruiting bodies of
Agrocybe aegerita var. alba. Food Chemistry, v.89, p. 533-539, 2005.

LU Y, FOO LY. Antioxidant activities of polyphenols from sage (Salvia officinalis). Food
Chemistry, v.75, n.2, p.197-202. 2001.

LUCOCK M. Z., YATES, Z., GLAVILLE, T., LEEMING, R., SIMPSON, N., DASKALAKIS,
I, A critical role for B-vitamin nutrition in human developmental and evolutionary biology.
Nutrition Research, v. 23, n.11, p.1463-1475, 2003.

MAEDA, K. Preventive production of beer against oxidation. Technical Quarterly Master
Brewers Association of the Americas, v.36, n.1, p. 55-59, 1999.

MALINOW, M. R., Plasma homocystine and arterial occlusive diseases: a mini-review.
Clinical Chemistry, v.40, p.173-176, 1994.

MANARI, A. P., PREEDY, V. R., PETERS, T. J. Nutritional intake of hazardous drinkers
and dependent alcoholics in the UK. Addiction Biology. v. 8, p. 201-210. 2003.

MATTOS, R. C. F., Efeito das Variaveis de Tranporte e Estocagem sobre a
Estabilidade Sensorial de Cervejas Tipo Pilsen. Tese (Doutor em Tecnologia de
Alimentos) Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas,
Campinas 2007.

MASON, J. B., CHOI, S-W., Effects of alcohol on folate metabolism: implications for
carcinogenesis. Alcohol . v. 35, p.235-241, 2005.

49




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

MAYER, O. J., SIMON, J., ROSOLOVA H., A population study of the influence of beer
consumption on folate and homocysteine concentrations. European Journal of Clinical
Nutrition. v. 55, n.7, p.605-609, 2001.

MCCONNELL M. V., VAVOURANAKIS I., WU L. L., VAUGHN de, RIDKER P. M. Effects
of a single daily alcoholic beverage on lipid and haemostatic markers of cardiovascular
risk. American Journal of Cardiology, v.80, p.1226-1228. 1997.

MEILGAARD, M. C. Flavor chemistry of beer. Part Il: Flavor and threshold of 239 aroma
volatiles. Technical Quarterly Master Brewers Association of the Americas, v.12,
p.151-168, 1975.

MEILGAARD, M. C. Effects on flavour of innovations in brewery equipment and
processing: a review, v.107, n.5, p.271-286, 2001.

MEILGAARD, M., ELIZONDO, A., MOYA, E., A study of carbonyl compounds in beer, Part
. flavor and flavor thresholds of aldehydes and ketones added to beer, MBAA Technical
Quarterly, v.7, p.143-149. 1970.

MEINHART A. D. , BIZZOTTO C. S., BALLUS C. A. , RYBKA A. C. P., SOBRINHO M.
R.,ROMINA SOFIA CERRO-QUINTANA R. S.,TEIXEIRA-FILHO J., GODOY H. T.
Methylxanthines and Phenolics Content Extracted during the Consumption of Mate (llex
paraguariensis St. Hil) Beverages J. Agric. Food Chem. DOI:10.1021/jf903781w. ASAP.
2010.

MELO E. A, MANCINI-FILHO J., GUERRA N. B., MACIEL G. R. Atividade antioxidante de
extratos de coentro (Coriandrum sativum L.). Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.23,
p.195-199. 2003.

MILUNSKY A, JICK H, JICK SS, Multivitamin/folic acid supplementation in early
pregnancy reduces the prevalence of neural tube defects. Journal of the American
Medical Association; v.262, p.2847-2852, 1989.

MILLER, N.J.; RICES-EVAN, C.A. The relative contributions of ascorbic acid and pHenolic
antioxidants to the total antioxidant activity of orange and apple fruit juices and
blackcurrant drink. Food Chemistry, v.60, n.3, p.331-337, 1997,

MOAT, S. J., LANG, D., McDOWELL, I. F. W., Folate, homocysteine, endothelial function
and cardiovascular disease. Journal of Nutrition Biochemistry, v.15, p.64-79, 2004.

50




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

MONTERO M. Los radicales libres y las defensas antioxidantes: revision. Anales de la
Facultad de Medicina, v.57, n.4. p.278-81. 1996.

MOREIRA, A. V. B.; MANCINI FILHO, J. Atividade Antioxidante das Especiarias
Mostarda, Canela e Erva-doce em Sistemas Aquoso e Lipidico. Nutrire — Revista da
Sociedade Brasileira de Alimentos e Nutricao - Journal of Brazilian Society of Food and
Nutrition, v.25, p.44-45, 2003.

MOREIRA, A. V. B.; MANCINI FILHO, J. Influéncia dos compostos fendlicos de
especiarias sobre a lipoperoxidacao e o perfil lipidico de tecidos de ratos. Revista de
Nutricao; v.17, n.4, p.411-424. 2004.

NACZK M., SHAHIDI F. Extration abd anaylisis of pHenolics in food. Journal of
Chromatography A, v.1054, n.2, p.95-111, 2004.

NAIR. K. G., The genetic basis of hiperhomocysteinemia. International Heart Journal,
n.52, p.516-517, 2000.

NAMIKI M. Antioxidants/antimutagens in food. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition; v.29, n.4, p.273-300. 1990.

NARZISS, L. Centenary review — Technological factors of flavour stability. The Journal of
the The Institute of Brewing, v.92, n.4, p.346-353, 1986.

NARZISS, L.; MIEDANER, H.; GRAF, H.; EICHHORN, P.; LUSTIG, S. Technological
approach to improve flavour stability. Technical Quarterly Master Brewers Association
of the Americas, Madison, v.30, n.1, p.48-53, 1993.

NETO, J. R. F., CHAGAS, A. C. P., A homocisteina como fator de risco coronariano.
Atherosclerosis, n.12, v.1, p.20-25, 2001.

NEVES, L. B., MACEDO, D. M., LOPES, A. C., Homocisteina. Jornal brasileiro de
patologia e medicina laboratorial, v.40, n.5, p.311-320, 2004.

NIJVELDT, R. J.; NOOD, E.V.; HOORN, D.E.V.; BOELENS, P.; NORREN, K.V
LEEUWEN, P.A.V. Flavonoids: a review of probable mechanisms of action and potential
applications. American Journal of Clinical Nutrition, v.74, n.4, p.418-425, 2001.

NIKI, E. a-Tocopherol. In: CADENAS, E., PACKER, L. (Ed.). Handbook of antioxidants.
New York : Marcel Dekker,1996, p.3-25.

51




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

NILSSON K., GUSTAFSON L., FALDT R., ANDERSSON A.HULTBERG B.; Plasma
homocysteine in relation to serum cobalamin and blood folate in a psychogeriatric
population. European Journal of Clinical Investigation, v.24, p.600 - 606, 2008.

NYBORG M., OUTTRUP H., DREYER T., Journal of the American Society of Brewing
Chemists, v.57, p.24, 1999.

OLSON, J. A. Vitamin A. In: MACHLIN, L.J. (Ed.) Handbook of vitamins. 2nded. New
York: Marcel Dekker, 1991, p.1-57.

OSSEYI, E. S., EWHLING, R. L., ALBRECHT, J. A., HPLC determination of stability and
distribution of added folic acid and some endogenous folates during breadmaking. Cereal
Chemistry, v.78, n.4, p.375-378, 2001.

PAPAS A. M. Diet and antioxidant status. Food Chemistry Toxcology, v.37, p.999-1007.
1999.

PAPADOPOULOU, A.; FRAZIER, R. A. Characterization of protein-polyphenol
interactions. Trends in Food Science & Technology, v.15, p.186-190, 2004.

PAZ, R., HERNANDEZ-NAVARRO, F., Manejo, prevencién y control de la anemia
megaloblastica secundaria a déficit de acido félico - Recomendaciones terapéuticas,
Nutricion Hospitalaria, v.21, n.1, p.113-119, 2006.

PLANELLS, E., SA'NCHEZ, C., MONTELLANO, M. A., MATAIX, J., LLOPIS, J. Vitamins
B6 and B12 and folate status in an adult Mediterranean population. European Journal of
Clinical Nutrition. v.57, p.777-785. 2003

PEREZ-JIMENEZ, J.; SAURA-CALIXTO, F. Effect of solvent and certain food constituents
on different antioxidant capacity assays. Food Research International, v.39, p.791-800,
2006.

PRADHAN, K. J., VARIYAR, P. S., BANDEKAR, J. R. Antimicrobial activity of novel
phenolic compounds from green pepper berries (Piper nigrum L.). Lebensmittel
Wissenschaft und Technologie, v. 32, p.121-123. 1999.

QUIROS, A. R. B, RON, C. C. LOPEZ-HERNANDEZ, J., LAGE-YUSTY, M. A,
Deternination os folates in seaweeds by high-performance liquid chromatography, Journal
of Chromatografy A, v.1032, p.135-139, 2005.

RAMAEKERS, V. T., BLAU, N., Cerebral folate deficiency. Developmental Medicine and
Child Neurology, v.46, n.12, p.843-851, 2004.
52




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

RAMALHO V. C. Acao antioxidante de a-tocoferol e extrato de alecrim em o6leo de
soja submetido a termoxidacado. 2005. 154 p. Dissertacdo. Universidade Estadual
Paulista, Sao José do Rio Preto. 2005.

RAMARATHNAM N, OSAWA T, OCHI H, KAWAKISHI S. The contribution of plant food
antioxidants to humans health. Trends in Food Science & Technology ; v.6, n.3, p.75-
82. 1995.

REINOLD, M. R., Manual Pratico de Cervejaria. 1ed. Sdo Paulo: ADEN, 1997, 214p.

RICE-EVANS, C.; MILLER, N. J.; PAGANGA, G. Structure Antioxidant Activity
Relationships Of Flavonoids And Phenolic Acids. Free Radical Biology & Medicine , v.7,
p. 933-956, 1997.

RIMM E. B., STAMPFER M. J., COLDITZ G. A., WILLETT W. C. Prospetive study of
cigarette smoking, alcohol use, and the risk of diabetes in men. British Medical Journal,
v. 310, p. 555-559. 1995.

RIMM E. B., WILLIAMS P., FOSHER K., CRIQUI M., STAMPFER M. J. Moderate alcohol
intake and lower risk of coronary heart disease: meta-analysis of effects on lipids ans
haemostatic factors. British Medical Journal, v. 319, p.1523-1528. 1999.

RODRIGO, R., PASSALACQUA, W., ARAYA, J., Implications of oxidative stress and
homocysteine in the pathophysiology of essential hypertension. Journal of
Cardiovascular Pharmacology, v. 42, p. 453-461, 2003.

RODRIGUES, M. C. P. Perfil sensorial e aceitacao de cervejas comercializadas no
mercado brasileiro — treinamento e monitoramento de julgadores, 2001, 196p, Tese
(Doutor em Tecnologia de Alimentos), Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas 2000.

RODRIGUEZ-AMAYA, D.B. Carotenoids and food preparation: the retention of
provitamin a carotenoids in prepared processed and stored foods. Washington, DC: OMNI,
1997, 88p.

RUSSELL, R. M., ROSENBERG, I. H., WILSON, P. D., IBER, F. L., OAKS, E. B.,
GIOVETTI, A. C., OTRADOVEC, C. L., KARWOSKI, P. A., PRESS, A. W. Increased
urinary excretion and prolonged turnover time of folic acid during ethanol ingestion.
American Journal of Clinical Nutrition. v. 38, p.64—70. 1983.

53




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

SAISON D., DE SCHUTTER D. P., UYTTENHOVE B, DELVAUX F., DELVAUX F. R.
Contribution of staling compounds to the aged flavour of lager beer by studying their
flavour thresholds. Food Chemistry, v.114, p.1206-1215, 2009.

SANTOS J. R. S., Determinacao do trans-2-nonenal em Cerveja por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia com Deteccao Espectrofotométrica, 2002, 158p,
Dissertacdo (Mestre em Quimica), Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto,
Porto 2002.

SANTOS J.R;. CARNEIRO J.R,; GUIDO L.F.; ALMEIDA P.J.; RODRIGUES J.A;
BARROS A.A.; Determination of E-2-nonenal by high-performance liquid chromatography
with UV detection Assay for the evaluation of beer ageing. Journal of Chromatography
A, v.985, p.395-402, 2003.

SCHERER R., WAGNER R., KOWALSKI C. H., GODQY, H. T., Method for (E)-2-nonenal
analysis in beer using headspace solid-phase microextraction and gas chromatographic
coupled mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS), Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
aceito para publicagéo, 2009.

SCHNABEL, R., LACKNER, K. J., RUPPRECHT, H. J., Glutathione peroxidase-1 and
homocysteine for cardiovascular risk prediction. Journal of the American College of
Cardiology, v.45, p.1631-1637, 2005.

SCHOLL, T. O., JOHNSON, W. G., Folic acid: influence on the outcome of pregnancy.
American Journal of Clinical Nutrition, v.71, n.5, p.12955-13035, 2000.

SCOTT, J.; REBEILLE, F.; FLETCHER, J. Review; Folic acid and folates: the feasibility for
nutricional enhancement in plant foods. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v.80, p.795-824, 2000.

SESHADRI, S., BEISER, A., SELHUB, J., JACQUES, P. F., ROSENBERG, I|. H.,
D’AGOSTINO R. B., Plasma homocisteine as a risk factor for dementia and Alzheimer’s
disease. The New England Journal of Medicine, v.346, n.7, p.476-483, 2002.

SEYOUM, E., SELHUB, J., Properties of food folates determined by stability and
susceptibility to intestinal pteroylpolyglutamatehydrolase action. Journal of Nutrition,
v.128, p.1956-1960, 1998.

SHAW G.M., SCHAFFER D., VELIE E.M., Periconceptional vitamin use, dietary folate,
and the occurrence of neural tube defects. Epidemiology, v.6, p.219-226, 1995.

54




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

SIES, H. Oxidative Stress: Oxidant and Antioxidant. Academic Press, London. 1991.

SIES, H. Strategies of antioxidant defence. Review. European Journal of Biochemistry ,
v.215,n.2, p.213- 219, 1993.

SINDICERV, Sindicato Nacional da Industria da Cerveja. Disponivel em:
<http://www.sindicerv.com.br > acesso em 19 jul 2009.

SINDICERV, Sindicato Nacional da Industria da Cerveja. Disponivel em:
<http://www.sindicerv.com.br > acesso em 02 fev. 2010.

SOUSA, C., SILVA H., VIEIRA-JR G., AYRES M., COSTA L., ARAUJO D., CAVALCANTE
L., BARROS E., ARAUJO P., BRANDAO M., CHAVES M. Fendis totais e atividade
antioxidante de cinco plantas medicinais. Quimica Nova, v.30, n.2, p.351-355, 2007.

STAHL, W., SIES, H. Antioxidant defense: vitamins E and C and carotenoids. Diabetes,
New York, v. 46, n. 5, p.14-18,1997. Supplement 2.

STAHL, W., SIES, H. Carotenoids: occurrence, biochemical activities, and bioavailability.
In: Packer L, Hiramatsu M, Yoshikawa T. Antioxidant food suplements in human health.
San Diego: Academic Press, p.183-98. 1999.

STOROZHENKO S., RAVANEL, S., ZHANG, G. F., REBEILLE, F., LAMBERT, W.,
STRAETEN, D. V. D., Folate enhancement in staple crops by metabolic engeneering.
Trends in Food Science & Technology, v.16, p.271-281, 2005.

STOCKER, P.; LESGARDS, J-F.; VIDAL, N.; CHALIER, F.; PROST, M.. ESR study of a
biological assay on whole blood: antioxidant efficiency of various vitamins. Biochimica et
Biophysica Acta, n.1621, p.1-8, 2003.

THE NATIONAL FINDIET 2002 STUDY, In: Mannistd, S., Ovaskainen, M. L., Valsta, L.
(Eds), publications of the National Public Health institute B3/2003. Helsinki, Finland, 2003.

THOMAS, P. M., FLANAGAN, V. P., PAWLOSKY, R. J., J Agric. Food Chemistry, v. 51,
p.1293, 2003.

TRUMBO, P. R. Dietary Reference Intakes: Revised nutritional equivalents for folate,
vitamim and provitamim a carotenoids. Journal of Food Composition and Analysis,
v.16, p.379-382, 20083.

55




Cervejas - compostos funcionais e de controle de qualidade — Uma Revisao

UCHIDA, M.; ONO, M., Improvement for oxidative flavor stability of beer — role of OH-
radical in beer oxidation. Technical Quarterly Master Brewers Association of the
Americas, v.54, n.4, p.198-204, 1996.

UNITED STATE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES. Institute of Medicine. Food and
Nutrition Board, Standing Committee on the Scientifi ¢ Evaluation of Dietary Reference
Intakes. Dietary intakes for vitamin C, vitamin E, selenium, and carotenoids.
Washington, 2000. cap.2, p. 35-57.

VARNAM A. H., SUTHERLAND J. P., Beverages — technology, chemistry and
microbiology. v2. 1ed. London: Chapman & Hall, 1994, 464p.

VENTURINI FILHO, W. G., Tecnologia de Cerveja. 1ed. Jabotical: Funep, 2000. 83 p.
WACKERBAUER K., HARDT R., in: Brauwelt International, v. 4, 1997, 320 p.

WALTERS, M. T., Natural Antioxidants and Flavour Stability, Journal of the The Institute
of Brewing, v.10, p.111-119. 1997.

WAGNER C., Biochemical role of folate in cellular metabolism. Bailey L. B. eds. Folate
in Health and Disease, Nova York: Marcel Dekker, 1995.

WANG P. S., SIEBERT K. J., The influence of various storage conditions on the formation
of 2-nonenal in bottled beer. Journal of the American Society of Brewing Chemists
v.32, p.47-49, 1974.

WELCH, G. N., LOSCALZO, J., Homocysteine an atherothrombosis. The New England
Journal of Medicine, v.338, p.1042-1050, 1998.

WILLCOX J.K., CATIGNANI G.L., LAZARUS S. Tomatoes and cardiovascular health.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v.43, n.1, p.1-18, 2003.

WILLET, W. C. Eat, Drink, and be Healthys The HarVard Medical School Guide to
Healthy Eating; Simon and Schuster: New York, 2001.

YASUARA A., KAWADA K, SHIBAMOTO T., Gas Chromatographic/Mass Spectrometric
Method for Analysis of Trace Carbonyl Compounds in Foods and Beverages. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.46, p.266, 1998.

ZANINI A. C.; OGA S. Farmacologia aplicada. 52 ed, Sdo Paulo: Atheneu, 1994, 739 p.

56




Validacdo de método para deteccéo de folatos livres em cervejas

Capitulo 2

Validacao de método para deteccao de folatos livres em cervejas

Ana Cecilia P. Rybka e Helena T. Godoy’
Departamento de Ciéncias de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas-SP, Brasil.
* helena@fea.unicamp.br

57




Validacdo de método para deteccéo de folatos livres em cervejas

58




Validacdo de método para deteccéo de folatos livres em cervejas

RESUMO

Os folatos sdo um importante grupo de vitaminas hidrossoluveis do complexo B. Sua
presenca é necessaria para a sintese de DNA e RNA e metilacdo da homocisteina em
metionina, e sua deficiéncia esta ligada ao aumento do risco de defeitos do tubo neural
em fetos, desenvolvimento de anemia megaloblastica e doencgas cardiovasculares. Este
estudo teve como objetivo validar um método capaz de analisar cinco diferentes formas
de folatos, acido félico, 10-metil-4cido félico, 5-metiltetraidrofolato, 5-formiltetraidrofolato e
10-formil-acido félico, em cervejas brasileiras, além de seu consumo no pais ser bastante
elevado. Para a andlise, a cerveja foi diretamente injetada no cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia. No processo de separacgao utilizou-se coluna C18, sendo a eluicdo dos analitos
realizada por gradiente de fase mével acido acético 2,0% (pH 2,8) com acetonitrila na
vazao de 0,5 mL/min. A detecgéo foi realizada com o detector de arranjo de diodos a
290nm para deteccdo do acido folico e do 10-metil-4cido folico; e detector de
fluorescéncia a Aexc. 290nm e Aemis. 360nm na detecgao do 5-metiltetraidrofolato e 5-
formiltetraidrofolato; e a Aexc. 290nm e Aemis. 445nm para o 10-formil-acido félico. Os
parametros avaliados e validados foram linearidade, limites de detec¢ao e quantificagao,
precisdo e exatidao. Os coeficientes de correlagdo encontrados variaram de 0,9970 a
0,9999 e os limites de deteccao de 0,07 a 2,42 ug/100mL, enquanto que os limites de
quantificagdo estiveram entre 0,22 e 8,07 ug/100mL. Na avaliacao de repetibilidade
destes folatos foram obtidos CV entre 0,75 e 5,01% e para precisao intermediaria o CV
variou de 1,20 a 9,99%. Os ensaios de recuperacao nos niveis avaliados estiveram entre
92 e 107%. Os folatos encontrados nas matrizes de cerveja foram o 10-formil-acido félico,
o 5-metiltetraidrofolato e o 10-formil-acido félico e apresentaram concentracdo total
variando de 18,26 a 23,99 ug/100mL. Os resultados da validagao realizada para o método
proposto demonstram que o mesmo € bastante eficiente na determinagdo dos folatos

livres em cervejas.

Palavras-chave: Validacdo, CLAE, folatos, cerveja
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ABSTRACT

Folates are an important group of water-soluble vitamins of B complex. Their presence is
necessary for DNA and RNA synthesis and metilation of homocistein in methionine, and
their deficiency increases the risk of neural tube defects in embryos and of development of
megaloblastic anemia. This study had as objective to validate a method capable to
analyze five different folates forms: folic acid, 10-methyl-folic acid, 5-
methyltetrahydrofolate, 5-formyltetrahydrofolate and 10-formyl-folic; in beers, moreover the
fact that beer consumption in Brazil is very high. The beer is directly injected in the high
performance liquid chromatograph, using a C18 reverse phase column. The analites
elution was carried out by mobile phase gradient 2.0% acid acetic (pH 2.8) with acetonitrile
by 0.5 mL/min flow. The folates detection was done with the diodes array detector in
290nm for detection of folic acid and 10-methyl-folic acid, and with fluorescence detector,
in 290nm Aexc. and 360nm Aemis. for 5-methyltetrahydrofolate and 5-
formyltetrahydrofolate detection; and 290nm Aexc. and 445nm Aemis. for 10-formyl-folic.
The evaluated and validated parameters were linearity, limits of detection and
quantification, precision and accuracy. The correlation coefficients varied from 0.9970 to
0.9999 and the detection limits from 0.07 to 2.42 ng/100mL, whereas the quantification
limits had been between 0.22 and 8.07 ng/100mL. In the repeatability evaluation of these
folates, the percentage of variation had been between 0.75 and 5.01% and for
intermediate precision the percentage of variation was from 1.20 to 9.99%. The recovery
assays in the evaluated levels resulted between 92 and 107%. The folates found in beer
matrices were 10-methyl-folic acid, 5-methyltetrahydrofolate and 10-formyl-folic, and the
total levels were between 18.26 and 23.99 ug/100mL. The results of validation for the
considered method demonstrate that it was very efficient for free folates determination in
beers.

Key-words: Validation, HPLC, folates, beer
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1. Introducao

O interesse pelos folatos, vitaminas do complexo B, tem crescido nos Ultimos anos
com as descobertas relacionadas as suas fungbes nos varios processos metabdlicos no
organismo humano. Agem sobre a homocisteina, transformando-a em metionina,
ajudando a evitar problemas cardiacos (Moat, Lang e McDowell, 2004); sdo essenciais na
prevencdo e redugdo significativa do risco de malformagéo do tubo neural na gestagéo
(Locksmith e Duff, 1998; Daly et al., 1997; Duff e Cooper; 1994; Werler, et al., 1993; Kirke
et al., 1992; Czeizel e Dudas, 1992; Milunsky et al., 1989); podem reduzir algumas
doencas degenerativas como o mal de Alzheimer e o mal de Parkinson (Scott, Rébeille e
Fletcher, 2000), e ainda prevenir doencas crdnicas como depressdo, e alguns tipos de
cancer, como mama e célon (Lucock, 2003; Alpert et al., 2000; Jacques et al., 1999;
Eskes, 1997) e evitar a anemia megaloblastica (Asok, 2005). Assim, sdo fundamentais
para o crescimento correto e para o funcionamento 6timo do sistema nervoso e da medula
ossea (Dang, Arcot e Shrestha, 2000).

S&o encontrados em uma grande variedade de alimentos, e algumas técnicas no
processamento podem aumentar suas concentragées, como 0s bioprocessos, incluindo
fermentagdo. Entre os produtos de fermentacdo, a cerveja se destaca pela sua
popularidade e consumo, sendo genericamente definida como uma bebida carbonatada
de baixo teor alcodlico, preparada a partir do malte, “cevada germinada”, lUpulo, fermento
e agua de boa qualidade (Rodrigues, 2000).

Para realizar a determinagao de folatos, podem ser aplicados métodos bioldgicos,
quimicos, microbioldgicos, imunologicos ou fisicos. Os métodos bioldgicos sao caros e
bastante demorados, além de possuir baixa repetibilidade; o método imunolbgico sofre
interferéncia de diversos tipos de substancias e a técnica microbiolégica € mais precisa e
reprodutivel quando comparada aos métodos biol6gicos e quimicos (Rader et al., 1998),
porém nao permite a determinacao simultanea de diferentes tipos de folatos (Finglas et
al., 1999). Uma das técnicas mais empregadas para esta determinacao € a Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE), método fisico, devido a possibilidade de se determinar
as diferentes formas de folatos ativos, em uma unica andlise (Konings, 1999; Catharino,
2004). E um método sensivel e exato, além de fornecer a melhor resolugéo na separagio
das diversas formas bioativas presentes nos alimentos, sendo a mais usada das técnicas
analiticas (Agostino; 1996).

Os folatos tém absorgao ultravioleta maxima que varia conforme o pH do tampéao
no qual estdo inseridos (Eitenmiller e Landen, 1999; Temple Jr e Montgomery, 1984).
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Alguns folatos tém a propriedade de fluorescer, permitindo a utilizagdo do detector de
fluorescéncia para o processo analitico, que é muito mais seletivo (Gregory et al., 1984).
O 5-metiltetraidrofolato, e o 5-formiltetraidrofolato apresentam comprimentos de onda
maximos similares, sendo cerca de 295-300 nm (excitagdo) e 356-360 nm (emissao)
(Gounelle et al.,, 1989; Gregory et al, 1984). A fluorescéncia natural do 5-
metiltetraidrofolato e do 5-formiltetraidrofolato tem a proporcdo de 10:1 (Gounelle et al.,
1989).

Quando um método de analise de um determinado composto é definido, este
método deve ser validado de modo a garantir que os resultados obtidos sejam confiaveis.
A matriz a ser analisada pode ser bastante complexa, como é o caso de alimentos,
dificultando as analises e requerendo também uma validagéo especifica do analito em seu
meio.

A ISO 9000 (International Organization for Standardization) define validagdo como
comprovacao, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os requisitos para
uma aplicagdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos (DOQ-CGCRE-008,
2003). Neste contexto é fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios
objetivos para demonstrar, através da validagéo, que os métodos de ensaio que executam
conduzem a resultados seguros e adequados a qualidade pretendida. Se um método
existente for modificado para atender aos requisitos especificos, o laboratério deve se
assegurar de que as caracteristicas de desempenho do método atendam aos requisitos
para as operagdes analiticas pretendidas (DOQ-CGCRE-008, 2003).

O objetivo deste trabalho foi validar uma metodologia para a determinacédo dos
folatos livres em cervejas tipo Pilsen com alcool e sem alcool, bem como da cerveja tipo
Malzbier na tentativa de estabelecer e aperfeicoar um método para a determinacao

simultanea dos principais folatos (em sua forma livre) presentes em cervejas.

2. Materiais e Método

2.1. Material

As cervejas tipo Pilsen, Pilsen sem alcool e tipo Malzbier, foram adquiridas nos
supermercados da regido de Campinas. As amostras foram degaseificadas através do
sistema de ultrasson por 10 minutos, filtradas e injetadas diretamente no cromatégrafo.
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Os padrdes foram diluidos em tampao acetato 0,05 mol/L. Injetou-se no cromatdgrafo 20
uL tanto das solugdes de padrées como das amostras.

Os padrdes de acido félico, 5-metil-5,6,7,8-tetraidrofolato de célcio (5-
metiltetraidrofolato), 10-metil &cido-félico, 5-formil-5,6,7,8-tetraidrofolato de calcio (5-
formiltetraidrofolato ) e 10- formil-&cido-félico foram adquiridos do Laboratério Dr. Schircks
(Jona, Suiga). A acetonitrila grau cromatografico e o acido acético da foram adquiridos da
Merck, Brasil. O hidroxido de potassio e o acetato de aménio ACS, grau analitico da
Synth. A &gua utilizada no preparo dos padrdes e da fase movel foi purificada no sistema
Milli-Q (Millipore). As fases mdéveis e amostras foram filtradas em filtros Millipore (HAWP e
HVLP 04700 Millipore), com poros de 0,45 um de diametro.

2.2. Equipamento e metodologia

A metodologia utilizada neste trabalho foi baseada no método para separacao e
deteccédo de folatos desenvolvido e validado por Catharino et al. (2006). Utilizou-se um
cromatografo a liquido HEWLETT PACKARD (HP) série 1100 (Agilent), com
degaseificador, bomba quaternaria, injetor automatico com ajuste até 100 uL e equipado
com detector de arranjo de diodos (DAD) UV-visivel e de fluorescéncia, dispostos em
sequéncia. O sistema foi controlado pelo software HP-Chemstation, que permitiu melhor
tratamento dos dados. A coluna Vydac, fase reversa, com poro de 300A, dp 5 um, 150 X
3,2 mm d.i. foi utilizada para o processo cromatografico.

A fase movel utilizada para a separacao dos folatos foi uma solucdo aquosa de
acido acético glacial 2,0%, com pH ajustado para 2,8 com KOH, a uma vazao de 0,5
mL/min. A identificacéo foi feita através dos tempos de retencéo, espectros de absorcao e
co-cromatografia quando necessario.

Os analitos foram separados em sistema de eluicao por gradiente, iniciando com
100% de solugéo aquosa de acido acético, chegando em 18 minutos a 96% de solugéo de
acido acético e 4% de acetonitrila, seguindo de 18 a 25 minutos um novo gradiente,
finalizando a corrida com 70% de solugao de acido acético e 30% de acetonitrila em 25
minutos. As condigbes iniciais foram retomadas e a coluna re-equilibrada durante 15
minutos, antes da proxima injecao.

A detecgéo foi feita com o detector de arranjo de diodos ajustado para 290nm para
deteccao do acido félico e do 10-metil-acido félico; e o detector de fluorescéncia ajustado
para Aexc. 290nm e Aemis. 360nm na detecgcdo de 5-metiltetraidrofolato e 5-
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formiltetraidrofolato; e em Aexc. 290nm e Aemis. 445nm para o 10-formil-acido félico. A
quantificacao foi realizada por curvas de padronizagao externas com minimo de 5 pontos
para cada folato. As curvas de calibracdo também foram utilizadas na avaliacao da faixa
de linearidade. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.3 Validacao do Método

2.3.1. Curvas de Calibragcao

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do composto analisado, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo (Swartz e Krull, 1998). A ANVISA (ANVISA, 2003)
recomenda um coeficiente de correlacao igual ou superior a 0,99.

As curvas de calibracdo para cada folato analisado (acido félico, 5-
metiltetraidrofolato, 5-formiltetraidrofolato, 10-formil-acido folico e 10-metil-acido félico)
com minimo de 5 pontos, foram preparadas através de diluicdes de uma solucéo
concentrada dos padrdes.

Solucbes padrées foram preparadas e a variacdo de concentracdo foi de 5,0 a
50,0 nug/100mL para é&cido félico, entre 1,25 e 40,0 ug/100mL para 5-metiltetraidrofolato,
de 2,0 a 40,0 ug/100mL para 5-formiltetraidrofolato, de 0,23 a 15,0 ug/100mL para 10-

formil-acido folico e entre 0,31 e 10,0 ug/100mL para 10-metil-4cido fdlico.

2.3.2. Limites de detecgao e quantificagao

Para determinacao do limite deteccéo, foram realizadas diluicbes sucessivas dos
folatos (acido folico, 5-metiltetraidrofolato, 5-formiltetraidrofolato, 10-formil-acido félico e
10-metil-acido folico) em concentragdes conhecidas, até que se obtivesse um sinal como
sendo trés vezes o valor da amplitude do ruido do equipamento (sinal/ruido > 3), o valor
da concentragdo de cada folato correspondente a estes sinais foram considerados como
menor quantidade detectavel.

Para o limite de quantificacao considerou-se o valor da concentracdo de cada
folato correspondente a dez vezes o valor da amplitude do ruido do equipamento (Ribani
et al., 2004).
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2.3.3. Preciséao

A avaliagdo da precisao foi realizada através da precisdo intermediaria e da
repetibilidade do método para os folatos encontrados nas matrizes reais, nao enriquecidas
com padrdes (5-metiltetraidrofolato, 10-formil-acido félico e 10-metil-acido félico).

Para avaliagdo da precisao intermediaria foram realizadas determinagbes de trés
niveis de concentragao (nivel encontrado na matriz, nivel de adigéo 1 e nivel de adigao 2),
em trés determinagdes consecutivas, realizadas por trés diferentes dias. Para a andlise da
repetibilidade foram realizadas 10 determinacgdes consecutivas de trés diferentes niveis
de cada folato.

Para a cerveja tipo Pilsen adicionou-se padrées no nivel 1 e no nivel 2,
respectivamente, 2,0 e 4,2 ug/100mL de 10-metil-acido félico; 2,0 e 3,7 ug/100mL de 5-
metiltetraidrofolato e 2,1 e 4,3 ug/100mL de 10-formil-acido félico.

Foram adicionados respectivamente no nivel 1 e no nivel 2, 2,6 e 5,0 ug/100mL de
10-metil-acido folico; 1,7 e 19,0ug/100mL de 5-metiltetraidrofolato e 1,2 e 2,6 ug/100mL
de 10-formil-acido félico para a cerveja sem alcool, e para a cerveja Malzbier no nivel 1 e
no nivel 2, respectivamente, de 3,0 e 4,0 ug/100mL de 10-metil-acido félico; 3,4 e 8,5

ug/100mL de 5-metiltetraidrofolato e 1,7 e 3,1 ug/100mL de 10-formil-&cido félico.

2.3.4. Exatidao

Para a exatiddo do método (Rodriguez et al., 1995; Ribani et al., 2004), realizaram-
se testes de recuperacao dos padrdes adicionados dos folatos encontrados nas matrizes.
Para essa determinacdo, analisou-se inicialmente, o teor dos folatos naturalmente
presentes em uma matriz de cerveja com diluicdo 1:1 em tampéao acetato, através de 10
andlises.

Posteriormente, adicionou-se padrées (com proporcdo 1:1 em relagao a cerveja)
no nivel 1 e no nivel 2, respectivamente, 2,0 e 4,2 ug/100mL de 10-metil-acido félico; 2,0
e 3,7 ug/100mL de 5-metiltetraidrofolato e 2,1 e 4,3 ug/100mL de 10-formil-acido félico
para a cerveja tipo Pilsen; 2,6 e 5,0 ng/100mL de 10-metil-4cido félico; 1,7 e
19,0ug/100mL de 5-metiltetraidrofolato e 1,2 e 2,6 ug/100mL de 10-formil-acido félico para
a cerveja tipo Pilsen sem alcool; e 3,0 e 4,0 ug/100mL de 10-metil-acido félico; 3,4 e 8,5
ug/100mL de 5-metiltetraidrofolato e 1,7 e 3,1 ug/100mL de 10-formil-acido félico para a
cerveja tipo Malzbier; calculando-se a recuperagdo de acordo com Rodriguez et al.
(1995), através da seguinte equagao:
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Recuperacgéo = (Concentracdo encontrada — Concentracdo amostra) x 100%

Concentracao adicionada

3. Resultados e Discussao

3.1. Separacao dos folatos

As diferengas de protonacdo e polaridade das diferentes formas de folatos
determinam a ordem de eluigdo no sistema utilizado (fase mével com pH = 2,8), conforme
ja discutido por Patring (2007).

Para os folatos analisados, os tempos de retengdo encontrados foram 22,7
minutos para o acido félico e 24,2 minutos para o 10-metil-acido folico em DAD a 290 nm;
11,3 minutos para o 5-metiltetraidrofolato e 19,5 minutos para o 5-formiltetraidrofolato em
detector de fluorescéncia com Aexc. 290nm e Aemis. 360nm; e 18,1 minutos para o 10-
formil-acido folico com Aexc. 290nm e Aemis. 445nm. Na Figura 1 e 2 estdo apresentados
os cromatogramas obtidos com a mistura de padrdes (Figura 1) e as cervejas analisadas
(Figura 2). Foram detectados nas amostras somente o 10-metil-acido félico, o 5-
metiltetraidrofolato e o 10-formil-&cido félico. Os niveis totais de folatos encontrados foram
de 18,26 a 23,99 pg/100mL.

A
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20— 1 2
0 N

I T I I
] ] A0 15 20 min

FLDA A, Ex=200, Em=260 (D:\WF200279.00

T T T T
a il 10 14 20 min

FLD1 B, Ex=280, Em=445 (D:A\WF200379.00

a0 ;?ﬁ\\h
20—
I I I I
] 5 10 15 20 min

Figura 1: Perfil cromatogréfico obtido através do método validado para os padroes de
folatos analisados. Os picos identificados sao acido folico (1), 10-metil-acido folico (2), 5-
metitetraidrofolato (3), 5-formiltetraidrofolato (4) e 10-formil-acido félico (5).

66




Validagao de método para detecgao de folatos livres em cervejas

Figura 2: Perfil cromatogréfico obtido através do método validado para a cerveja Pilsen
(B), Pilsen sem alcool (C) e Malzbier (D). Os picos identificados sdo o 10-metil-4cido félico
(2), 5-metitetraidrofolato (3) e 10-formil-acido félico (5).
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3.2. Curvas de Calibracao

Cada ponto das curvas de calibragdo para os folatos foi realizado em ftriplicata.
Foram encontradas boas linearidades para as faixas avaliadas. Para o &cido félico R
=0,9970 para o 5-metiltetraidrofolato R® =0,9988, para o 5-formiltetraidrofolato R =0,9978,
para o 10-formil-&cido félico R* = 0,9999 e para o 10-metil-4cido félico R® = 0,9998.

Um coeficiente de correlagdo maior que 0,9990 é considerado como evidéncia de
um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao (Shabir, 2003). Silva et al. (2009) em
seu trabalho obtiveram coeficientes de determinacédo variando entre 0,9761 e 0,9931,
Catharino et al. (2006) de 0,9878 e 1,0000.

3.3. Limites

Os limites de deteccdo e quantificacdo para os folatos avaliados foram,
respectivamente, 2,42 e 8,07 ug/100mL para o acido félico, 0,08 e 0,26 nug/100mL para o
10-metil-acido félico; 0,25 e 0,83 pg/100mL de 5-metiltetraidrofolato, 0,07 e 0,22
ug/100mL de 10-formil-acido folico e 0,90 e 3,0 ug/100mL de 5-formiltetraidrofolato. Os
valores obtidos para limite de deteccao sao similares aos encontrados por Silva et al.
(2009), iguais a 0,2 ug/100mL para o 5-metiltetraidrofolato, e 2,8 ug/ 100mL para o 5-
formiltetraidrofolato. Catharino et al. (2006) obtiveram limites de até 0,5 ug/100mL para

folatos, com injecao de 100uL, 5 vezes a quantidade injetada neste trabalho.

3.4. Precisao

3.4.1. Repetibilidade

Para a andlise da precisao, em métodos de andlise de tragcos ou impurezas, séo
aceitos CV de até 20%, dependendo da complexidade da amostra (Huber, 1998). Os
CV% obtidos para todas as amostras variaram de 0,75 a 6,45%.

Os resultados da avaliagao de repetibilidade dos folatos encontrados nas matrizes
estdo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3.
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Tabela 1: Repetibilidade para os folatos encontrados na cerveja tipo Pilsen.

Cerveja Concentragéo Concentra_g;éo Concentrag_a?lo
Pilsen de 10-metil- | CV% | de5-metil- |CV% | de10-formil- | CV %
acido folico tetraidrofolato acido folico
4,25 4,76 4,58
4,20 4,79 4,60
4,20 4,81 4,60
Nivel 4,55 5,28 4,68
477 5,51 4,74
e:gol\:ll;ﬁi‘:o 469 5,01 5.20 4,95 464 1,53
(ng/100mL) 4,82 496 473
4,64 5,24 4,78
4,58 4,97 4,61
4,58 5,22 4,71
6,40 6,86 6,63
651 7,13 6,71
6,32 6,93 6,46
Nivel d 6,37 6,72 6,67
ac;‘ilgéo? 6,28 1,00 7,20 2,29 6,59 1,35
(ng/100mL) 6,41 6,84 6,73
6,38 7,00 6,50
6,35 6,88 6,57
6,37 6,91 6.63
6,31 6,71 6,69
8,97 9,06 9,25
8,94 8,93 9,09
8,94 9,08 9,15
Nivel d 8,76 9,11 9,05
aé‘ilgaoez 8,84 0.75 9,09 0.83 8,99 0.98
(ng/100mL) 8,79 8,90 9,05
8,91 8,98 8,99
8,85 8,91 8,94
8,87 9,03 9,05
8,91 9,01 9,06

CV%: Coeficiente de variagdo para as 10 determinagdes consecutivas de cada folato em

cada nivel
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Tabela 2: Repetibilidade para os folatos encontrados na cerveja tipo Pilsen sem alcool.

Cerveja | Concentracao Concentracao Concentracao
Pilsen sem | de 10-metil- | CV % de 5-metil- CV % | de10-formil- | CV %
Alcool acido folico tetraidrofolato acido folico
4,95 8,75 2,63
4,64 8,77 2,57
4,90 8,64 2,65
Nivel 4,78 8,87 2,78
encontrado 4,71 2,15 8,61 0,87 2,68 443
na Matriz 4,64 8,74 2,74 ’
(ng/100mL) 474 867 263
4,81 8,71 2,98
4,75 8,74 2,85
4,72 8,80 2,70
7,49 10,06 3,77
7,23 10,48 3,79
7,33 10,05 3,81
] 7,19 9,92 3,85
:é‘.’:;: p 7,22 1,60 10,03 3.64 3,87 113
(ng/100mL) 7,28 10,47 3,83
7,08 10,33 3,86
7,23 11,22 3,91
7,12 10,49 3,88
7,21 10,28 3,84
9,64 29,06 5,37
9,88 29,20 5,43
9,63 30,12 5,06
Nivel de 9,82 30,42 5,41
adicao 2 9,99 1,96 30,22 473 5,48 2,51
(ng/100mL) 9,99 29,73 5,49
9,93 28,84 5,48
10,10 28,45 5,46
9,92 25,90 5,48

CV%: Coeficiente de variagdo para as 10 determinagdes consecutivas de cada folato em

cada nivel
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Tabela 3: Repetibilidade para os folatos encontrados na cerveja tipo Malzbier.

Cerveja Concentrag,:éo Concentra_g;éo Concentrag_a?lo
Malzbier | de10-metil- | CV % de5-metil- |CV % de10-formil- | CV %
acido félico tetraidrofolato acido félico
3,65 6,96 3,88
3,81 6,93 4,09
3,77 6,85 4,29
Nivel 3,65 6,72 4,00
encontrado 4,00 3,32 6,41 6,45 3,91 3.50
na Matriz 3,99 5,85 3,83 )
(kg/100mL) 3,83 6,30 3,95
3,68 5,99 3,98
3,80 6,40 3,85
3,70 5,97 3,86
6,38 9,77 5,61
6,63 9,79 5,69
7,29 9,74 5,37
Nivel d 6,96 9,70 5,67
adicdo 1 6,38 4,32 9,30 1,68 561 2,08
(ng/100mL) 6,56 9,48 5,49
6,54 9,69 5,44
6,51 9,49 5,41
6,60 9,57 5,43
6,43 9,51 5,56
7,85 14,22 7,18
8,45 14,47 7,52
7,80 15,64 7,37
) 8,10 15,31 7,25
Adicso s 7,71 4,01 15,50 4,90 7,22 218
(ng/100mL) 8,33 15,43 7,19
7,61 15,67 7,22
7,59 16,58 6,94
8,06 16,56 7,06
8,37 15,83 7,18

CV%: Coeficiente de variagdo para as 10 determina¢des consecutivas de cada folato em

cada nivel

3.4.2. Precisao Intermediaria

Para a precisdo intermediaria, cada amostra foi aberta e imediatamente

solugbes-padrao. Nesta avaliagcdo, o maior CV% encontrado foi de 9,99%.

acondicionada em trés embalagens de vidro @mbar sem headspace. Cada recipiente s6
foi aberto novamente no dia da avaliagdo. O mesmo procedimento foi adotado para as
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Os valores obtidos para a precisao intermediaria estdo apresentados nas Tabelas

4,5¢e6.

Tabela 4: Precisao intermediaria para os folatos encontrados na cerveja tipo Pilsen.

Concentracao (ug/100mL) de 10-metil-acido folico

Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%*™*
5,57 5,39 5,27
Nivel encontrado 5,57 5,34 5,22 3.80
na Matriz 5,69 5,26 5,13 ’
*5,61 £0,07;1,23%  *5,33+0,07; 1,26% *5,21 £0,07; 1,42%
5,96 5,89 5,30
Nivel de adicéo 6,11 5,62 5,23 763
1 6,18 5,72 5,14 ’
*6,08 +0,11;1,79 % *5,75+0,14; 2,45% *5,22 £ 0,08; 1,54%
6,78 6,50 6,14
Nivel de adicdo 6,75 6,51 6,04 573
2 6,98 6,45 6,09 ’
*6,83+0,12; 1,81% *6,49 + 0,03; 0,43% *6,09 £ 0,05; 0,77%
Concentracao (ug/100mL) de 5-metiltetraidrofolato
Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%**
7,35 7,13 6,97
Nivel encontrado 7,72 7,07 6,89 415
na Matriz 7,47 7,07 6,94 ’
*7,51 £0,19; 2,50% *7,09 £ 0,03; 0,47% *6,93 = 0,04; 0,62%
15,02 14,83 14,57
Nivel de adigao 15,24 14,78 14,51 187
1 14,93 14,76 14,44 ’
*15,06 £ 0,16; 1,08% *14,79 £ 0,04; 0,25%  *14,50 £ 0,07; 0,45%
24,22 23,62 23,39
Nivel de adicéo 24,00 23,59 23,40 146
2 23,97 23,57 23,38 ’
*24,06 =+ 0,14; 0,58% *23,59+0,03;0,12%  *23,39+0,01; 0,04%
Concentracao (ug/100mL) de 10-formil-acido félico
Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%*™*
12,26 12,10 11,92
Nivel encoqtrado 12,05 12,03 11,89 120
na Matriz 12,27 12,00 11,91 ’
*12,19+0,13;1,01% *12,05+0,05;0,44%  *11,90+£0,02; 0,14%
14,35 14,01 13,81
Nivel de adigao 14,27 14,06 13,75 196
1 14,32 13,93 13,74 ’
*14,31 £ 0,04; 0,29% *14,00 £ 0,06; 0,45%  *13,77 £ 0,04; 0,29%
16,56 16,53 16,25
Nivel de adigdo 16,90 16,41 16,20 153
2 16,73 16,44 16,22 ’

*16,73+0,17;1,01%  *16,46 +0,06;0,39%  *16,22 +0,03; 0,15%

*Média dos valores + estimativa do desvio padrédo, %variagédo entre a triplicata.
** Coefeciente de variagédo entre os 3 dias
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Tabela 5: Precisdo intermediéria para os folatos encontrados na cerveja tipo Pilsen

sem alcool.
Concentracao (ug/100mL) de 10-metil-acido félico
Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%**
5,42 5,13 4,50
Nivel encontrado 5,47 5,07 4,49 9.99
na Matriz 5,49 4,92 4,42 ’
*5,46 +0,04;0,74%  *5,04+0,10;2,05%  *4,47 +0,04; 0,96%
6,51 6,30 5,62
Nivel de adigdo 6,67 6,12 5,51 881
1 6,62 6,15 5,50 ’
*6,59 + 0,08; 1,23% *6,19 £ 0,09; 1,50% *5,54 £ 0,07;1,18%
7,54 7,04 6,59
Nivel de adigao 7,52 7,02 6,63 6.78
2 7,53 6,98 6,52 ’
*7,53 £0,02; 0,18% *7,01 £ 0,03; 0,48% *6,58 + 0,05; 0,82%
Concentracao (ug/100mL) de 5-metiltetraidrofolato
Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%**
5,43 5,09 5,01
Nivel encontrado 5,50 5,19 5,05 4.3
na Matriz 5,48 5,24 5,00 ’
*5,47 £ 0,04; 0,70% *5,18 £ 0,07;1,41% *5,02 £ 0,02; 0,47%
6,61 6,42 6,33
Nivel de adicdo 6,57 6,43 6,36 192
1 6,61 6,47 6,36 ’
*6,59 + 0,03; 0,34% *6,44 + 0,03; 0,42% * 6,35+ 0,02; 0,33%
10,14 9,92 9,76
Nivel de adicéo 10,11 9,93 9,74 509
2 10,20 9,87 9,72 ’
*10,15 + 0,05; 0,46% *9,91 £ 0,03; 0,29% *9,74 £ 0,02; 0,17%
Concentracao (ug/100mL) de 10-formil-acido félico
Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%**
5,60 5,37 5,14
Nivel encontrado 5,59 5,35 5,07 446
na Matriz 5,49 5,39 5,09 ’
*5,56 £ 0,06; 1,14% *5,37 £ 0,02; 0,41% *5,10 £ 0,04; 0,72%
7,49 7,25 6,62
Nivel de adicéo 7,48 7,24 6,67 6.61
1 7,78 7,19 6,67 ’
*7,58 +0,17; 2,27% *7,23 £ 0,04; 0,50% *6,64 + 0,03; 0,40%
9,98 9,75 9,55
Nivel de adicdo 9,94 9,79 9,51 > 44
2 10,08 9,82 9,50 ’

*9,99 +0,07; 0,72%

*9,79+0,03; 0,31%

*9,52 +0,03; 0,27%

*Média dos valores * estimativa do desvio padrao, %variagéo entre a triplicata.
** Coefeciente de variacédo entre os 3 dias
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Tabela 6: Preciséo intermediaria para os folatos encontrados na cerveja tipo Malzbier.

Concentracao (ng/100mL) de 10-metil-acido folico

Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%*™*
5,53 5,18 5,11
Nivel encontrado 5,42 5,21 4,79 5 71
na Matriz 5,57 5,26 4,82 ’
*5,50 £ 0,08; 1,37% *5,21 £ 0,04; 0,78% *4,91 +£0,18; 3,61%
7,76 7,20 6,59
Nivel de adigdo 7,69 7,03 6,62 805
1 7,80 7,08 6,60 ’
*7,75 = 0,05; 0,69% *7,10 £ 0,09; 1,25% *6,60 = 0,01; 0,20%
8,49 7,81 7,75
Nivel de adigao 8,32 7,84 7,72 455
2 8,40 7,93 7,67 ’

*8,40 £ 0,09; 1,03% *7,86 +0,06; 0,80% *7,71 £ 0,04; 0,53%

Concentracao (pg/100mL) de 5-metiltetraidrofolato

Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%**
11,98 11,86 11,64
Nivel encontrado 11,99 11,84 11,55 169
na Matriz 11,97 11,89 11,58 ’
*11,98 £ 0,01; 0,06% *11,86 £ 0,03; 0,22%  *11,59 £ 0,04; 0,38%
13,10 12,96 12,56
Nivel de adicdo 13,43 12,87 12,58 539
1 12,98 12,90 12,52 ’
*13,17 £0,23; 1,78% *12,91 £0,05;0,37%  *12,56 £ 0,03; 0,27%
17,37 17,06 16,78
Nivel de adicéo 17,46 17,01 16,79 185
2 17,45 16,99 16,83 ’

*17,42+£0,05;0,29% *17,02+0,04;0,21% *16,80 £0,02; 0,15%

Concentracao (ug/100mL) de 10-formil-acido félico

Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%**
12,71 12,17 11,94
Nivel encontrado 12,46 12,15 12,00 042
na Matriz 12,50 12,20 11,98 ’
*12,56 £ 0,13; 1,04% *12,18 £0,02; 0,19%  *11,97 £ 0,03; 0,28%
13,47 13,36 13,15
Nivel de adicéo 13,63 13,35 13,11 176
1 13,65 13,31 13,08 ’
*13,58 £ 0,10; 0,71% *13,34 £ 0,03; 0,19%  *13,11 £0,04; 0,27%
16,02 15,87 15,53
Nivel de adigao 16,05 15,84 15,48 174
2 15,99 15,87 15,45 ’

*16,02£0,03;0,17%  *15,86+0,02;0,13%  *15,48 +0,04; 0,25%

*Média dos valores * estimativa do desvio padrao, %variagéo entre a triplicata.
** Coefeciente de variacédo entre os 3 dias
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3.5. Exatidao

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para andlise de residuos geralmente
estao entre 70 e 120%, porém, dependendo da complexidade analitica e da amostra, este
valor pode ser de 50 a 120% (Ribani et al., 2004).

Para a cerveja Pilsen, a recuperagao encontrada para o 10-metil-acido félico nos
niveis 1 e 2, foram 92 e 104%; para o 5-metiltetraidrofolato 92 e 106%; e para o 10-formil-
acido félico 93 e 102%, respectivamente.

A cerveja tipo Pilsen sem alcool resultou em valores de recuperacao de 95 e 102%
para o 10-metil-acido folico, 94 e 107% para o 5-metiltetraidrofolato e 94 e 103% para o
10-formil-acido félico nos niveis avaliados. Os folatos na cerveja Malzbier apresentaram
recuperacao de 95 e 105% para o 10-metil-acido félico, 93 e 107% para o 5-
metiltetraidrofolato e 92 e 105% para o 10-formil-acido félico nos niveis 1 e 2 adicionados,
respectivamente.

A recuperagao encontrada nas analises dos trés tipos de cerveja oscilou entre 92 e
107%, muito préxima a obtida por Patring (2007), que alcancou de 89% a 106% de
recuperacao em suas analises, por Silva et al. (2009), em média de 87,86 a 106,69% para
hortalicas, por Lima (2005), que obteve de 90 a 95% e por Catharino et al. (2006), que
obtiveram de 94 a 108% de recuperacao de folatos em material certificado. Owens et al.
(2007) que analisaram o 5-metiltetraidrofolato em cervejas utilizando extracao,
encontraram, em alguns de seus testes, de 85% a 101% de recuperagdao com detector de

fluorescéncia.

4. Conclusoes

O método apresentou-se bastante aplicavel para deteccao de folatos livres em
cervejas. O cromatograma das amostras, mesmo sem prévia limpeza, apresentou os
folatos estudados bem separados, com resolugdo comum a cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Os parametros de validagao avaliados apresentaram recuperacao e coeficientes
de variacdo indicando método preciso e exato, e as curvas de calibracdo obtidas
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apresentaram coeficiente de correlagdo indicando excelente ajuste dos dados para a linha
de regressao. Os limites de quantificacéo dos folatos encontrados foram bastante baixos.
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RESUMO

Folatos sdo um grupo de vitaminas do complexo B representado por compostos que
variam pelo estado de oxidacao da estrutura do anel de pteridina e pelo seu niumero de
residuos de glutamatos conjugados. Sdo essenciais na prevencao de doencgas cronicas
como cancer de mama e co6lon, mal de Alzheimer e depressdo e estdo presentes
naturalmente em alimentos vegetais. No entanto, alguns processos tecnolégicos podem
aumentar a concentragdo de folatos, como por exemplo a fermentagdo, ja que as
leveduras sdo grandes fontes da vitamina. A cerveja é produzida através de matérias
primas vegetais e sofre fermentagdo durante sua produgédo, de modo a se tornar forte
candidata a fonte de folatos. Dados da literatura apontam neste sentido. Este trabalho
teve o objetivo de quantificar o teor de folatos presentes em cervejas brasileiras e avaliar
a estabilidade da vitamina durante a vida de prateleira do produto, além de avaliar as
quantidades de folatos presentes em diferentes tipos de cerveja, como a Pilsen, sem
alcool e Malzbier, nas embalagens lata e garrafa. Para tal foi utilizado um método em
cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase movel composta de solu¢cdo de acido
acético e acetonitrila em corrida por gradiente, coluna C18 e detectores de arranjo de
diodos e fluorescéncia dispostos em série. Os folatos encontrados na cerveja foram 10-
metil-acido félico, 5-metiltetraidrofolato e 10-formil-acido félico. Os folatos presentes em
diferentes lotes de cerveja tiveram grande variacao, com CVs de até 52,42%. Os niveis de
folatos totais encontrados nas cervejas recém fabricadas entre tipos de cerveja variaram
de 18,26 a 23,99 ug/100mL. De modo geral o teor de folatos presente decresceu ao longo
da vida de prateleira, porém nao se pbéde afirmar que uma embalagem ou outra possua
maior capacidade de protecao contra a degradacao da vitamina. Da mesma forma, nao
houve grande diferengca entre o teor de folatos presentes nos trés tipos de cerveja
avaliados. Pode-se considerar a cerveja como fonte de folatos.

Palavras-chave: Cerveja, folatos, vida-de-prateleira, CLAE
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ABSTRACT

Folates are a group of B vitamins that represents compounds that vary by the oxidation
state of the structure of the pteridine ring and their number of glutamate conjugates
residues. They are essential in the prevention of chronic diseases such as breast cancer
and colon cancer, Alzheimer's and depression, and are naturally present in vegetables.
However, some technological processes can increase the concentration of folates, such as
fermentation, as yeasts are great sources of this vitamin. Beers are produced by vegetable
raw materials and during production undergoes fermentation, in order to become a strong
candidate for folate source. Data from literature goes in this direction. This study aimed to
quantify the amount of folate found in Brazilian beers and evaluate the vitamin stability
during the shelf life of the product, to evaluate the amount of folate found in different types
of beer, such as Pilsen, alcohol and Malzbier, as the packaging cans and bottles. For this,
it was used a method in high-performance liquid chromatography with mobile phase
containing acetic acid and acetonitrile by gradient rum, C18 column and diode array and
fluorescence detectors arranged in series. The validation for the product in question was
performed by Rybka and Godoy (2010). Folates found in beer were 10-methyl-folic acid, 5-
methyltetrahydrofolate and 10-formyl-folic acid. Folates that are present in different
batches of beer had great variation, with RSD until 52.42%. The total folate levels found in
fresh beer for types of beer varied from 18.26 to 23.99 pg/100mL. Overall folate levels
found decreased over the shelf life, but it was not possible to verify that one package has
greater ability to protect against the degradation of the vitamin than another. Similarly,
there was not significant difference between folate levels found in the three types of beer
evaluated, they may be considered as a folate source.

Keywords: Beer, folate, shelf life, HPLC
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1. Introducao

Folato € um grupo de vitaminas do complexo B, com estruturas e atividades
semelhantes ao acido folico (Brody, 1991; Zanini e Oga, 1994, de Bree et al., 1997), que
tem recebido consideravel interesse devido a seus efeitos de promogao da saude. Sao
vitaminas essenciais, que possuem um papel chave nas reagbes de transferéncia de
carbono, que ocorrem na biossintese de DNA, e no ciclo da metilagdo (Katzung, 1994;
Devlin, 1997; Blount et al., 1997; Scott, Rébeille e Fletcher, 2000; Trumbo 2003; Paz e
Navarro, 2006). Os folatos sdo formados por compostos que variam pelo estado de
oxidacao da estrutura do anel de pteridina e pelo seu niumero de residuos de glutamatos
conjugados (Eittenmiller, Landen e Augustin, 1998; Brouwer et al., 2008), estando
naturalmente presentes em alimentos (Franco, 1992).

Folatos sdo também essenciais na prevencao de doengas crénicas como cancer
de mama e célon, mal de Alzheimer e depressao (Lucock, 2000; Alpert et al., 2000;
Jacques et al., 1999; Malinow et al., 1998; Kim, 1999; Eskes, 1997). Segundo Selhub e
Rosenberg (1996), a segunda metade do século XX pode ser classificada pelo surgimento
de novas pesquisas sobre absor¢cdo, metabolismo e caracteristicas do ensaio de folatos
qgue levaram a novas descobertas de sua importancia. Entre os efeitos de promoc¢ao da
saude dos folatos, a diminuicdo do risco de defeitos do tubo neural (DTN) é bem
conhecida, ja& que os DTN s&o a forma mais comum de malformacao, assim como a
prevencao de doencas cardiacas (Bjorklund e Gordon, 2006).

As doencas cardiovasculares sao a principal causa de mortalidade no mundo
(DANE, 2001). Uma nova classe de fatores de risco emergentes para doengas
cardiovasculares é o nivel plasmatico de homocisteina (Gravina-Taddei et al., 2005), que
€ um aminoacido sulfurado que resulta como um produto intermediario da via de
degradagao da metionina. O estilo de vida e defeitos genéticos, tais como deficiéncia nos
niveis de &cido félico, podem desempenhar o papel de cofatores que aumentam os niveis
de homocisteina. Alguns estudos tém mostrado que até 10% dos eventos coronarios
podem ser atribuidos ao aumento dos niveis de homocisteina (Boushey et al. 1995),
enquanto outros estudos tém mostrado uma correlagcdo inversa entre os niveis de
homocisteina e os niveis plasmaticos de folatos (Selhub et al., 1993; Wald, Law e Morris,
2002). Assim, a hiper-homocisteinemia € um novo fator de risco cardiovascular que pode
ser modificado pelo consumo de folatos (Schnyder, Roffi e Flammer, 2002).
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Os folatos estdo naturalmente presentes em alguns alimentos, porém algumas
técnicas no processamento podem aumentar suas concentragdes, como 0s bioprocessos,
incluindo fermentagdo (Seyoum e Selhub, 1998; Osseyi, Ewhling e Albrecht, 2001;
Kariluoto et al., 2004). Produtos que tem na sua fabricacdo a presenca de leveduras,
como os paes de farinha de trigo (Arcot, et. al., 2002), paes de centeio (Kariluoto, et al.,
2006), leites fermentados (Crittenden, et. al., 2002), vinhos e cervejas (Seyoum e Selhub,
1998) tém a sua quantidade de folatos aumentada no final do processo. Esse aumento
ocorre, segundo Kariluoto et. al. (2006), em funcdo da presenca das leveduras nas etapas
de fermentagdo do processamento desses produtos. Estes autores descreveram que a
habilidade de leveduras tipicas de fermento, como o Saccharomyces cerevisae (levedura
tipida na fermentacdo de cervejas) para produzir folatos em meios especificos para o
crescimento dos microorganismos é maior que de outros tipos de levedura e bactérias.

Existem diversos relatos de cerveja como fonte de vitaminas B. A tiamina é
relativamente deficiente na cerveja mas outras vitaminas do complexo B podem estar
presentes em quantidades significativas (Owens et al., 2007). Segundo Jagerstad et al.
(2005) para aqueles que consomem cervejas regularmente, a ingestdo de folatos através
da bebida pode estar entre 10-20% das necessidades diarias. Mayer et al. (2001) analisou
0 sangue de consumidores de cerveja na Alemanha, e concluiu que seu consumo
aumenta os niveis de folatos no organismo e diminui os niveis de homocisteina. Assim,
este trabalho teve o objetivo de quantificar os folatos presentes nos tipos de cerveja mais
consumidos no Brasil, Pilsen e Malzbier, e também na versao Pilsen sem 4&lcool, e
acompanhar a estabilidade destes folatos durante os meses de validade do produto,
comparando a eficiéncia de protecdo dos folatos nas embalagens de lata e garrafas

ambar.

2. Material e método

2.1. Material

As amostras de cervejas foram adquiridas nos supermercados da regidao de
Campinas, sendo cerveja tipo Pilsen, Pilsen sem alcool e tipo Malzbier, nas embalagens
lata (8350 mL) e garrafa ambar (355 mL). Foram analisadas 5 marcas da cerveja tipo
Pilsen (fabricante A, B, C, D e E), 5 marcas da Pilsen sem élcool (fabricante B, F, G, H e I)
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e 5 marcas de cerveja tipo Malzbier (A, B, D, F e J) (a marca “J” somente foi encontrada
em garrafa). Todas as analises foram realizadas em ftriplicata. Para o tempo inicial de
avaliacao (t0) considerou-se as cervejas com menos de 20 dias de fabricagdo. Foram
analisados trés lotes de cada amostra, em triplicata.

A acetonitrila grau cromatogréafico e o acido acético utilizados no estudo foram
adquiridos da Merck, Brasil, e o hidréxido de potassio e o acetato de aménio, ACS grau
analitico, da Synth.

Os padrées de folatos (5-metil-5,6,7,8-tetraidrofolato de calcio, 10-metil- acido-
folico e 10- formil-acido-félico) foram obtidos do Laboratério Dr. Schircks (Jona, Suiga). A
agua utilizada no preparo dos padrdoes e da fase movel foi purificada no sistema Milli-Q
(Millipore).

Todas as amostras, a fase movel e a acetonitrila foram filtradas em filtros Millipore
(HAWP e HVLP 04700 Millipore), com poros de 0,45um de diametro.

2.2. Equipamento e metodologia

Para determinacdo dos folatos nas amostras de cerveja, baseou-se no método
desenvolvido por Rybka e Godoy (2010), utilizando-se uma coluna Vydac, fase reversa,
com dp 5 um, 150 X 3,2 mm d.i. O cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Hewlett
Packard série 1100 - Agilent) equipado com injetor e degaseificador automaticos e bomba
quaterndria, foi controlado pelo software HP-Chemstation, que permitiu também o
tratamento dos dados. Os detectores de arranjo de diodos (DAD) UV-visivel e de
fluorescéncia foram acoplados ao equipamento dispostos em série.

Os padroes de folatos foram diluidos em tampao acetato 0,05M e injetado no
cromatégrafo o volume de 20 uL. Para separar os folatos utilizou-se vazao de 0,5 mL/min
de fase mével (acido acético glacial 2,0%, pH ajustado em 2,8 com KOH) e acetoniltrila,
através do sistema de eluicdo por gradiente. A corrida cromatografica iniciou-se com
100% de solugéo aquosa de acido acético, chegando em 18 minutos a 96% da solugéo e
4% de acetonitrila. Dos 18 aos 25 minutos seguiu um novo gradiente, sendo finalizada
com 70% de solugdo aquosa de acido acético e 30% de acetonitrila aos 25 minutos. As
condicdes iniciais foram retomadas e a coluna re-equilibrada durante 15 minutos, antes da
proxima injecao.

A identificagao dos folatos foi realizada através dos tempos de retencao, espectros
de absorgao e co-cromatografia. A detecgao do &cido félico e do 10-metil-acido félico foi
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realizada com detector de arranjo de diodos ajustado para 290nm; o 5-metiltetraidrofolato
e 5-formiltetraidrofolato foram avaliados pelo detector de fluorescéncia ajustado para
Aexc. 290nm e Aemis. 360nm. E o 10-formil-acido félico em fluorescéncia a Aexc. 290nm e
Aemis. 445nm.

A quantificagdo dos folatos foi realizada através de curvas de padronizacao

externas, as quais também foram utilizadas na avaliagéo da faixa de linearidade.

2.2.1. Validacao do método

A validagao do método foi realizada por Rybka e Godoy (2010).

2.2.2. Avaliacao das amostras

Primeiramente, as amostras ficaram por 10 minutos em banho de ultrasson, para
degaseificacdo, sendo em seguida filtradas e injetadas diretamente no cromatografo
(injecao de 20 pL). Todas as amostras foram filtradas em membrana 0,45 um (Millipore).

As avaliagbes foram realizadas no “Tempo 0 — t0” (cerveja recém fabricada),
“Tempo 2 — t2” (apés 2 meses de fabricagdo), “Tempo 4 — t4” (apdés 4 meses de
fabricacdo) e “Tempo 6 — t6” (apds 6 meses de fabricagdo); ja que grande parte das
cervejas possui 6 meses de validade. Durante os meses de armazenamento as amostras
foram expostas a luz durante o dia e temperatura ambiente, simulando prateleiras de
supermercado.

As latas e garrafas foram abertas no momento da andlise, sendo degaseificadas e
filtradas no escuro. A temperatura da agua no ultrasson foi mantida baixa com adi¢do de
gelo. A injecao em cromatografo foi realizada logo apds o preparo das amostras, ficando

0s vials no equipamento em ambiente escuro durante as andlises realizadas em triplicata.

2.3. Analise Estatistica

Na comparagdo do teor de folatos presentes nas cervejas realizou-se teste
estatistico Anova e Tukey, utilizando-se o programa Estatistica (versdo 7.0), e
considerando significativas as diferengas quando p < 0,05. Para acompanhamento da
vida de prateleira das cervejas foram realizados graficos multiplos de médias e erros para
desvio padrao.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Avaliacao dos folatos em cervejas

A variagdo encontrada entre lotes de uma mesma cerveja foi bastante significativa.
Os CVs para os lotes das cervejas em lata variaram de 2,08 a 48,62% para o 10-metil
acido folico, de 10,66 a 52,83% para o 5-metiltetraidrofolato e de 4,92 a 33,18% para o
10-formil acido félico. Para a cerveja em garrafa, a variagao foi entre 3,80 e 52,42% para
o 10-metil &cido félico, entre 1,77 e 81,31% para o 5-metiltetraidrofolato e entre 5,77 e
36,19% para o 10-formil acido félico. O teor de folatos para cada lote encontra-se nos
Apéndices 1 ao 6.

A Tabela 1 apresenta as concentragées médias dos folatos em relagdo aos tipos
de cerveja recém fabricadas, considerando latas e garrafas um mesmo grupo. Para este
teste estatistico foram utilizadas 9 amostras de cada tipo de cerveja, ja que a 52 marca de
Malzbier lata ndo pode ser encontrada no mercado.

Tabela 1: Concentracoes médias dos folatos presentes nas amostras de cerveja Pilsen,
sem élcool e Malzbier.

Faixa de variacao

Tipo de Y Concentracao
Folato . das Concentracoes i
cerveja (ug/100mL) Média** (ug/100mL)
Pilsen 2,48 — 8,99 6,52°
10-metil acido félico Sem alcool 5,33 -11,36 8,38%
Malzbier 2,21 - 8,57 5,49°¢
Pilsen 458 -17,63 9,66°
5-metiltetraidrofolato Sem alcool 1,17 — 29,49 6,55°
Malzbier 2,39 — 18,49 8,44°
Pilsen 4,78 — 10,86 7,162
10-formil acido folico Sem alcool 2,57 -10,83 6,02°
Malzbier 3,10 — 9,67 6,19°

* Valores representam a faixa de teor de folatos encontrado para as amostras em relacao aos tipos
de cerveja recém fabricadas (9 marcas de cada tipo), considerando triplicatas de 3 lotes de latas e
3 lotes de garrafas um mesmo grupo.

** Valores sdo a média do teor de folatos para cada faixa. Para letras iguais ndo ha diferenca
significativa entre as amostras (p>0,05) para cada folato.

Na avaliacao do tipo de cerveja, independente de marcas ou embalagens, nota-se
que nao existe um padrdo para o teor de folatos existente. O 5-metiltetraidrofolato
apresentou teor menor para a cerveja sem alcool, no entanto o 10-metil &cido félico

apresentou valores maiores para a mesma cerveja.
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Levando-se em conta a embalagem utilizada para armazenamento, foi realizada
uma comparacao entre o teor de cada folato analisado em cada tipo de cerveja (Tabela
2). Para esta avaliacdo nao foi considerada a marca “J” de cerveja Malzbier garrafa, afim
de possibilitar a aplicacao do teste estatistico.

Tabela 2: Concentragbes médias (ug/100mL) dos folatos em relacdo ao tipo de
embalagem utilizada.

Pilsen

10-metil 4cido félico 5-metiltetraidrofolato 10-formil 4cido félico

RF 6F RF 6F RF 6F

L G L G L G L G L G L G
6,382 6,55%| 3,46° 6,292 8,02° 11,352 4,47° 6,222| 7,10% 7,39%| 5,632 5,892

Sem Alcool

10-metil acido félico 5-metiltetraidrofolato 10-formil acido félico

RF 6F RF 6F RF 6F

L G L G L G L G L G L G
8,13% 8,19%| 6,17 6,53%| 3,78° 9,472| 2,43° 6,56°| 6,53% 5,22°| 528 4,21°

Malzbier

10-metil acido félico 5-metiltetraidrofolato 10-formil acido félico

RF 6F RF 6F RF 6F

L G L G L G L G L G L G
523 5,76%|5,13% 5,212] 7,45° 10,50% 4,61° 8,12%|6,39® 6,65°| 6,45% 5,75°

*Letras iguais: ndo ha diferenga significativa nas amostras (p>0,05) entre lata e garrafa para o
mesmo folato em um mesmo tempo de fabricagdo. Consideradas para célculo 5 marcas de cerveja
Pilsen, 5 marcas de cerveja sem éalcool e 4 marcas de cerveja Malzbier. RF: recém fabricadas; 6F:
apds 6 meses de fabricacdo; L- lata; G- garrafa.

Pode-se notar que tanto no inicio, quanto ao final da vida de prateleira das
amostras, a proporcionalidade entre cada folato nas embalagens se manteve (exceto para
o 10-metil &cido félico na cerveja Pilsen).

O 10-metil acido félico apresentou teor semelhante independente do tipo de
embalagem, no inicio e ao final da vida de prateleira para as cervejas sem alcool e
Malzbier; enquanto que o 5-metiltetraidrofolato apresentou maior teor quando
acondicionado em garrafas &mbar.

A concentracdo de 10-formil 4cido félico nao apresentou diferencas significativas
entre as duas embalagens para a cerveja Pilsen e Malzbier, possuindo menor teor em
garrafa quando avaliado na cerveja sem alcool.

As tabelas a seguir comparam as concentragdes médias dos folatos em cada
marca para a cerveja recém fabricada do tipo Pilsen (Tabela 3), do tipo sem alcool
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(Tabela 4) e do tipo Malzbier (Tabela 5), e respectivamente, o teor encontrado em cada
andlise esta apresentado nos apéndices 1 e 4,2e 5,e 3 e 6.

Tabela 3: Concentragdes médias dos folatos entre marcas para a cerveja do tipo Pilsen.

10-metil acido foélico (ug/100mL)

Lata Garrafa
Faixa de x Faixa de =
Marca variacao das Concgn_tr*ag ao Marca variacao das Conc’en_t r?*gao
. Média PR Média
Concentracoes Concentracoes
A 2,48 — 8,52 6,03 % A 5,78 - 8,21 6,98 %°
B 6,46 — 8,99 8,082 B 5,99 - 6,12 6,04°
C 4,85 7,09 5,80° C 4,78 - 6,99 6,14°
D 3,17 -6,27 5,02° D 5,32 - 6,82 5,92°
E 6,02 — 8,35 6,93 % E 4,59 -7,93 7,682
5-metiltetraidrofolato (ug/100mL)
Lata Garrafa
Faixa de Concentracao Faixa de Concentracao
Marca variacao das Média** Marca variacao das Média**
Concentracoes* Concentracoes*
A 4,58 — 6,65 5,41°¢ A 4,60 — 11,01 8,39°
B 7,02 -8,19 7,51° B 15,41 - 15,58 15,512
C 4,65 — 8,08 6,74 C 6,25 - 9,46 8,20°
D 6,79 -9,75 8,20° D 8,96 — 10,84 9,87°
E 11,54 - 12,90 12,242 E 9,90 - 17,63 14,782
10-formil acido félico (ug/100mL)
Lata Garrafa
Faixa de Concentracao Faixa de Concentracao
Marca variacdo das P Marca variacdo das e e
c PR Média PR Média
oncentracoes Concentracoes
A 5,21 —9,92 7,072 A 4,78 - 6,22 5,69°
B 6,57 — 7,41 6,90 2° B 5,55 — 10,34 7,22°
C 5,28 — 6,93 6,17° C 5,75-7.38 6,74°
D 5,61-9,23 7,092 D 6,27 -7,34 6,92°
E 7,08 -9,11 8,072 E 9,65 — 10,86 10,412

* Valores representam a faixa de teor entre lotes de folatos encontrado para as amostras em

relacdo a cada marca de cerveja recém fabricada.

** Valores sdo a média do teor de folatos para cada faixa. Letras iguais, para cada folato, na
mesma coluna (lata e garrafa) ndo apresenta diferenca significativa (p>0,05).
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Tabela 4: Concentragdes médias dos folatos entre marcas para a cerveja do tipo Pilsen

sem alcool.

10-metil acido folico (ug/100mL)

Lata Garrafa
Marca varacaodas COSSMEH0 | aca  yarigaodss  COTCEntagdo
Concentracoes Concentracoes
G 10,87 — 11,36 11,112 G 7,06 —11,02 9,622
B 9,57 - 9,69 9,66° B 10,15-10,78 10,392
H 5,33 — 6,32 5,929 H 5,96 — 6,47 6,16 °¢
I 6,93 - 7,32 7,11°¢ I 6,75 -7,50 7.11°¢
F 6,20 — 7,47 6,88 ° F 6,72 — 8,24 7,69°
5-metiltetraidrofolato (ug/100mL)
Lata Garrafa
Marca  variaggodss COMSSMUESEO | oo yoringodes  COnceRiragho
Concentracoes* Concentracoes*
G 8,10 — 8,66 8,372 G 8,06 — 10,71 9,79°
B 2,85 — 4,57 3,93° B 16,64 — 29,49 21,082
H 1,58 — 2,21 1,64° H 6,20 — 7,93 7,24°°
I 1,17 -1,97 1,58° I 2,33-6,04 4,64°
F 2,60 — 3,76 3,36° F 3,00 -7,30 461°
10-formil acido félico (ug/100mL)
Lata Garrafa
Marca  variagaodss  CONSEMNACE0 | Marca  varggaoas  COTCeniracio
Concentracoes Concentracoes
G 8,25 — 9,66 9,122 G 6,61 —8,16 7,212
B 8,41 —10,83 9,602 B 6,33 — 7,98 6,882
H 3,58 — 5,49 4,76° H 2,57 — 3,53 2,99°
| 4,37 -5,10 4,65° | 3,47 — 4,89 4,18°
F 4,33 -4,72 4,54° F 4,01 -6,35 4,84°

* Valores representam a faixa de teor entre lotes de folatos encontrado para as amostras em

relagdo a cada marca de cerveja recém fabricada.

** Valores sdo a média do teor de folatos para cada faixa. Letras iguais, para cada folato, na
mesma coluna (lata e garrafa) ndo apresenta diferenca significativa (p>0,05).
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Tabela 5: Concentragdes médias dos folatos entre marcas para a cerveja do tipo Malzbier.

10-metil acido foélico (ug/100mL)

Lata Garrafa
Faixa de = Faixa de =
Marca variacao das Concgn_tr*ag ao Marca variacao das Concgn_trf*gao
P Média PO Média
Concentracoes Concentracoes
A 4,08 - 6,30 5,122 A 2,21-7,49 4,50°
B 2,40 - 8,57 5,952 B 5,27 — 5,50 5,44 %
F 4,34 — 5,81 5,142 F 5,21 -7,56 6,332
D 2,93 - 5,89 4,702 D 6,46 — 7,11 6,792
J ) ] J 5,05 - 6,22 5,53 %
5-metiltetraidrofolato (ug/100mL)
Lata Garrafa
Faixa de = Faixa de ~
Marca variacao das Concgn_tr*ag ao Marca variacao das Conc,en_trg*gao
. Média PR Média
Concentracoes Concentracoes
A 2,39 - 6,28 4,81° A 4,38 - 13,72 7,87
B 3,74 -13,25 8,152 B 8,33 - 9,48 8,73
F 7,80 -10,13 9,052 F 11,64 — 14,44 12,902
D 7,17-9,82 7,78% D 9,20 — 18,49 12,492
J - - J 3,80 — 4,40 4,18°
10-formil acido félico (ug/100mL)
Lata Garrafa
Faixa de = Faixa de ~
Marca variacao das Concgn_tr*ag ao Marca variacao das Concgn_trigao
PO Média PO Média
Concentracoes Concentracoes
A 3,39 - 6,58 5,49° A 5,27 — 6,35 5.80°
B 3,46 — 5,71 4,78° B 4,07 - 6,33 4,84
F 5,84 — 9,67 7,722 F 6,41 - 9,21 8,21%
D 5,44 — 8,92 7,56 D 6,38 - 8,97 7,782
J i . J 3,10-3,97 3,56°

* Valores representam a faixa de teor entre lotes de folatos encontrado para as amostras em

relagdo a cada marca de cerveja recém fabricada.

** Valores sdo a média do teor de folatos para cada faixa. Letras iguais, para cada folato, na
mesma coluna (lata e garrafa) nao apresenta diferenca significativa (p>0,05).
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Nota-se uma consideravel variacdo entre o teor dos folatos analisados nas
diferentes marcas, tanto para acondicionamento em garrafas quanto em latas. Este fato
se deve as diferentes matérias primas utilizadas pelas industrias e aos diferentes
processos de fabricacao, principalmente a fermentacao da cerveja.

Por se tratarem de fontes vegetais, as matérias prima das cervejas possuem
composicao bastante variada, que provavelmente se deve as diferentes condicoes
edafoclimaticas ocorridas durante o plantio, ja que a sintese de folatos pelos vegetais é
bastante influenciada por fatores como luz e composi¢do do solo. E ainda, sabendo-se
que a fermentacdo aumenta a quantidade de folatos ao final do processo, também é
possivel que os fabricantes de cerveja utilizem a fermentacdo a temperaturas, quantidade
de leveduras e por tempos diferentes. Patring (2007) obteve resultados bastante
diferentes para teor de folatos entre diferentes grupos de leveduras.

Owens et al. (2007) encontraram teor de 5-metiltetraidrofolato em cervejas
variando de nao detectavel a 4,6 ug/100mL (Pale ale americana), valor proximo ao
apresentado por algumas cervejas analisadas. Mas assim como no presente estudo, 0s
pesquisadores encontraram valores bastante variaveis entre si para diferentes cervejas.

As analises realizadas nesta pesquisa para cerveja recém fabricada, resultaram
em 23,99, 21,18 e 18,26 ug/100mL de folatos totais para a cerveja Pilsen, sem élcool e
Malzbier garrafa, respectivamente. Para as cervejas em lata, os folatos totais encontrados
na cerveja Pilsen, sem é&lcool e Malzbier, respectivamente, foram de 22,86, 19,56 e 19,93
pg/100mL.

Walker et al. (2001, 2003 apud Owens et al., 2007) relataram valores de folatos em
cervejas variando entre 4,7 e 12,5 ug/100mL, enquanto Pietercelie et al. (2003) afirmaram
gue nas cervejas belgas refermentadas o teor variou de 5,0 a 20,0 ug/100mL. Os ultimos
autores chamaram a atencdo para a grande variabilidade entre os niveis medidos em
amostras da mesma cerveja. Savage et al. (1995) relataram valores de folatos totais
analisados por um ensaio de quimioluminescéncia em cervejas caseiras e comerciais do
Zimbabue, e cervejas européias, entre outras bebidas. O conteddo de folatos na cerveja
caseira foi cerca de 11,0 ug/100mL, enquanto as cervejas comerciais tiveram o indice
total de folatos variando de 5,2 a 32,8 ug/100mL. As cervejas européias tiveram teor de
folatos entre 3,0 e 6,4 pg/100mL.

Os niveis de folatos totais entre tipos de cerveja encontrados neste estudo nas
cervejas recém fabricadas variaram de 18,26 a 23,99 ug/100mL, sem a utilizagdo de
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ensaios enzimaticos ou microbiolégicos, demonstrando que as cervejas brasileiras
possuem alto teor de folatos, e que a prépria fermentacao do produto pode liberar grande
quantidade da vitamina, enquanto uma extracdo mais demorada pode vir a causar perdas
da mesma.

As Figuras 1 e 2 apresentam graficos representando a variagdo no teor de folatos
durante a vida de prateleira da cerveja, sendo medidos quando recém fabricadas (t0),
apods 2 meses de fabricagdo (t2), apés 4 meses de fabricacao (14) e apds 6 meses de
fabricacao (t6). Cada grafico demonstra a variagdo de cada folato nas 5 marcas de
cerveja avaliadas para cada tipo da bebida.

A Tabela 6 mostra o teor de folatos e a analise estatistica (p>0,05) entre os
tempos 0 e 6 de cada tipo de cerveja, em cada embalagem, para cada folato.
Comparando-se as Figuras 1 e 2 com a Tabela 6. Pode-se notar que apesar de haver
diferenca estatistica entre o teor de folatos das cervejas recém fabricadas e apds 6 meses
de vida de prateleira, néo é possivel obter um perfil para o comportamento de cada folato.
De modo geral, pode-se concluir que o 10-metil &cido fdlico parece ser o folato mais
estavel ao longo do tempo, principalmente na cerveja Malzbier, e que o 5-
metiltetraidrofolato possui indicagdes de ser o mais instavel, tendo apresentado maiores
variagbes em seu teor.

Da mesma forma, ndo se pode afirmar que uma embalagem ou outra possua
maior capacidade de protegdo contra a degradacdo dos folatos. Apesar de o 5-
metiltetraidrofolato apresentar menor teor em lata logo que a cerveja chega ao mercado,
tanto em lata quanto em garrafa ocorre queda de seu teor com diferenca estatistica. O 10-
formil acido félico apresenta indicios de ser ligeiramente mais estavel quando

armazenado em lata, especialmente na cerveja Malzbier.
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Tabela 6: Concentragdes (ug/100mL) médias dos folatos em cervejas recém fabricadas e
apos 6 meses de fabricacao.

Pilsen

10-metil acido félico 5-metiltetraidrofolato 10-formil acido félico

G L G L G L
RF 6F RF 6F RF 6F RF 6F RF 6F RF 6F
6,552 6,292 6,382 3,46° 11,352 6,22° 8,022 4,47° 7,392 589° 7,102 563"

Sem Alcool

10-metil acido félico 5-metiltetraidrofolato 10-formil 4cido félico

G L G L G L
RF 6F RF 6F RF 6F RF 6F RF 6F RF 6F
8,192 6,53° 8,132 6,17° 9472 6,56° 3,782 243° 5222 421° §532 528°

Malzbier

10-metil acido félico 5-metiltetraidrofolato 10-formil acido félico

G L G L G L
RF 6F RF 6F RF 6F RF 6F RF 6F RF 6F
5722 5222 5232 5132 9242 731° 7452 461° 6,042 5,18° 6,392 6,452

*Letras iguais: ndo ha diferenca significativa nas amostras (p>0,05) recém fabricadas (RF) e apds 6
meses de fabricagdo(6F) para cada uma das embalagens. L - lata; G - garrafa.

A marca “B” de cerveja sem alcool em garrafa contém nitidamente maior teor de 5-
metiltetraidrofolato do que todas as outras analisadas, mesmo apdés 6 meses de
armazenamento, assim como a marca “J” de cerveja Malzbier possui menor teor deste
folato. No entanto, quando a marca “B” sem alcool é analisada para esta forma da
vitamina na embalagem lata, o teor aparece bastante baixo, assim como a maioria das
marcas em cerveja sem alcool.

Para a cerveja armazenada em garrafa, o 5-metiltetraidrofolato parece ser o folato
com maiores variagdes entre as marcas. Enquanto que para a cerveja armazenada em
lata tanto o 5-metiltetraidrofolato quanto o 10-formil acido félico apresentaram teor

diferente entre as amostras.
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Figura 1: Vida de prateleira das cervejas em lata. t0 — Recém fabricada; t2 — 2 meses de fabricacdo; t4 — 4 meses de
fabricacao; t6 — 6 meses de fabricagdo. Letras em mailsculo representam as marcas.
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Figura 2: Vida de prateleira das cervejas em garrafa. t0 — Recém fabricada; t2 — 2 meses de fabricacao; t4 — 4 meses de
fabricacao; t6 — 6 meses de fabricagdo. Letras em mailsculo representam as marcas.
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4. Conclusoes

Os folatos 10-metil acido folico, 5-metiltetraidrofolato e 10-formil &cido félico foram
encontrados em todas as cervejas analisadas, embora haja grande variacdo na
concentracao das formas da vitamina entre lotes de uma mesma amostra.

O teor de folatos em cervejas decai ao longo da vida de prateleira da bebida, mas
esta reducao nao é dependente do tipo de embalagem utilizada. De modo geral, o 10-
metil acido folico parece ser o folato mais estavel ao longo do tempo, principalmente na
cerveja Malzbier, e o 5-metiltetraidrofolato possui indicagbes de ser o mais instavel, tendo
apresentado maiores variagdes em seu teor.

Os niveis de folatos totais encontrados em 100 mL nas cervejas recém fabricadas
foram equivalentes a cerca de 10% dos niveis recomendados para homens e mulheres
adultos, podendo ser considerada um alimento auxiliar a injestao diaria recomendada de
folatos se consumida com moderacao. A cerveja sem alcool apresentou teor de folatos
totais similar as cervejas alcodlicas, podendo ser injerida por gestantes quando
completamente livre de alcool, e prevenindo defeitos de formacao na gestagao.
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RESUMO

Compostos fendlicos sdo substancias presentes naturalmente nos vegetais, podendo
atuar como antioxidantes. Na cerveja desempenham um papel importante nas
caracteristicas sensoriais e nutricionais; sendo provenientes do malte e do lupulo
possuem propriedades em relagdo a quimio-prevencdo do cancer, efeitos
cardioprotetores, propriedades antiinflamatorias, estimulantes do sistema imunolégico,
antialérgicas, antivirais e antibactericidas. Existem muitos ensaios praticados para
avaliacao da capacidade antioxidante, cada um deles com mecanismos de reacao
diferentes sendo indicado para matrizes alimentares e tipos de antioxidantes diversos.
Geralmente é utilizada a combinacdo de métodos de avaliagcdo para informacdes mais
completas. Este estudo teve como objetivo conhecer o teor de fendlicos totais das
cervejas brasileiras, assim como a capacidade antioxidante, em diferentes marcas,
embalagens e tipos da bebida. Os fendlicos totais foram avaliados pelo método de Folin-
Ciocalteau, através do qual foram encontrados 47,05, 18,67 e 21,83 mg/100mL em
equivalentes de acido galico (EAG), na cerveja Malzbier, Pilsen sem &lcool e Pilsen,
respectivamente. O tipo de embalagem utilizada, lata ou garrafa, apresentou relevancia
para o teor de fendlicos totais somente para a cerveja Pilsen. A cerveja sem élcool foi a
que mais apresentou variagdo de teor entre marcas. Para avaliacdo da capacidade
antioxidante foram realizados dois ensaios, do radical 2,2- difenil -1- picrilhidrazil (DPPH)
e poder antioxidante de reducao do ferro (FRAP). O primeiro indicou a cerveja Malzbier
como o tipo de cerveja com maior capacidade antioxidante 76,6 pmol EAG/ 100mL
(comparado a 33,1 e 30,8 umol EAG/ 100mL das cervejas sem alcool e Pilsen,
respectivamente), corroborando com o teor de fendlicos totais e com a capacidade
antioxidante avaliada através do ensaio FRAP, que apresentou 46,4, 34,5 e 115,8 umol

EAG/ 100mL, para as cervejas Pilsen, sem alcool e Malzbier respectivamente.

Palavras-chave: Cerveja, compostos fendlicos totais, DPPH, FRAP, capacidade

antioxidante.
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ABSTRACT

Phenolic compounds are substances naturally present in plants that may act as
antioxidants. In beer, they play an important role in the sensory characteristics and
nutritional status. They are derived from malt and hops, and had properties as cancer
chemo-prevention, cardioprotective, anti-inflammatory properties, immune system
stimulating, antiallergic, antiviral and antibacterial. There are many tests performed to
evaluate the antioxidant capacity, each one with different reaction mechanisms and
indicated for food matrices and different types of antioxidants. It is often used a
combination of assessment methods for further information. This study aimed to determine
the total phenolic content of Brazilian beers, as well as the antioxidant capacity in different
brands, types and packaging of the drink. The total phenolic content were evaluated by the
Folin-Ciocalteau method by which were found 47.05, 18.67 and 21.83 mg/100mL in gallic
acid equivalents (GAE) for Malzbier beer, alcohol-free Pilsen and Pilsen, respectively. The
type of packaging used, can or bottle, had relevance to the total phenolic content only for
the Pilsen beer, and nonalcoholic beer showed the highest variation between brands. To
evaluate the antioxidant capacity were applied two methods, DPPH and FRAP. The first
one indicated Malzbier as the type of beer with a higher antioxidant capacity GAE 76.6
pmol / 100 mL (compared with 33.1 and 30.8 pmol GAE / 100mL of non-alcoholic beers
and Pilsen, respectively), which agrees with the total phenolics content and with the
antioxidant capacity evaluated by FRAP assay, which showed 46.4, 34.5 and 115.8 umol
EAG/ 100mL for Pilsen, non alcohoicl and Malzbier beer respectively.

Keywords: Beer, total phenolic compounds, DPPH, FRAP, antioxidant capacity.
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1. Introducao

Compostos com atividade antioxidante sdo compostos que podem retardar ou
inibir a oxidacao de lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio ou propagacdo das
reacoes em cadeia de oxidagcado. Os compostos fendlicos, tais como os &acidos fendlicos
derivados do acido hidroxicinamico e os flavonéides, destacam-se neste sentido (Chen et
al.,, 1998; Ewald et al., 1999; Sousa et al., 2007). Suas propriedades de Oxido-redugao
podem desempenhar um importante papel na absor¢cao e neutralizacao de radicais livres
(Fennema, 1993; Brenna e Pagliarini, 2001; Zheng e Wang, 2001), cuja formacao é
supostamente a chave para o desenvolvimento de cancer e doengas coronarias, aliado a
funcado protetora da membrana celular (Birch et al., 2001; Brenna e Agliarini, 2001; Zheng
e Wang, 2001; Wang e Zheng, 2001; Sellapan, Akoh e Krewer, 2002; Yildrim, Mavi e
Kara, 2002).

Atuando na inibicdo em fases do ciclo celular, proliferagédo celular, estresse
oxidativo, inducdo na desintoxicacdo das enzimas e ativacdo do sistema imunoldgico,
estdo relacionados a quimio-prevencdao do cancer (Martinez-Flores et al., 2002), bem
como previnem a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade para a formagao
aterogénica, através da diminuicao da adesao e agregacao de plaguetas e propriedades
vasodilatadoras agindo como cardioprotetores (Martinez-Flores et al., 2002; Yao et al.,
2004). Ainda, possuem propriedades antiinflamatérias (Pathak et al., 1991), estimulantes
do sistema imunolégico, anti-alérgicas, anti-virais e anti-bacterianas (Middleton e
Kandaswami, 1992).

Baseados em sua ingestdo diaria, que em muito excede o de outros
antioxidantes, (vitamina E, vitamina C, 3-caroteno), os compostos fendélicos podem ser um
fator importante para garantir o potencial antioxidante da dieta e podem contribuir para
manter o equilibrio oxidativo enddégeno em seres humanos (Nardini et al., 2005).

Fantozzi et al. (1998) afirmam que tanto os &acidos fendlicos como os polifendis
estdo presentes na cerveja. Os acidos fendlicos sdo amplamente distribuidos na dieta,
principalmente em frutas, vegetais, café, vinho, cerveja e azeite (Hermann, 1989; Clifford,
1999; Hermann, 1989) e sua ingestdo média tem sido relatada como da ordem de 200
mg/dia, dependendo dos habitos e preferéncias alimentares (Scalbert e Williamson,
2000).

A maioria dos polifen6is da cerveja é proveniente do malte e o do lupulo
(Gromus e Lustig, 1998). Devido as propriedades especificas, os polifendis podem ser
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interessantes tecnoldgica e/ou fisiologicamente (Hough et al., 1981, Gasbarrini et al.,
1998). Estédo envolvidos na manutencao da espuma, estabilidade fisica e quimica e vida
de prateleira (Hough et al., 1981; Moll, 1987), sendo importantes para os cervejeiros,
devido a sua influéncia na estabilidade coloidal da bebida, sendo responsavel pela
turbidez originada pela interacdo com suas proteinas. Portanto, investigar os compostos
fendlicos e capacidade antioxidante de cervejas comerciais € extremamente interessante
na compreensao da estabilidade do sabor da cerveja (Zhao et al., 2010).

Os compostos fendlicos podem ser encontrados em sua forma livre ou, mais
freqiientemente, ligados a outros compostos, como ésteres e glicosideos. Polifendis
derivados de &cidos hidrobenzdicos (acido galico, acido protocatecuico, acido siringico) e
acidos hidroxicinamicos (acido ferulico, acido p-cumarico, acido caféico) sao
principalmente extraidos do malte, enquanto que os flavonodis (quercetina, canferol),
chalconas (xanthohumol) e flavanonas (isoxanthohumol e prenilnaringenina) sé&o
encontrados no lupulo. Catequinas e procianidinas de diversos graus de polimerizagao
(Gonzales San José, Muniz Rodrigues e Vall Bellés, 2001; Heim, Tagliaferro e Bobilya,
2002) sao igualmente encontradas no malte e no lupulo (Montanari et al., 1999; Gorinstein
et al., 2000; Freitas et al., 2006; Siqueira et al., 2008).

Os estudos de Lu et al. (2007) e Zhao et al. (2008) demonstraram que o perfil de
compostos fenodlicos e atividade antioxidante de cevada variou consideravelmente entre
as variedades e durante a fabricacdo da cerveja. Assim, as diferencas entre matérias-
primas e processo de fermentagéo levaria a diferengas significativas no perfil fendlico e
atividade antioxidante da cerveja. Além disso, existem controvérsias entre a relevancia de
compostos fendlicos e atividade antioxidante de cerveja (Vanderhaegen et al., 2006).

No estudo de Nardini et al. (2006), foi demonstrado um aumento significativo nos
niveis de acidos fendlicos livres e conjugados no plasma humano apds a administracao
da cerveja, com pico de absor¢cdo maxima em 30 minutos. Segundo os pesquisadores, a
rapida absorcdo de acidos fendlicos indica que provavelmente esta ocorra na parte
proximal do intestino, e devido a presenca de formas livres e ligadas de acidos fendlicos
na cerveja, os acidos fendlicos no plasma podem ser derivados da absorgao direta das
formas livres presentes na bebida, assim como pela hidrélise in vivo das formas ligadas.

No entanto, para medir a capacidade antioxidante de compostos naturalmente
presentes em alimentos, ndao ha ainda um método padrdo. Varios ensaios vém sendo
utilizados para avaliar a capacidade antioxidante, nos quais alguns determinam a
habilidade dos antioxidantes para sequestrar radicais livres gerados no meio, outros
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avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a peroxidagao lipidica por meio da
quantificagcdo dos produtos da reacado, ou medindo a inibicdo da oxidagcédo. Por causa da
variedade de mecanismos e locais de atuagao é dificil definir qual o melhor método a ser
empregado. Isso tem dificultado a comparacédo de resultados entre estudos (Campos et
al., 2008). Dentre esses métodos, FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) — Poder
Antioxidante de Reducéao do Ferro e DPPH (2,2- difenil -1- picrilhidrazil) sdo alguns dos
mais usados atualmente (Pérez-Jiménez e Sauracalixto, 2006), assim como a
determinacao do teor de compostos fendlicos totais (CFT) utilizando o reagente de Folin.
Dentre os métodos pode-se citar aqueles que medem a habilidade de um
antioxidante em reduzir um radical livre por doacao de hidrogénio ou elétron, como por
exemplo o ensaio do DPPH (Figura 1). Esse método baseia-se na habilidade do
antioxidante de sequestrar o radical escolhido e impedir a reagcdo do radical com o
substrato. A avaliagao da reagao é feita por meio da medida da variagdo da absorbancia
caracteristica do préprio radical (Brand-Willians et al., 1995; Huang, Ou e Prior, 2005).

___.-': Y _.-':
& »  ON L, ON
\ 4 — LR
n i Y S, s b
N—N—, —NO, + R —— N—mMN—, —NO,
N/ ON & 4/ ON
cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 1: Estabilizagéo do radical livre DPPH (Rufino et al., 2007).

A medida da absorbancia é usada como parametro também no teste de poder
redutor e capacidade quelante de ions ferrosos (Santos, 2007). Benzie e Strain (1996)
descrevem o método FRAP (Figura 2) como uma alternativa desenvolvida para
determinar a redugéo do ferro em fluidos biol6gicos e solugbes aquosas de compostos
puros. O método pode ser aplicado ndo somente para estudos da atividade antioxidante
em extratos de alimentos e bebidas, mas, também, para o estudo da eficiéncia
antioxidante de substancias puras, com resultados comparaveis aqueles obtidos com
outras metodologias mais complexas (Rufino et al., 2006).
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Figura 2: Redugao do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe** (Rufino
et al., 2006).

Pode-se também avaliar o teor de compostos fendlicos totais, através da
metodologia descrita por Singleton et al. (1999), com o reagente Folin-Ciocalteau, que
contém tungstato de sddio, e acido fosfomolibdico no estagio mais alto de oxidacao.

No sentido de avaliar a capacidade antioxidante de cervejas Pilsen, sem alcool e
Malzbier, este trabalho pretendeu aplicar dois conhecidos ensaios de capacidade
antioxidante, e investigar o teor de compostos fendlicos totais em cervejas brasileiras.

2. Materiais e Método

2.1. Materiais

Analizou-se 5 marcas de cerveja tipo Pilsen (fabricante A, B, C, D e E), 5 marcas
de cerveja Pilsen sem dlcool (fabricante B, F, G, H e I) e 5 marcas de cerveja tipo
Malzbier (A, B, D, F e J) em lata de 350 mL e garrafa @mbar de 355 mL (exceto marca J).
As amostras foram compostas por trés lotes de cada cerveja. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata.

A solugdo etandlica (4,5%) foi preparada utilizando etanol grau analitico marca
Qhemis. Os reagentes 2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPH") e TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, assim como os padrbes acido galico, Trolox
e 4cido ascorbico.

Os reagentes acetato de sédio triidratado, acido acético glacial, acido cloridrico e
cloreto de ferro foram obtidos do fabricante Sinth e o metanol da Ecibra. Na avaliacao de
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fendlicos totais utilizou-se o reagente Folin-Ciocalteau marca Dinamica e carbonato de
célcio Sinth. A agua empregada nas analises foi filtrada no sistema MILLI-Q da Millipore.

2.2. Equipamento e metodologia

Foram aplicados 2 métodos comumente empregados nas andlises da capacidade
antioxidante (DPPH e FRAP) e um método para determinacdo de compostos fendlicos
totais (Folin-Ciocalteau). Previamente as analises, as cervejas foram degaseificadas por
10 minutos em sistema de ultrasson.

Em todas as analises a diluigdo das cervejas Pilsen e Malzbier e a curva de
calibracao diaria foram realizadas em solugéo etandlica 4,5%. Para a cerveja sem alcool,
as diluicbes e a curva de calibragdo foram realizadas com agua Milli-Q. A leitura das
analises foi realizada utilizando espectrometro UV-160 Pro-Anélise, Brazil.

2.2.1. Compostos fendlicos totais

O método para determinagdo de fendlicos totais foi baseado no método
apresentado em Singleton (1999), tendo sido realizadas algumas adaptacoes.

Em um tubo de ensaio foi adicionado 500 pyL da solugdo de amostra diluida
(cerveja Pilsen e sem alcool com diluicdo 1:5 e cerveja Malzbier 1:10) e 2,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteau (diluido 1:10), aguardando-se 5 minutos. Em seguida foram
adicionados 2,0 mL de carbonato de s6dio (Na>,COs) 7,5%, sendo os tubos armazenados
por 2 horas ao abrigo de luz.

O branco foi preparado da mesma maneira com solucao de etanol 4,5% (Pilsen e
Malzbier) ou dgua Milli-Q (cerveja sem &lcool) ao invés das amostras de cerveja. A curva
de calibragao foi preparada diariamente, com concentracao de acido galico variando de
1,0 a 8,0 mg/100mL. As leituras foram realizadas no espectrofotometro a 740 nm.

Os resultados foram expressos em EAG (equivalente de acido galico) por 100 mL
de cerveja.

2.2.2. Radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe)

Para as analises de DPPH utilizou-se um método baseado no método de Brand-
Williams et al (1995) com modificacdo de tempo de espera, ja que foi realizado teste de
cinética (leitura apds 1, 3, 6 e 9 horas de reagao) e o teor de DPPH consumido sé foi
estabilizado ap6s 6 horas (Figura 3).
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Teste de cinética para DPPH
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Figura 3: Teste de cinética em triplicata para a cerveja, realizado apés 1, 3, 6 e 9 horas de
reagdo com DPPH.

Para as analises adicionou-se 100 uL de cerveja (Pilsen e sem alcool sem diluicao
e Malzbier diluida 1:2) e 3,9 mL de solucao metandlica de DPPH (0,11 mol/L), tampou-se
os tubos de ensaio e aguardou-se por 6 horas. O branco foi preparado com 100 uL de
metanol ao invés das amostras e 3,9 mL de reagente DPPH.

Curvas de calibragao de acido galico, de acido ascorbico e de trolox com 7 pontos
foram preparadas com concentragdes de 11 a 47 umol/100mL, 45 a 183 umol/100mL e 33
a 132 umol/100mL, respectivamente, sendo aguardadas 6 horas antes das leituras.
Desses padroes, foram determinados os indices AAl (antioxidant activity index) e ARP
(antiradical power), segundo Scherer e Godoy (2009) e Brand-Willians (1995),
respectivamente, com o objetivo de controle de variagdes entre os dias de andlise. Para
as amostras, foi calculada a capacidade antioxidante total em micromols equilavalentes
de &cido galico (EAG), acido ascorbico (EAA) e trolox (ET). As leituras foram realizadas

no espectrofotémetro a 517 nm ajustado com metanol puro.

2.2.3. Potencial antioxidante de redugao de ferro (FRAP)

Para esta avaliacao utilizou-se um método baseado no método de Benzie e Strain
(1996). O FRAP foi preparado com uma parte de FeCl;.6H,O 20 mmol/L, uma parte de
solugdo de TPTZ 10 mmol/L em HCI 40 mmol/L e dez partes de tampao acetato 300
mmol/L pH 3,6.
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Em cada tudo de ensaio foi adicionado 2,4 mL de reagente FRAP, 240 pL de agua
destilada e 80 yL de amostra diluida (cerveja Pilsen e sem &lcool diluicdo 1:4 e cerveja
Malzbier diluigao 1:8). Os tubos foram levados para banho-maria & 37 °C por 15 minutos e
ficaram protegidos da luz por mais 4 minutos antes da leitura.

Foram utilizadas curvas de calibracdo de &cido galico (5,9 a 29,4 umol/100mL) e
FeS0O,.7H.O (62 a 500 umol/100mL) para determinacao da capacidade antioxidante total
das amostras em micromoles equivalentes de acido gdlico e para determinacao do valor
de FRAP do padrao de &cido galico, respectivamente. Também foram realizadas curvas
de calibracao de trolox (15,5 a 57,1 umol/100mL) e acido ascoérbico (4,1 a 74,0
pumol/100mL) para efeito de comparagdo. As leituras foram realizadas no
espectrofotémetro a 593 nm.

2.3 Analise Estatistica

As amostras foram analisadas em ftriplicata e os resultados comparados por
andlise de variancia (ANOVA). A comparagao de médias foi realizada pelo teste de Tukey
utilizando-se o programa Statistica (StatSoft, versao 7.0) e considerando significativas as

diferencas quando p < 0,05.

3. Resultados e Discussao

3.1. Compostos fendlicos totais

A Tabela 1 apresenta o teor médio dos compostos fendlicos totais em relagdo aos
tipos de cerveja, considerando latas e garrafas um mesmo grupo. Para este teste
estatistico foram utilizadas 9 amostras de cada tipo de cerveja, ja que a 52 marca de
Malzbier lata ndo pode ser encontrada no mercado.
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Tabela 1: Teor de compostos fendlicos totais (CFT) presentes nas amostras de cerveja
Pilsen, sem alcool e Malzbier.

Faixa de variacao do Média de CFT**

Tipo de Cerveja ( ch;srAcée/%I;EL) (mg EAG /100mL)
Pilsen 18,62 — 24,87 21,83°
Sem é&lcool 11,21 - 25,68 18,67°
Malzbier 39,05 — 55,73 47,05°

* Valores representam a faixa do teor de CFT encontrado para as amostras em relacdo aos tipos
de cerveja (9 marcas de cada tipo), considerando triplicatas de 3 lotes de latas e 3 lotes de
garrafas um mesmo grupo.

** Valores sdo a média do teor de CFT para cada faixa. Para letras iguais ndo ha diferenca
significativa entre as amostras (p>0,05). EAG: equivalente em acido galico.

Poejo (2009) encontrou em suas amostras de cerveja, de 29,3 a 1159 mg
EAG/100mL, e assim como neste estudo, obteve resultados que indicam as cervejas
escuras com maior teor de fendlicos totais, e a cerveja sem alcool com o menor teor.

A cerveja brasileira pode apresentar menor teor de compostos fendélicos pelo fato
de, em sua grande maioria, levar na formulagdo grande quantidade de adjuntos, de modo
que a proporgao de cevada e lupulo seja menor no produto final.

A concentragdo média de fendlicos totais nas amostras analisadas equivale a
cerca de um décimo do teor presente em vinho tinto (Poejo, 2009) e um quinto do teor em
suco de uva (Frankel et al.,1998); um terco do teor em cha preto e cerca de um quarto do
teor presente em cha verde, além de metade do teor em suco de laranja (Bravo et al.,
2006).

A cerveja Pilsen brasileira contém quantidade similar a presente em “chimarréo” de
erva tradicional no quarto extrato (Meinhart et al., 2010), e ao teor presente em vinho
branco (Bravo et al., 2006) e a cerveja Malzbier possui teor similar ao do vinho rosé
(Bravo et al., 2006).

Levando-se em conta a embalagem utilizada para armazenagem, foi realizada
uma comparacao entre o teor de compostos fendlicos totais analisado em cada tipo de
cerveja (Tabela 2). Para esta avaliagdo ndo foi considerada a marca “J” de cerveja
Malzbier garrafa, afim de ser possivel a aplicagdo do teste estatistico.
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Tabela 2: Teor de compostos fendlicos totais (mg EAG /100mL) em relagdo ao tipo de
embalagem utilizada.

. . Tipo de Faixa de variacao - .

Tipo de Cerveja Embalagem do Teor de CFT* Média de CFT
Bil Lata 18,62 — 22,69 20,86°
risen Garrafa 19,82 — 24,87 22,80°
. . Lata 11,95 — 25,68 18,662
Pilsen sem alcool Garrafa 11,21 — 24,94 18,67
. Lata 39,05 - 55,73 46,56°
Malzbier Garrafa 39,15 - 53,09 46,95°

* Valores representam a faixa do teor de CFT encontrado para as amostras em relacdo aos tipos
de embalagem (5 marcas para Pilsen, 5 marcas para sem alcool e 4 marcas para Malzbier).

** Valores sdo a média do teor de CFT para cada faixa. Para letras iguais ndo h& diferenca
significativa nas amostras (p>0,05) entre lata e garrafa para cada tipo de cerveja. EAG: equivalente
em &cido galico.

Para a cerveja Pilsen, a cerveja armazenada em lata apresentou menor teor de
fendlicos totais que a embalada em garrafa, no entanto tanto para a Malzbier como para a
cerveja sem alcool ndo houve diferenca entre as embalagens, ndo sendo possivel afirmar
que determinada embalagem seja mais apropriada para evitar a degradacdo dos
compostos fendlicos.

Para a verificagcao de diferengas entre fabricantes, ja que cada um obtém matérias-
primas e processos de fabricacdo diferentes, foi comparado o teor de compostos fendlicos

totais em cada marca para a cerveja do tipo Pilsen, sem alcool e Malzbier (Tabela 3).
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Tabela 3: Teor de compostos fendlicos totais (mg EAG /100mL) entre marcas.

Pilsen
Lata Garrafa
Faixa de = Faixa de =
Marca variacao das Concgn_tr*ag ao Marca variacao das Conc,en_trg*gao
. Média PR Média
Concentracoes Concentracoes
A 19,63 — 22,51 20,952 A 23,57 - 24,24 23,85%
B 19,89 — 22,69 21,562 B 20,82 - 21,84 21,28°
c 20,18 — 21,62 20,692 c 22,77 — 23,91 23,387
D 20,83 — 22,07 21,282 D 24,62 — 24,87 24,672
E 18,62 — 20,83 19,822 E 19,82 - 22,46 20,83°
Pilsen sem alcool
Lata Garrafa
Faixa de Concentracao Faixa de Concentracao
Marca variacdo das PP, Marca variacdo das e e
. Média PR Média
Concentracoes Concentracoes
G 22,60 — 23,81 23,122 G 23,87 — 24,94 24,752
B 21,06 — 25,68 24,142 B 21,49 - 22,62 22,1 7°
H 11,95 — 13,44 12,65° H 11,21 -12,99 12,24°
I 14,40 - 15,03 14,63° I 15,96 — 16,25 16,07¢
F 18,52 — 18,97 18,77° F 17,75-18,42 18,13¢
Malzbier
Lata Garrafa
Faixa de Concentracao Faixa de Concentracao
Marca variacao das 1wk Marca variacao das R,
. Média PR Média
Concentracoes Concentracoes
A 39,05 — 44,26 41,84° A 39,16 — 44,43 41,25°
B 41,46 — 46,78 43,31b B 42,12 - 43,88 42,84b
F 46,64 — 48,34 47,21b F 50,97 — 53,09 51,722
D 52,73 — 55,73 53,872 D 51,51 — 52,42 51,99%
J - - J 49,04 — 50,09 49 462

* Valores representam a faixa de teor de CFT encontrado para as amostras em relacdo a cada

marca de cerveja.

** Valores sdo a média do teor de CFT para cada faixa. Letras iguais, para cada tipo de cerveja, na
mesma coluna (lata e garrafa) ndo apresenta diferencga significativa (p>0,05). EAG: equivalente em

acido galico.
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Pode-se notar que a maior discrepancia entre marcas se da na cerveja tipo Pilsen
sem alcool. Uma hipétese para que este fato ocorra, pode ser porque existem duas vias
para producao de cerveja sem alcool, por interrup¢ao da fermentagcédo ou por remogao do
alcool no final da producéo, e quando se interrompe a fermentacao, pode ser que haja
impedimento de migracdo de parte dos polifendis presentes nas matérias-primas,
principalmente do lapulo, para as cervejas (Poejo, 2009).

Para a cerveja Malzbier, a marca D apresenta teor de compostos fendlico elevado
em relagdo as outras marcas, especialmente em lata. J& para a cerveja Pilsen o teor

destes compostos quase nao apresenta diferencas.

3.2. Radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe)

Os indices calculados para as curvas de calibragao de acido galico construidas a
cada dia de avaliacdo, apresentaram em média um IC50 de 1,37 + 0,07 com CV de
4,97%, e um |AA de 30,78 £ 1,61 com CV de 5,24%. O EC50 apresentou média de 0,074
+ 0,003 enquanto o ARP 13,52 £+ 0,56 com CVs de 5,24 e 4,11%, respectivamente. Estes
indices estao proximos aos obtidos por Scherer e Godoy (2009) e Brand-Williams et al.
(1995). Considerando que a metodologia aplicada neste trabalho possui 6 horas de
reacao, foram encontrados indices ligeiramente diferentes.

Para as curvas de trolox e &cido ascoérbico, respectivamente, foram obtidos
indices IC50 de 6,47 e 5,21; e IAA de 6,63 e 8,23. O valor encontrado para EC50 e ARP
foram, respectivamente, 0,23 e 4,41 para trolox e de 0,27 e 3,76 para acido ascorbico,
estando bastante proximos aos apresentados por Brand-Williams et al. (1995).

A Tabela 4 apresenta a capacidade antioxidante para cada tipo de cerveja,
incluindo latas e garrafas em um mesmo grupo. Foram utilizadas 9 amostras de cada tipo
de cerveja para este teste estatistico, j& que a 52 marca de Malzbier lata ndo foi

encontrada no mercado.
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Tabela 4: Capacidade antioxidante das amostras de cerveja Pilsen, sem alcool e Malzbier
pelo ensaio DPPH.

Capacidade Capacidade Capacidade
Tipo de Cerveja antioxidante antioxidante antioxidante
(umol EAG/ 100mL) (umol ET/ 100mL) (umol EAA/ 100mL)
Pilsen 30,78° 102,13° 116,94°
Sem 4alcool 33,06° 102,56" 177,49°
Malzbier 76,572 238,68 275,57%

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tipos de cerveja (p<0,05) em cada coluna.
Valores correspondem a média entre latas e garrafas avaliadas em ftriplicata (9 amostras de cada
tipo de cerveja). EAG: equivalente em &cido gdlico. ET: equivalente em trolox; EAA: equivalente
em acido ascorbico.

A capacidade antioxidante da cerveja Malzbier foi claramente maior que a
capacidade antioxidante da cerveja Pilsen e sem alcool pelo ensaio DPPH. Resultado que
pode ser correlacionado com o maior teor de compostos fendlicos encontrados (Tabela 1).
No entanto, as cervejas Pilsen e a Pilsen sem alcool ndo apresentaram diferencas
significativas entre si.

Freitas et al. (2006) encontraram em suas amostras de cerveja, uma capacidade
antioxidante cerca de trés vezes maior que a encontrada neste estudo, no entanto os
valores entre cervejas escuras e claras foram similares, enquanto que nesta avaliagdo a
cerveja Malzbier mostrou-se com capacidade mais de 100% superior.

Zhao et al. (2010) relatam que através do ensaio DPPH as cervejas analisadas
apresentaram de 24 a 135 pumol ET/100mL, sendo quase todas chinesas. Embora a
grande maioria de suas amostras tenha estado abaixo de 70 pmol ET/100mL, os
resultados sdo similares aos encontrados neste trabalho. Picinelli Lobo et al. (2009)
encontraram em cidras uma média de 290 umol EAA/100mL de atividade anti-radical,
resultado préximo a cerveja Malzbier.

A Tabela 5 compara a capacidade antioxidante das amostras entre cada
embalagem avaliada, excluindo a marca “J” de cerveja Malzbier garrafa.
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Tabela 5: Capacidade antioxidante (umol EAG/100mL) das amostras pelo ensaio de DPPH,
em relagdo ao tipo de embalagem utilizada.

Tipo de Cerveja Er;lrling?a;?am Faixa de variacéo * Média **
Pisen Gorata  sh21-3047 3161
Pilsen sem alcool G:?rt:fa 13;3 : 217:22 gggg:
woer s T meem 7o

* Valores representam a faixa da capacidade antioxidante encontrada para as amostras em
relacéo aos tipos de embalagem (5 marcas para Pilsen, 5 marcas para sem alcool e 4 marcas para
Malzbier).

** Valores sdo a média da capacidade antioxidante para cada faixa. Para letras iguais ndo ha
diferenca significativa nas amostras (p>0,05) entre lata e garrafa para cada tipo de cerveja. EAG:
equivalente em &cido galico

Novamente, as duas embalagens utilizadas n&o influenciaram na capacidade
antioxidante dos diferentes tipos de cerveja. Nem mesmo na cerveja tipo Pilsen, a qual
apresentou diferengas significativas no teor de compostos fendlicos totais em cerveja
embalada em lata e em garrafa (Tabela 2).

A Tabela 6 mostra a capacidade antioxidante em cada marca para as cervejas
analisadas.
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Tabela 6: Diferencas de capacidade antioxidante (umol EAG/100mL) das amostras entre
marcas pelo ensaio de DPPH.

Pilsen
Lata Garrafa
Faixa de AT Faixa de A
Marca variaggo * Média Marca variaggo * Média
A 28,73 — 31,41 29 957 A 31,60 - 32,29 32,05%
B 23,99 — 30,46 28,09? B 30,13 — 32,51 31,01°
C 28,69 — 35,24 32,562 C 30,84 — 32,90 31,85%
D 28,26 — 33,22 30,722 D 34,90 — 35,47 35,182
E 27,16 — 31,56 29,292 E 26,21 — 31,16 28,94°
Pilsen sem alcool
Lata Garrafa
Faixa de AT Faixa de A
Marca variagio * Média Marca variagdo * Média
G 32,49 — 35,55 33,72% G 52,44 — 56,81 54,962
B 38,61 —51,96 43,072 B 35,02 — 57,28 44 .56°
H 19,73 - 33,79 24,42° H 17,27 — 20,02 18,97°
I 21,35-21,93 21,68° I 42,47 — 44,09 43,52°
F 27,28 — 32,91 29,45% F 25,42 — 26,82 26,29°
Malzbier
Lata Garrafa
Faixa de L ae sk Faixa de L gk
Marca variagéo * Média Marca variacéo * Média
A 68,42 — 71,27 69,56° A 56,95 — 67,43 61,12°
B 63,82 — 65,66 64,89° B 65,73 — 67,19 66,45°
F 78,69 — 84,75 81,392 F 79,27 — 88,93 82,592
D 91,26 — 92,92 92,192 D 86,11 —87,22 86,742
J ] - J 83,85 — 84,77 84,20°

* Valores representam a faixa de capacidade antioxidante encontrada para as amostras em
relagdo a cada marca de cerveja.

** Valores sdo a média da capacidade antioxidante para cada faixa. Letras iguais, para cada tipo
de cerveja, na mesma coluna (lata e garrafa) ndo apresenta diferenga significativa (p>0,05). EAG:
equivalente em acido galico.
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Os diferentes processos de fabricacdo e matérias-primas utilizadas resultaram em
diferentes capacidades de captura do radical DPPH. A cerveja sem alcool apresentou
para algumas marcas, valores mais de 100% superiores a outras. As marcas F, D e J de
cerveja Malzbier apresentaram a maior capacidade antioxidante encontrada, superior a
80,0 umol EAG/ 100mL.

Embora de uma maneira geral a embalagem n&o tenha influenciado na
capacidade antioxidante das amostras (Tabela 5), a cerveja sem &alcool marcas G e |
apresentaram uma grande discrepancia, na qual a lata apresenta diferenca de quase 40 e
50% em relagdo a garrafa, respectivamente, na capacidade antioxidante medida pelo
ensaio DPPH.

3.3. Potencial antioxidante de reducao de ferro (FRAP)

O valor de FRAP obtido através da curva de Fe,SO, foi de 2,3 em média para o
Trolox, valor similar ao apresentado por Brand-Williams (1995). Para o acido galico e
acido ascorbico foram, 7,2 e 4,3 respectivamente.

A Tabela 7 apresenta o potencial antioxidante de reducdo do ferro para as
cervejas tipo Pilsen, sem alcool e Malzbier incluindo as duas embalagens analisadas. Na
andlise estatistica foram avaliadas 9 amostras de cada tipo de cerveja (nao foi encontrada
no mercado a 52 marca de Malzbier lata).

Tabela 7: Capacidade antioxidante das amostras das cervejas pelo ensaio FRAP.

Capacidade Capacidade Capacidade
Tipo de Cerveja antioxidante antioxidante antioxidante
(umol EAG/ 100mL) (umol ET/ 100mL) (umol AA/ 100mL)
Pilsen 46,51 136,49° 102,05°
Sem élcool 34,47° 99,60° 72,46°
Malzbier 115,79° 314,36° 245,502

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tipos de cerveja (p>0,05) em cada coluna.
Valores correspondem a média entre latas e garrafas avaliadas em ftriplicata (9 amostras de cada
tipo de cerveja). EAG: equivalente em &cido gdlico. ET: equivalente em trolox; EAA: equivalente
em acido ascorbico.

A capacidade de reducgao do ferro encontrada para as cervejas Pilsen é similar a
de suco de macéa despectinizado e fermentado de maca Fuji, 190,9 e 185,3 umol ET/

100mL respectivamente. E a capacidade antioxidante da cerveja Malzbier é proxima ao
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suco de maca despectinizado 437,6 umol ET/ 100mL e fermentado de maca Gala, 359,4
umol ET/ 100mL (Zardo et al., 2009).

A Tabela 8 apresenta a capacidade antioxidante pelo ensaio FRAP em cada tipo
de cerveja, levando-se em conta a embalagem utilizada para armazenagem. Para

aplicagao do teste estatistico nao foi considerada a marca “J” de cerveja Malzbier garrafa.

Tabela 8: Capacidade antioxidante (umol EAG/ 100mL) pelo ensaio FRAP em relagcao ao
tipo de embalagem utilizada.

Tipo de

Tipo de Cerveja Embalagem Faixa de variacéao * Média **
Pilsen Ganaa 10032555 jg:g;:
Pilsen sem alcool G:?::fa 21 :gg : ii:g; 2471882
Malzbier  Gaida  cose-tars 06,14

* Valores representam a faixa da capacidade antioxidante encontrada para as amostras em
relagéo aos tipos de embalagem (5 marcas para Pilsen, 5 marcas para sem alcool e 4 marcas para
Malzbier).

** Valores sdo a média da capacidade antioxidante para cada faixa. Para letras iguais ndo ha
diferenca significativa nas amostras (p>0,05) entre lata e garrafa para cada tipo de cerveja. EAG:
equivalente em &cido galico

Assim como o teor de fendlicos totais (Tabela 1) a cerveja Pilsen apresenta a
garrafa como embalagem mais apropriada para potencial de reducao do ferro (Tabela 8).

A comparacado da capacidade antioxidante das amostras analisadas entre as
diferentes marcas esta apresentada na Tabela 9.
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Tabela 9: Potencial de reducao do ferro (umol EAG/100mL) entre as marcas avaliadas.

Pilsen
Lata Garrafa
Faixa de T Faixa de A
Marca variaggo * Média Marca variagio * Média
A 36,47 — 44,62 41,842 A 47,68 — 50,99 49,642
B 42,13 - 47,75 45 19% B 42,36 — 44,82 43,56°
Cc 36,52 — 43,61 39,37° Cc 49,50 — 55,20 51,482
D 47,25 -51,03 48 912 D 49,94 — 55,55 52,43%
E 40,28 — 45,34 42 56 E 40,93 — 46,77 43,00°
Pilsen sem alcool
Lata Garrafa
Faixa de AT Faixa de A
Marca variagio * Média Marca variagdo * Média
G 43,83 — 50,56 46,61° G 41,78 — 44,69 43,05°
B 38,97 — 52,48 47,75° B 42,31 — 42,54 42,372
H 21,46 — 24,84 23,68° H 21,32 -24,15 23,04
| 27,92 — 28,65 28,23° | 25,39 — 26,33 25,84°
F 40,31 — 42,87 41,74° F 34,81 — 38,56 35,69°
Malzbier
Lata Garrafa
Faixa de L ae sk Faixa de L gk
Marca variagéo * Média Marca variacéo * Média
A 97,39 - 110,92 103,13° A 82,82 — 87,47 85,71°
B 96,29 — 107,00 101,86° B 85,02 — 103,43 96,78°
F 106,97 — 122,96 117,50° F 117,56 — 127,44 123,012
D 140,41 — 153,97 148,552 D 122,21 — 147,53 131,042
J - - J 133,41 — 136,82 134,572

* Valores representam a faixa de capacidade antioxidante encontrada para as amostras em
relagdo a cada marca de cerveja.

** Valores sdo a média da capacidade antioxidante para cada faixa. Letras iguais, para cada tipo
de cerveja, na mesma coluna (lata e garrafa) ndo apresenta diferenga significativa (p>0,05). EAG:
equivalente em acido galico.
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A Cerveja sem alcool apresentou os valores mais discrepantes entre as amostras
e a Malzbier novamente aparece como o tipo de cerveja com maior capacidade
antioxidante. A marca “B” que fabrica os trés tipos de cerveja analisadas, apresenta
capacidade antioxidante na Malzbier de mais de 100% superior a cerveja Pilsen e sem
alcool.

4. Conclusoes

A concentracdo de compostos fendlicos nas cervejas brasileiras analisadas é
equivalente ao vinho branco (cerveja Pilsen e sem alcool) e ao vinho rosé (cerveja
Malzbier). A cerveja Malzbier apresentou a maior capacidade antioxidante através de
ambos os métodos aplicados, corroborando com o maior teor de fendlicos totais
presentes, e a cerveja sem alcool é a que mais apresentou diferengas de teor de fendlicos
totais e capacidade antioxidante entre as marcas analisadas de um mesmo tipo de
cerveja.

Houve relacao direta entre o teor de fendlicos totais e os ensaios realizados, o que
indica uma forte influéncia destes compostos sobre a atividade antioxidante das cervejas,
no entanto a comparacao do tipo de embalagem utilizada resultou em relevacia somente
para a cerveja Pilsen, no teor de fendlicos totais e capacidade de redugéo do ferro, néo
possuindo influéncia nas cervejas sem alcool e Malzbier.

Se consumida com moderacdo, a cerveja pode ser um alimento auxiliar como

fonte de compostos fendlicos, possuindo boa capacidade antioxidante.
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RESUMO

Compostos carbonilicos, particularmente aldeidos, tém papel importante na deterioragao
do aroma e sabor da cerveja durante a estocagem e o trans-2-nonenal parece ser uma
das principais causas do sabor envelhecido. Muitos métodos analiticos para determinagao
de aldeidos em cerveja tém sido desenvolvidos. Neste trabalho foi utilizado o método de
headspace com microextracdo em fase solida e identificagdo e quantificagdo em
cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas (HS-SPME-GCMS). Foram
analisadas cinco marcas da cerveja tipo Pilsen, cinco marcas da Pilsen sem alcool e
quatro marcas de cerveja tipo Malzbier em lata. As condicbes cromatograficas foram:
inicio em temperatura de 60°C e fim em 200°C. Utilizou-se coluna 5%-fenil-
metilpolisiloxano (HP-5MS). O gas de arraste (hélio) teve vazao constante de 1,0 mL/min.
Os ions monitorados para a quantificacdo (m/z) foram 55, 70 e 83 (fonte de ionizacao de
70eV). O teor de trans-2-nonenal encontrado variou de 0,11 a 0,46 ug/L, estando acima
de seu threshold (0,1 pg/L). A partir da aplicacdo do teste estatistico t student foi
encontrada diferenga significativa entre amostras de um mesmo tipo de cerveja, porém

nao houve diferenca significativa entre os trés tipos de cerveja analisados.

Palavras-chave: (E)-2-nonenal, cerveja, SPME, GC-MS
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ABSTRACT

Carbonyl compounds, aldehydes particularly, are important for aroma and taste
deterioration during beer storage, and E-2-nonenal seems to be the major cause of the
aged flavor. Many analytical methods for aldehydes determination in beer have been
developed. In this work, was used a headspace solid phase micro extraction method for
compound isolation and identification and quantification were made by gas
chromatography coupled to mass spectrometer (HS-SPME-GC-MS). Five brands of beer
Pilsen type, five brands of alcohol-free Pilsen and four brands of Malzbier beer type in
cans were examined. The chromatographic conditions were: start at temperature of 60 °C,
and had an end at 200 C. It was used column 5%-phe nyl-methylpolysiloxane (HP-5MS).
The carrier gas (helium) flow rate was constant at 1.0 mL / min. Monitored ions for
quantification (m / z) were 55, 70 and 83 (source of ionization of 70eV). The E-2-nonenal
levels ranged from 0.11 to 0.46 ug / L, above its threshold (0,1 pg/L). Applying the Student
t statistical test, significant difference was found between samples of the same type of
beer, but not significant difference between the three types of analyzed beer.

Keywords: (E)-2-nonenal, beer, HS-SPME, GCMS
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1. Introducao

A estabilidade do sabor é um fator de qualidade importante para a cerveja. O
conhecimento neste campo foi resumido por diversos autores (Brown, 1989; Dalgliesh,
1977; Devreux, Blockmans e Van de Meersche, 1981; Drost et al., 1974; Narziss, 1986,
Saison et al., 2009). No atual momento de mercado globalizado, o crescimento verificado
na exportacao da cerveja, tem aumentado a demanda por pesquisas sobre os fatores que
afetam seu aroma e gosto, afim de prolongar a vida de prateleira (Guyot-Declerck et al.,
2005; Pinho et al., 2006; Vanderhaegen, 2006; Guido et al., 2005).

Neste contexto, estudos tém sido realizados com o intuito de discutir a
conservagao da cerveja, sabendo-se que esta diretamente relacionada a temperatura de
estocagem (Wackerbauer e Hardt, 1997; Madigan e Perez, 1998 e Wang e Siebert, 1974),
ao pH (Kaneda et al., 1997) e aos niveis de oxigénio a que é exposta (Drost et al., 1990 e
Bamforth, 2000).

Do ponto de vista analitico o trans-2-nonenal € um dos compostos mais citados ao
se relacionar aumento de concentragdo de composto com oxidagdo de cerveja
(Meilgaard, 1975; Liegeois et al., 2002; Santos et al., 2003, Saison et al., 2009). Seu
threshold é bastante baixo, cerca de 0,1 pg/L na cerveja fresca (Meilgaard, 1975), e
apesar de ser caracteristico em cervejas envelhecidas, muitas vezes o sabor oxidado é
encontrado em cervejas com cerca de 3 meses de vida de prateleira (Santos et al., 2003).

Muitas pesquisas tém sido realizadas para tentar identificar a origem dos
compostos responsaveis pelo sabor envelhecido na cerveja. Acredita-se que as oxidacdes
enzimaticas e ndo enzimaticas dos lipidios sejam o0s principais mecanismos responsaveis
pela geracdo do trans-2-nonenal (Drost et al., 1990). Assim sendo, o pH da cerveja
durante seu envelhecimento também aparenta ter forte influéncia sobre a formagao deste
composto (Guyot-Declerck et al., 2005).

Diversos métodos analiticos para determinacdo de aldeidos em cerveja tém sido
desenvolvidos, e bons resultados foram obtidos utilizando extracdo liquido-liquido (Tressl
et al., 1978) e destilagdo (Barret, Hasley e Peppard, 1983), no entanto estes métodos sao
complicados e ndo muito seletivos (Vesely et al., 2003).

A microextragdo em fase soélida (SPME) é uma técnica de preparo de amostra
desenvolvida por Pawliszyn e colaboradores em 1990 (Arthur e Pawliszyn, 1990; Zhang et
al.,, 1994) que utiliza uma fibra de silica fundida recoberta por uma fase estacionaria
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apropriada. O analito entra em equilibrio com a fibra de acordo com sua afinidade pela
fase sélida. Em contraste com as técnicas convencionais de preparo de amostra, a SPME
€ um método que nao utiliza solventes e permite que as etapas de extracao e
concentracao sejam feitas num unico procedimento (Beltran et al., 2000), podendo ser
facilmente acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a cromatografia a gas
(Yang et al., 1999). A cromatografia a gas apresenta diversas vantagens, como rapidez,
alta eficiéncia, alta sensibilidade, alta precisdo, necessidade de pouca quantidade de
amostra e simplicidade em relacdo ao CLAE (Mcnair e Miller, 1997).

Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi quantificar o trans-2-nonenal em
cervejas brasileiras, nos tipos mais consumidos no pais, Pilsen e Malzbier, assim como na
Pilsen sem alcool, utilizando HS-SPME como técnica de extragao, e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas como técnica de andlise.

2. Material e Métodos

2.1. Material

As amostras de cerveja foram adquiridas nos supermercados da regiao de
Campinas com datas de validade préximas ao seu vencimento, sendo compostas por trés
lotes de cada amostra em lata de 350 mL. Foram analisadas 5 marcas da cerveja tipo
Pilsen (fabricante A, B, C, D e E), 5 marcas da Pilsen sem élcool (fabricante B, F, G, H e I)
e 4 marcas de cerveja tipo Malzbier (A, B, D e F).

Os materiais utilizados no experimento foram adquiridos das empresas Varian
(fibra utilizada para extragdo HS-SPME), Sigma-Aldrich (padrdo do composto trans-2-
nonenal 97% de pureza), Vetec (etanol grau HPLC), e Merck (acido fosfoérico). A agua foi
purificada através do sistema MilliQ (Millipore).

2.2. Preparo da amostra e analise

A determinacdo do trans-2-nonenal foi realizada baseando-se no método
desenvolvido por Scherer et al. (2009). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

As amostras foram colocadas no ultrasson por 30 segundos antes da extracao,
para remocgao parcial do gas carbonico, e entdo o analito foi extraido das amostras de
cerveja em fibra mista (Carboxen/PDMS- 75um) pelo método de headspace com
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microextragdo em fase sélida (HS-SPME) e injecdo através de dispositivo (holder)
manual.

A extragédo foi realizada em frasco de 23 mL com 10 mL de amostra, extraidos a
50°C utilizando agitacao com barra magnética, com tempo de equilibrio de 15 minutos e
tempo de extracao de 90 minutos. O tempo de dessorgao da fibra no injetor foi 10 minutos
e o periodo de splitless de 2 minutos.

A identificagdo e quantificacdo foram realizadas por GCMS em um cromatdgrafo
gasoso (Shimadzu 17A) acoplado ao espectrdmetro de massas (Shimadzu QP 5000). Foi
utilizada a coluna 5%-fenil-metilpolisiloxano (HP-5MS) de 30 metros, 0,25 mm de diametro
interno e 0,25 uym de espessura de fase estacionaria (J&W Scientific).

No cromatégrafo a gas a temperatura do injetor foi de 280°C e na interface
GC/MS 240°C. A fonte de ionizacao foi configurada em 70eV. A corrida se iniciou com
60°C e rampa de aquecimento de 3 °C/min até atingir 100°C, em seguida rampa de 10
2C/min até atingir 200°C e entdo permanéncia a 200°C por 7 minutos para limpeza da
coluna.

O gas hélio foi utlizado como gés de arraste a uma vazao constante de 1,0
mL/min. Os ions monitorados para a quantificagao (m/z) foram 55, 70 e 83.

2.3. Validacao do Método

A quantificagdo do trans-2-nonenal foi realizada através de calibracdo externa,
com padrao diluido em solugdo de agua com 5% de etanol, e pH ajustado para 4,5 com
acido fosférico, nas concentragbes 1,27; 0,59; 0,25; 0,11; 0,05 e 0,08 ug/L. Todas as
avaliagOes foram realizadas em ftriplicata.

O limite de deteccado foi estimado por diluicbes sucessivas do padrdao de
concentragcdes conhecidas, até a determinacdo da menor quantidade detectavel como
sendo trés vezes o valor da amplitude do ruido do equipamento (S/R>3) (Ribani et al.,
2004). O limite de quantificacdo foi considerado como sendo duas vezes o limite de
deteccéo.

Para a avaliagdo da exatiddo do método (Rodriguez et al., 1995; Ribani et al.,
2004), foram realizados testes de recuperacdao do padrdo adicionado. Para essa
determinagéo, analisou-se inicialmente, o teor de trans-2-nonenal naturalmente presente

em uma matriz de cerveja, através da meédia de 10 andlises. Posteriormente, adicionou-se
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0,05 ug/L no nivel 1 e 0,59 pg/L no nivel 2, calculando-se a recuperagao de acordo com

Rodriguez et al. (1995), através da seguinte equacao:

Recuperacgéo = (Concentracéo encontrada — Concentracdo amostra) x 100%

Concentracao adicionada

A precisao foi avaliada através da precisao intermediaria e da repetibilidade do
método. A repetibilidade foi realizada através de dez determinag¢des consecutivas, nos
niveis de concentracao de trans-2-nonenal encontrados nas matrizes € em dois niveis de
concentragao de trans-2-nonenal adicionados, e calculada de acordo com Ribani et al.
(2004). A precisao intermediaria foi realizada através de trés determinagdes consecutivas,
nos mesmos niveis adicionados, realizadas em trés diferentes dias (Ribani et al., 2004).

2.4. Analise Estatistica

Realizou-se teste estatistico Anova e Tukey, utilizando-se o programa Estatistica
(versédo 7.0), e considerando significativas as diferencas quando p < 0,05 (ANOVA/teste
de Tukey).
3. Resultados e Discussao

3.1 Validacao do Método

Para identificagdo do trans-2-nonenal foi utilizado o detector de massas no modo
de varredura (full scan), sendo identificado no tempo de retencdo de 13,1 minutos. O
espectro de massas obtido encontra-se na Figura 1.
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Figura 1: Espectro de massas do trans-2-nonenal (software Class 5000).

Foram entado selecionados para quantificacdo do trans-2-nonenal os ions (m/z) 55,
70 e 83 através do modo SIM (selected ion monitoring), sendo obtido para o padrao de

trans-2-nonenal o cromatograma indicado na Figura 2.

[E)-2-nonenal

a0

ol N

10 20 a0

Figura 2: Cromatograma obtido da solugdo padréo de trans-2-nonenal, no modo SIM,
massas 55, 70 e 83.

Para a construcdo da curva de calibracdo foram utilizadas as concentracbes de
0,08 a 1,27 ug/L de trans-2-nonenal, obtendo-se R? = 0,9993, indicando 6tima linearidade.

Outros autores, utilizando diferentes métodos de extracdo, obtiveram o mesmo
valor, como Ochiai et al. (2003), ou semelhantes, como Vesely et al. (2003), que
encontraram R? = 0,9944. Scherer et al. (2009) obtiveram uma linearidade de R? = 0,9994,
valor similar ao encontrado neste trabalho.

O limite de deteccao encontrado foi de 0,008 ug/L e o limite de quantificacao 0,017

ug/L. A recuperacao obtida para o nivel 1 foi de 92,5% e para o nivel 2 de 106,6%. Os
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valores de recuperagdo também estdo préximos ao obtido por Scherer et al. (2008),

96,5%, e acima do encontrado por Vesely et al. (2003), 89%.

A repetibilidade foi realizada através de dez determinacdes consecutivas, nos

niveis de concentracdo de trans-2-nonenal encontrados nas matrizes e com adi¢cdo em

dois niveis de concentragcédo, conforme apresenta a Tabela 1.

Tabela 1: Repetibilidade de trans-2-nonenal em cerveja.

Concentracao de Concentracao de Concentracao de
T2N naturalmente CV% |T2N com adicdode| CV% |T2Ncom adicaode| CV%
presente (ug/L) 0,05 ug/L 0,59 ug/L
0,24 0,27 0,89
0,24 0,28 0,85
0,24 0,29 0,87
0,25 0,28 0,86
0,24 0,29 0,86
0.25 2,65 0.29 3,28 0.86 2,90
0,24 0,29 0,83
0,23 0,30 0,87
0,25 0,30 0,89
0,25 0,29 0,92
0,24 +0,01* 0,29+0,01* 0,87 +0,03 *

* Média dos valores * estimativa do desvio padrao

Os valores obtidos para a precisao intermediaria estdo apresentados na Tabela 2:

Tabela 2: Concentragbes de trans-2-nonenal em cerveja em trés diferentes dias para

avaliacao da precisao intermediaria.

= S
A di'(\:lilt‘),ﬁlas dos Concentracées Dia 1 | Concentragcoes Dia 2 | Concentracoes Dia 3 (3Cc\ili:’s)
0,24 0,24 0,24
Naturalmente 0,24 0,25 0,25 2,38
presentes 0,24 0,23 0,26
0,24 £ 0,00; 0,70%" 0,24 £0,01; 4,13%" 0,25 £ 0,01; 3,34%"
Adicdo 0,27 0,31 0,31
Nivel 1 0,28 0,29 0,29 4,24
(0,05 pg/L) 0,29 0,32 0,28
’ 0,28 £ 0,01; 3,00%" 0,31 £0,02; 5,02%"* 0,29 + 0,02; 5,33%*
Adicdo 0,89 0,88 0,81
Nivel 2 0,85 0,91 0,85 222
(0,59 pg/L) 0,87 0,90 0,92
0,87 £0,02; 2,21%"* 0,90 £0,01; 1,11%" 0,86 + 0,06; 6,63%"

* Média dos valores * estimativa do desvio padrao;%CV
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A repetibilidade do método mostrou-se excelente, estando com menor variagao
entre as analises do que a conseguida por Vesely et al. (2003), que obteve 8%; Scherer et
al. (2009) que encontraram 4% e Pinho et al. (2006) que em sua avaliagdo para aldeidos,
obtiveram 6,7%.

3.2 Resultados das Amostras

A Figura 3 apresenta o detalhamento dos cromatogramas obtidos para a cerveja
Pilsen, sem alcool e Malzbier.

LA
ot

o
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[E)-2-nonensl
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Figura 3: Detalhamento dos cromatogramas obtidos em amostra de cerveja tipo Pilsen
(A), sem alcool (B) e Malzbier (C), no modo SIM, os ions monitorados para a
quantificagao (m/z) foram 55, 70 e 83.

O teor de trans-2-nonenal obtido nas cervejas tipo Pilsen, Malzbier e Pilsen sem
alcool estao apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 3: Teor de trans-2-nonenal na cerveja Pilsen.

Marca Lote Concentragao (ug/L) | desvio padrao CV%
1 0,24 0,01 2,03

A 2 0,21 0,01 5,97

3 0,23 0,01 2,48

Média 0,23 ° 0,01 6,23

1 0,22 0,01 6,61

B 2 0,22 0,02 6,97

3 0,18 0,01 2,71
Média 0,21% 0,02 10,53

1 0,24 0,01 6,04

c 2 0,37 0,02 4,12

3 0,24 0,01 3,90
Média 0,28° 0,07 26,26

1 0,12 0,01 7,65

D 2 0,22 0,01 4,34

3 0,16 0,01 5,96
Média 0,16° 0,05 30,45

1 0,21 0,01 4,96

E 2 0,27 0,02 7,59

3 0,25 0,01 4,03
Média 0,25 *° 0,03 12,98

CV%: % coeficiente de variacao.
Letras iguais: ndo hé diferenga significativa entre as marcas (p>0,05).
Tabela 4: Teor de trans-2-nonenal na cerveja Malzbier.

Marca Lote | Concentracdo (ug/L) | desvio padrao CV%
1 0,20 0,01 5,17

A 2 0,24 0,02 6,97

3 0,28 0,01 4,05
Média 0,24° 0,03 13,86

1 0,14 0,00 2,91

B 2 0,11 0,00 1,63

3 0,16 0,02 9,76
Média 0,14° 0,03 17,69

1 0,35 0,01 1,76

D 2 0,19 0,00 1,87

3 0,25 0,02 6,58
Média 0,26° 0,08 31,23

1 0,27 0,00 1,12

F 2 0,24 0,00 1,83

3 0,20 0,01 5,99

Média 0,24° 0,04 16,21

CV%: % coeficiente de variacao.

Letras iguais: ndo hé diferenga significativa entre as marcas (p>0,05).
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Tabela 5: Teor de trans-2-nonenal na cerveja Pilsen sem alcool.

Marca Lote Concentragao (ug/L) | desvio padrao CV%
1 0,24 0,01 2,57

B 2 0,26 0,01 4,15
3 0,24 0,00 1,81

Média 0,25 ° 0,01 4,84

1 0,12 0,01 7,33

E 2 0,14 0,01 7,21
3 0,12 0,01 3,69

Média 0,13° 0,01 5,90

1 0,31 0,02 7,87

a 2 0,24 0,01 2,97
3 0,19 0,01 5,29

Média 0,29 ° 0,06 22,61

1 0,15 0,01 3,61
H 2 0,19 0,02 10,39
3 0,15 0,02 10,44
Média 0,17 0,02 14,05

1 0,46 0,01 2,95

| 2 0,12 0,00 3,73
3 0,15 0,00 0,47
Média 0,24° 0,19 78,12

CV%: % coeficiente de variacao.
Letras iguais: ndo hé diferenga significativa entre as marcas (p>0,05).

Os resultados demonstram que nas cervejas brasileiras analisadas o teor de trans-
2-nonenal estd acima do threshold indicado por Saison et al. (2009) (0,03 pg/L);
Palamand e Hardwick (1969) e Van Eerde e Strating (1981) (0,05 ug/L) e por Meilgaard
(1975) (0,1ug/L). Outros autores, no entanto, indicam um threshold mais alto, em torno de
0,1-0,3 pg/L (Ochiai et al., 2003) e 0,5 pg/L (Jamieson e Van Gheluwe, 1970).

O teor encontrado neste estudo é similar aos encontrados por Drost (1990) de
0,10 a 0,25 pug/L e por Scherer et al. (2008), com valores de 0,17 a 0,42 pug/L em cervejas
brasileiras. Ja Saison et al. (2009) encontrou em cervejas belgas frescas de 0,05 a 0,09
pg/L de trans-2-nonenal, enquanto que Hughes e Baxter (2001) obtiveram resultados de
0,01 a 2,0 ug/L do aldeido na bebida.

Pode-se notar também que o alto CV% entre lotes, chegando a 78,12% na
amostra (I) Pilsen sem élcool, demonstra grande variacao no controle deste aldeido para
alguns fabricantes. Os CV% encontrados para as cervejas aqui analisadas em suas
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triplicatas, sdo semelhantes aos obtidos por Vanderhaegen et al. (2007), de 1,96 a 7,57%

para marcadores de envelhecimento de cervejas.

A Tabela 6 apresenta a comparagao das médias do teor presente na cerveja tipo
Pilsen, tipo Pilsen sem &alcool e tipo Malzbier.

Tabela 6: Média do teor de trans-2-nonenal presente em cada tipo de cerveja analisado.

Concentracao . ~ o
Tipo (ug/L) Desvio padrao CV%
Pilsen 0,23% 0,04 19,47
Pilsen sem a
Alcool 0,21 0,06 27,03
Malzbier 0,22% 0,06 24,94

CV%: % coeficiente de variagdo para as médias obtidas para cada tipo de cerveja.
Letras iguais: ndo ha diferenga significativa entre as amostras (p>0,05).

Vanderhaegen et al. (2007) afirmam que a reac¢do de Maillard € mais proeminente
durante o envelhecimento de cervejas escuras e com maior teor alcodlico, pois possuem
mais intermediarios de reagdo, que sao reativos para a formacao de muitos e diferentes
off-flavours.

Nao foram encontradas diferengas significativas (p < 0,05) no teor de trans-2-
nonenal entre os tipos de cerveja (Pilsen, Pilsen sem alcool e Malzbier). Este resultado
poderia ser explicado, ja que a concentragdo de aldeidos é afetada pela formacao de
aductos com aminoacidos e proteinas (Noel e Collin, 1995), assim como pelas diferengas
na oxidacao lipidica durante a producdo e estocagem da cerveja, além de reagdes com
alcool, agua ou sulfito (Dufour et al., 1999). Vanderhaegen et al. (2007) também nao
encontraram diferenga significativa no teor de aldeidos para cervejas escuras ou claras,
com mais ou menos alcool.

A Tabela 7 apresenta a comparacdo das médias do teor de trans-2-nonenal
presentes nos diferentes tipo de cerveja produzidos pelo mesmo fabricante.
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Tabela 7: Média do teor de trans-2-nonenal presentes em diferentes tipos produzidos pelo
mesmo fabricante

. - Desvio

Marca Tipo Concentracao (ug/L) padrio CV%
Pilsen 0,232 0,01 6,23

A - - - -
Malzbier 0,242 0,03 13,86
Pilsen 0,21° 0,02 10,53
B Sem alcool 0,25 0,01 4,84
Malzbier 0,14% 0,03 17,69
Pilsen 0,162 0,05 30,45

D - - - -
Malzbier 0,26 ° 0,08 31,23
F Sem alcool 0,132 0,01 5,90
Malzbier 0,24 ° 0,04 16,21

CV%: % coeficiente de variagao.
Letras iguais: ndo hé diferenga significativa entre as amostras (p>0,05) para cada marca
de cerveja.

Em uma avaliacao por fabricante, nota-se que a marca “B”, que produz os trés
tipos de cerveja analisados, mostra diferenca significativa entre os tipos Pilsen sem alcool
e Malzbier, enquanto que o tipo Pilsen nao se diferenciou dos demais.

As cervejas tipos Pilsen sem élcool e Malzbier do fabricante “F” apresentam
diferenca significativa no teor de trans-2-nonenal, enquanto que a marca “D” apresenta
diferenca significativa entre os tipos Pilsen e Malzbier. Para a marca “A” nao foi
encontrada diferenca significativa entre os tipos produzidos, Pilsen e Malzbier.

Estes resultados demonstram que na comparagéo do teor de trans-2-nonenal para
os 3 tipos de cerveja avaliados, para todas as amostras analisadas, ou para um mesmo
fabricante, ndo foi possivel observar um padrdo de teor maior ou menor para um
determinado tipo, podendo indicar que a produgao deste aldeido seja realmente mais
dependente do tipo de armazenamento e estocagem a que a cerveja é exposta.
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4. Conclusoes

Os resultados da validagao indicam que o método € preciso e exato na avaliagao
do trans-2-nonenal em cervejas.

As amostras analisadas apresentaram teor de trans-2-nonenal acima dos valores
de threshold indicados por alguns autores, apesar de seus valores se apresentarem
relativamente baixos, indicando que sua formagao ainda ndo é totalmente controlada
pelos fabricantes.

A concentracao do aldeido entre as cervejas tipo Pilsen, tipo Pilsen sem alcool e
tipo Malzbier ndo apresentou diferenga significativa (p < 0,05), ja para um mesmo tipo de
cerveja, o processo de fabricacdo e conservacao utilizados por cada fabricante influi nas
quantidades do composto encontradas nas cervejas.
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CONCLUSOES GERAIS

O método desenvolvido para detecgéao e quantificagéo de folatos (acido félico, 10-
metil &cido félico, 5-metiltetraidrofolato, 5-formiltetraidrofolato e 10-formil acido félico) em
cervejas demostrou ser preciso e exato, com cromatograma das amostras apresentando
os folatos estudados bem separados. Os parametros de validacdo avaliados
apresentaram recuperagdao e coeficientes de variagdo adequados as exigéncias dos
orgdos reguladores, e as curvas de calibragdo obtidas apresentaram coeficiente de
correlacao indicando excelente ajuste dos dados para a linha de regressao.

Os folatos 10-metil acido félico, 5-metiltetraidrofolato e 10-formil acido félico foram
encontrados em todas as cervejas analisadas. As concentragdes encontradas indicam a
cerveja como um alimento auxiliar a injestdo didria recomendada de folatos, devendo
porém, ser consumida com moderagao. A cerveja sem alcool apresentou teor de folatos
totais semelhante as cervejas alcoodlicas, podendo ser injerida por gestantes quando
completamente livre de alcool.

Durante a vida de prateleira da cerveja o teor presente de folatos decai, mas esta
reducdo nao é dependente do tipo de embalagem utilizada. De modo geral, o 10-metil
acido félico parece ser o folato mais estavel ao longo do tempo, e o 5-metiltetraidrofolato
que apresentou maiores variagdes em sua concentracao, possui indicagdes de ser o mais
instavel.

Quanto a concentracdo de compostos fendlicos nas cervejas brasileiras, a cerveja
Malzbier apresentou o maior teor de fendlicos totais presentes, assim como a maior
capacidade antioxidante. A cerveja sem alcool é o tipo que mais apresentou diferencas
nestes parametros entre as marcas analisadas de um mesmo tipo de cerveja. Foi
encontrada relagéo direta entre o teor de fendlicos totais e os ensaios realizados nas
cervejas, o que indica uma forte influéncia destes compostos sobre a capacidade
antioxidante da bebida. Na comparacao da influéncia do tipo de embalagem utilizada,
houve relevacia somente para a cerveja Pilsen. Os resultados obtidos do estudo indicam
que devendo ser consumida com moderag¢do, a cerveja pode ser um alimento auxiliar
como fonte de compostos fendlicos.

No estudo das quantidades de trans-2-nonenal presentes na cerveja brasileira, os
resultados da validagdo indicam que o método por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas € preciso e exato. As amostras analisadas apresentaram teor
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de trans-2-nonenal acima do threshold demonstrado por alguns autores, indicando que o
controle da formacgéo do aldeido ainda nao € totalmente eficiente.

A concentracdo do trans-2-nonenal entre as cervejas tipo Pilsen, tipo Pilsen sem
alcool e tipo Malzbier ndo apresentou diferencga, j& para um mesmo tipo de cerveja, o
processo de fabricacdo e conservagao utilizado pelos fabricantes influi nas quantidades

do composto encontradas nas amostras.
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Apéndice 1

Tabela 1:

Amostra Lote 10 Metil

A

1

Concentragdes
armazenada em lata.

8,49
8,51
8,55
2,45
2,79
2,21
7,07
7,08
7,15
6,81
5,71
6,85
9,45
8,15
8,79
8,92
9,04
9,01
7,08
6,87
7,32
5,11
5,04
6,26
4,93
4,64
4,99
6,40
6,24
6,20
3,00
3,15
3,37
5,49
5,80
5,56
6,16
6,27
5,66
7,87
8,72
8,45
6,41
6,34
6,57

To
5 Metil
6,35
6,57
7,05
4,44
6,24
4,33
4,12
4,75
4,87
7,33
7,25
7,15
8,51
8,35
7,88
8,33
6,43
6,32
4,39
4,45
5,12
9,85
6,93
7,46
8,00
7,44
7,02
6,81
7,06
6,51
7,88
8,24
8,03
9,94
9,64
9,69
11,94
13,82
12,95
11,65
11,43
11,54
14,62
11,71
10,48

10 Formil 10 Metil

5,39
5,41

4,83
9,88
11,62
8,24
6,57
5,85
5,79
6,66
6,57
6,50
6,11

6,57
7,45
7,54
7,41

7,28
6,83
6,01

6,07
5,48
5,06
5,31

6,77
7,05
6,97
9,36
8,89
9,46
6,95
6,95
7,14
5,85
5,48
5,51

9,46
8,82
9,05
7,02
7,04
7,01

7,83
8,25
8,17

(Lg/100mL)

5,88
6,12
5,80
4,29
4,19
3,86
5,26
4,72
5,30
5,26
4,17
4,19
4,79
4,39
4,68
4,81
433
5,05
4,36
4,30
4,26
6,73
6,77
6,61
4,14
3,91
4,43
4,49
4,35
4,65
3,94
4,12
4,17
5,44
5,11
4,77
5,67
5,05
5,10
5,00
5,23
5,33
4,95
5,44
5,27

T2
5 Metil
2,38
2,43
2,40
2,70
4,08
4,03
3,19
3,62
3,66
4,75
5,62
5,55
6,91
6,77
7,92
8,69
8,96
9,06
5,25
5,33
5,37
6,16
6,31
5,86
6,78
7,14
9,29
7,42
7,11
6,95
7,20
7,12
7,82
6,28
6,72
6,77
6,30
7,05
6,87
5,94
5,88
6,05
6,49
6,51
6,87

dos folatos analisados em cerveja Pilsen

10 Formil
11,24
11,54
11,85
8,47
9,29
8,58
4,56
4,28
4,52
6,76
6,83
6,66
4,22
4,58
4,44
4,41
4,49
5,03
5,30
5,75
5,22
417
4,10
3,93
5,30
4,90
5,03
7,08
6,63
6,55
4,34
4,18
3,84
4,02
3,64
3,89
7,29
7,09
6,63
5,69
6,43
6,35
6,05
6,27
6,53

10 Metil
5,50
5,61
5,58
3,90
3,97
3,85
4,89
4,86
4,75
3,85
4,00
3,97
4,57
4,63
4,46
4,62
4,65
4,71
4,53
4,59
4,65
4,78
4,86
4,89
5,18
5,30
5,39
4,25
4,37
4,58
3,85
3,77
3,66
5,10
5,18
6,14
4,62
4,67
4,78
4,37
4,59
4,65
4,51
4,38
4,46

T4
5 Metil
2,35
241
2,42
3,21
3,26
3,34
2,91
3,04
2,93
3,89
4,00
4,12
5,33
5,37
5,43
6,42
6,49
6,57
417
4,19
4,13
4,78
4,84
4,89
5,18
5,33
5,30
5,68
573
5,77
5,47
551
5,36
4,91
4,99
5,03
4,97
5,11
5,15
4,68
471
4,64
5,02
4,94
4,91

10 Formil
10,60
10,66
10,55
8,35
8,27
8,31
4,27
4,30
4,09
6,39
6,44
6,43
3,98
4,05
411
4,15
4,25
4,22
5,23
5,15
5,18
4,45
4,47
438
4,99
4,82
4,71
6,66
6,63
6,57
3,89
3,90
3,81
3,76
3,38
3,49
6,14
6,16
6,09
6,05
6,06
6,03
5,68
5,72
5,80

10 Metil
3,06
3,09
3,22
3,27
3,32
3,21
3,38
3,43
3,39
3,77
3,33
3,53
3,65
3,55
3,68
3,35
3,51
3,50
3,29
3,09
3,26
3,34
3,27
3,19
5,14
5,14
5,17
2,74
2,84
2,81
3,26
3,10
3,13
2,86
2,84
2,78
3,53
3,55
3,49
3,79
3,89
3,91
3,60
3,66
3,75

T6
5 Metil
3,79
3,69
3,72
3,45
4,04
3,96
3,82
3,66
3,73
3,68
3,82
3,65
4,05
4,30
4,13
4,94
4,96
4,98
5,23
3,14
3,36
3,91
3,98
3,46
4,72
5,33
5,26
4,59
4,34
4,41
4,79
4,77
4,69
4,59
4,58
4,63
5,70
5,72
5,54
5,63
4,91
4,95
5,54
5,40
5,46

10 Formil
10,69
10,62
10,64
6,61
6,56
6,60
4,41
4,06
3,91
7,22
6,05
6,01
5,47
5,21
5,21
5,41
5,00
5,08
5,18
5,02
4,95
4,35
4,64
4,63
5,21
5,38
5,34
6,45
6,45
6,10
3,82
3,73
3,69
3,28
3,18
3,32
6,15
6,19
6,09
5,87
5,93
5,85
5,99
5,91
5,89

TO: recém fabricada, T2: apds 2 meses de fabricagao, T4: ap6s 4 meses de fabricagéo, T6: apds 6
meses de fabricacao.
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Apéndice 2

Tabela 2: Concentracoes (ug/100mL) dos folatos analisados em cerveja Pilsen sem éalcool
armazenada em lata.

Amostra Lote 10 Metil

G

1

10,93
10,96
11,40
11,40
11,32
11,37
10,62
11,25
10,86
9,62
9,53
10,03
9,48
9,58
9,66
9,81

9,43
9,85
5,09
5,07
5,83
6,08
6,43
6,44
6,48
5,96
5,91

7,14
6,84
6,83
7,14
7,25
7,55
7,08
6,78
7,37
7,07
7,04
6,74
6,20
6,33
6,10
7,45
7,34
7,62

TO
5 Metil
717
7,79
10,13
7,89
8,20
8,20
9,72
7,71
8,55
2,64
3,18
2,73
4,31
4,42
4,34
4,58
4,40
4,74
1,57
1,65
1,52
1,19
1,33
0,88
3,48
1,69
1,46
1,02
1,31
1,18
1,69
1,56
1,54
2,17
1,67
2,07
3,83
3,43
3,87
3,62
3,84
3,83
2,64
2,46
2,72

10 Formil 10 Metil

8,19
8,39
8,17
9,53
9,40
10,05
9,39
9,54
9,39
10,69
10,88
10,91
8,23
8,30
8,69
9,58
9,71

9,40
5,53
5,54
5,40
5,32
5,18
5,16
3,58
3,61

3,54
4,29
453
432
5,26
5,23
482
453
4,51

4,40
4,38
472
455
4,49
4,34
4,17
455
4,90
4,72

10,58
10,34
11,02
7,84
10,06
10,22
9,62
9,57
9,83
9,89
9,40
9,41

9,20
8,97
8,79
9,02
8,32
9,05
6,01

5,60
5,70
5,98
5,75
5,88
5,69
5,76
5,67
7,16
7,03
7,10
6,53
6,64
6,31

6,64
7,02
6,67
6,54
6,86
5,66
5,73
5,49
5,66
5,63
5,56
5,36

T2
5 Metil
5,25
5,62
5,54
2,65
2,56
3,31
2,81
3,29
3,06
3,23
3,24
3,39
3,84
3,65
2,93
2,82
3,24
2,56
2,14
2,03
1,68
1,46
1,62
1,59
1,64
1,49
1,47
1,35
1,17
1,58
1,21
1,15
0,45
0,24
0,72
0,56
1,83
1,89
1,77
0,76
0,99
0,65
0,55
0,53
0,78

10 Formil 10 Metil

7,33
7,38
7,51

7,01

6,75
7,03
719
7,21

7,74
11,44
10,58
10,99
9,86
8,98
9,73
9,79
9,15
10,48
3,19
3,16
3,31

3,19
3,29
3,20
3,25
3,02
2,83
712
6,47
6,28
7,37
6,52
5,95
6,21

5,66
5,82
2,71

1,71

2,97
2,75
2,63
2,67
2,58
2,77
3,04

8,09
8,19
8,04
8,31
8,59
8,57
8,13
8,07
8,07
9,17
9,09
8,96
8,61
8,48
8,64
8,16
8,36
8,48
5,63
5,70
5,96
5,18
5,37
5,26
5,43
5,37
5,63
6,32
6,36
6,22
6,51
6,66
6,43
6,32
6,16
6,38
6,12
6,36
6,22
5,33
5,45
5,17
5,15
5,31
5,26

T4
5 Metil
5,26
5,46
5,33
5,85
5,18
5,83
5,97
6,43
6,55
2,94
3,00
3,08
3,20
3,27
3,33
2,74
2,95
2,83
2,25
1,92
1,96
1,89
1,87
1,91
1,73
1,63
1,63
1,63
1,70
1,69
1,63
1,54
1,57
1,16
1,14
1,23
2,09
2,17
2,03
1,54
1,56
1,17
1,38
1,27
1,30

10 Formil 10 Metil

6,97
7,22
6,96
8,44
8,35
8,33
8,31

8,27
8,24
10,38
10,47
10,38
9,39
9,45
9,31

8,88
8,96
8,91

2,94
3,01

3,04
3,16
3,20
3,23
2,92
2,93
2,93
6,09
6,03
6,05
6,93
6,81

6,58
5,83
5,62
5,75
2,55
2,62
2,43
2,52
2,55
2,51

2,47
2,39
2,50

6,47
6,60
6,72
6,93
6,86
6,83
7,04
7,10
717
7,22
7,28
7,56
7,84
7,96
8,11
7,04
7,11
7,42
4,01
3,63
3,98
3,85
3,80
3,81
3,35
4,32
4,37
6,09
6,47
5,74
6,89
7,06
7,64
6,72
6,61
6,74
6,95
6,70
6,61
5,69
5,72
5,45
5,36
5,40
5,34

T6
5 Metil
4,59
4,44
4,50
4,36
4,29
4,43
4,05
4,58
4,44
2,23
2,53
2,51
2,90
3,20
3,15
2,81
2,69
2,67
1,30
1,38
1,35
1,51
1,50
1,45
1,59
1,51
1,44
1,61
1,68
1,82
1,59
1,51
1,58
1,81
1,88
1,83
2,00
2,12
2,04
1,74
1,82
1,82
1,60
1,59
1,58

10 Formil
6,63
6,81
6,90
6,87
6,93
6,74
6,68
6,81
6,75
9,26
9,08
8,93
8,70
8,38
8,74
8,06
8,12
7,97
3,51
3,11
3,00
2,53
2,40
2,55
2,16
2,10
2,23
6,78
7,03
6,84
6,25
6,32
6,12
5,70
5,63
5,76
2,16
2,08
2,24
2,08
2,01
1,93
2,15
2,20
2,26

TO: recém fabricada, T2: apds 2 meses de fabricagao, T4: ap6s 4 meses de fabricagéo, T6: apds 6
meses de fabricacao.
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Apéndices

Apéndice 3

Tabela 3: Concentragbes (ug/100mL) dos folatos analisados em cerveja Malzbier
armazenada em lata.

Amostra Lote 10 Metil

A

1

4,64
5,64
4,59
3,83
3,60
4,83
6,33
6,35
6,23
2,43
2,19
2,58
8,17
5,04
7,47
8,37
9,18
8,15
4,46
4,27
4,30
4,87
5,43
5,49
5,61
5,98
5,84
5,64
6,21
5,81
2,68
3,37
2,73
5,68
5,14
4,99

TO
5 Metil
6,00
6,40
6,45
6,30
5,44
5,54
2,87
2,40
1,89
13,67
12,84
13,22
9,23
6,42
6,73
4,92
3,24
3,05
8,00
7,63
7,78
9,32
9,04
9,31
10,54
9,47
10,37
8,62
2,58
8,00
6,93
7,30
7,28
9,83
9,71
9,92

10 Formil 10 Metil

6,75
6,43
6,56
6,61
6,13
6,77
3,43
3,38
3,34
5,85
5,56
5,72
5,30
4,90
5,32
3,61
3,08
3,67
9,76
9,62
9,63
7,80
7,94
7,21
5,54
6,19
5,81
7,90
8,62
8,44
8,89
9,03
8,84
5,40
5,34
5,59

5,95
5,44
4,94
6,08
5,40
5,52
7,54
7,49
7,10
5,34
5,31
4,65
6,22
4,78
6,48
7,39
7,78
7,41
6,79
6,04
7,44
5,21
5,44
4,04
4,71
5,57
5,85
6,44
5,67
6,19
5,72
5,53
5,37
4,52
5,24
4,58

T2
5 Metil
9,15
8,03
8,64
9,69
9,09
9,10
5,97
5,56
5,92
3,84
3,61
3,36
5,99
5,10
5,26
4,94
5,26
5,97
5,05
4,02
3,34
4,21
3,90
4,14
7,94
8,05
7,81
2,77
3,14
3,31
3,65
4,01
4,33
6,21
7,29
7,29

10 Formil 10 Metil

3,58
3,81

4,13
3,65
3,61

3,72
3,76
3,77
3,83
8,77
8,96
9,10
7,48
7,74
7,64
4,64
4,89
4,81

10,04
9,88
10,10
9,52
9,58
9,79
10,67
10,58
10,04
5,56
5,08
5,14
5,88
5,19
5,22
10,86
10,35
11,12

5,63
5,83
5,45
5,11
5,15
5,30
7,07
7,20
7,31
5,18
5,30
5,50
4,37
4,58
4,65
7,81
7,63
7,52
6,23
6,19
6,22
5,05
4,97
4,81
5,17
4,86
4,97
4,35
5,66
5,31
3,58
3,24
2,72
5,31
5,23
5,34

T4
5 Metil
6,67
6,61
6,42
7,07
6,97
6,90
5,02
4,93
438
3,37
3,41
3,46
4,15
432
4,25
4,65
4,68
472
4,06
4,14
4,19
3,56
3,60
3,61
5,95
6,02
5,99
3,30
3,35
3,41
3,46
3,54
3,59
5,30
5,40
5,45

10 Formil 10 Metil

3,32
3,55
3,84
3,38
3,41
3,43
3,47
3,53
3,60
8,31
8,41
8,34
7,10
7,14
7,01
4,31
4,35
4,31
9,45
9,51
9,56
8,98
9,02
8,91
9,92
9,96
9,75
5,06
5,11
5,14
5,13
5,00
5,05
9,75
9,89
9,68

5,11
4,63
5,01
4,65
4,58
4,75
6,24
6,01
5,79
5,25
5,33
5,15
4,55
4,75
4,68
5,77
6,18
6,01
5,74
5,61
5,74
4,53
4,65
4,78
4,42
4,35
4,22
5,75
5,75
5,89
4,06
3,86
3,83
5,62
5,60
5,74

T6
5 Metil
6,23
6,26
6,03
6,13
6,10
6,05
5,89
5,95
5,93
3,97
3,83
3,61
4,22
4,33
4,62
4,20
4,13
4,19
4,26
4,36
4,19
3,97
3,58
3,72
4,33
4,40
4,47
3,83
3,69
3,67
3,97
3,96
3,99
4,58
4,63
4,56

10 Formil
3,47
3,73
3,67
3,34
3,44
3,69
3,48
3,34
3,68
6,81
6,80
6,93
6,25
6,29
6,49
4,85
475
4,64
9,81
9,57
9,69
9,32
9,25
9,22
8,90
8,97
9,00
5,48
5,57
5,53
5,67
5,78
5,76
9,57
9,68
9,63

TO: recém fabricada, T2: apds 2 meses de fabricagao, T4: ap6s 4 meses de fabricagéo, T6: apds 6
meses de fabricacao.
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Apéndices

Apéndice 4

Tabela 4: Concentracdes
armazenada em garrafa.

Amostra Lote 10 Metil

A

1

6,67
7,07
7,05
8,38
8,07
8,21
5,78
5,71
5,84
6,77
5,86
5,73
6,24
5,98
5,76
6,63
5,43
5,96
7,03
7,01
6,95
6,45
6,67
6,80
4,79
5,01
4,54
6,81
6,94
6,71
5,14
5,63
5,19
5,47
5,61
5,74
7,30
7,37
7,68
8,57
7,78
7,45
7,27
8,57
7,17

TO
5 Metil
10,77
11,25
11,01

9,73
9,82
9,13
4,76
4,47
4,57
15,66
15,65
15,35
15,21
15,46
16,08
15,18
15,43
15,63
8,85
8,86
8,97
9,58
9,46
9,33
6,94
5,91

5,91

9,00
8,90
8,97
9,62
10,15
9,67
11,04
10,67
10,80
16,25
17,05
16,43
9,86
9,78
10,08
17,96
17,80
17,86

10 Formil 10 Metil

6,00
6,40
6,27
5,89
6,37
5,95
4,58
5,10
4,67
5,47
5,53
5,54
5,69
5,85
5,88
10,72
9,48
10,82
7,44
7,43
7,26
7,09
7,03
7,14
5,79
5,75
5,72
7,25
7,31

7,46
6,05
6,34
6,43
6,87
7,52
7,02
10,85
10,72
10,56
10,56
11,06
10,96
9,90
9,56
9,49

(ug/100mL)

5,95
5,91
5,99
6,80
7,00
6,84
7,18
6,44
6,84
6,69
6,61
6,64
6,93
7,97
7,28
7,52
6,73
6,74
5,76
5,70
5,86
5,93
5,91
5,98
5,63
5,89
5,82
6,66
6,69
6,66
6,37
6,66
6,71
6,56
6,79
6,73
5,55
5,99
5,50
6,25
6,95
6,79
7,71
8,23
8,00

T2
5 Metil
7,35
7,23
7,40
7,99
8,23
7,94
9,10
8,88
9,71
8,84
9,90
10,75
10,04
10,83
10,79
10,74
9,91
11,33
6,93
6,86
7,10
7,91
7,54
8,14
7,19
7,32
7,66
6,48
6,75
6,61
6,11
6,38
6,17
6,81
7,02
6,87
15,29
16,16
15,42
12,11
11,81
12,08
17,35
17,07
17,67

dos folatos analisados em cerveja Pilsen

10 Formil
5,13
512
514
5,53
5,58
5,49
4,22
4,07
4,09
5,71
5,63
5,21
5,43
5,43
5,95
6,22
6,18
6,27
4,99
5,13
4,92
4,48
4,78
4,69
3,88
3,74
3,83
6,51
6,22
6,32
5,94
5,88
5,87
6,10
6,18
6,27
9,33
9,41
9,22
7,86
7,96
8,94
8,36
8,43
8,41

10 Metil
6,70
6,75
6,58
8,17
7,81
7,79
7,96
7,93
7,81
6,59
6,67
6,75
7,97
7,81
7,73
6,63
6,59
6,51
6,94
6,71
6,75
6,71
6,80
6,91
6,12
6,32
6,38
6,71
6,76
6,96
6,38
6,30
6,43
6,10
6,27
6,31
7,27
6,74
6,96
5,82
5,76
5,79
7,18
7,04
7,12

T4
5 Metil
5,70
5,68
5,60
5,44
5,50
5,49
5,75
5,83
5,77
7,13
7,20
7,24
7,81
7,89
7,95
7,74
7,68
7,84
5,89
5,85
5,85
5,98
6,02
6,10
5,85
5,89
5,81
5,12
5,19
5,16
5,26
5,22
5,20
5,32
5,36
5,41
7,75
8,73
8,34
7,28
7,29
7,33
10,27
10,30
10,36

10 Formil
5,10
5,11
5,07
5,27
5,21
5,22
4,08
4,15
4,16
6,23
6,16
6,14
5,07
5,11
514
5,87
6,12
6,08
5,05
5,08
4,99
4,78
4,78
4,71
4,50
4,39
4,42
6,01
6,11
6,08
6,08
5,88
5,87
574
5,81
5,71
9,83
9,39
9,53
8,62
8,59
8,61
5,79
5,87
5,84

10 Metil
6,41
5,78
5,64
6,19
6,27
5,95
6,44
6,54
6,41
6,47
6,30
6,17
7,04
6,94
6,77
5,95
6,18
5,64
6,44
6,00
5,75
5,84
5,64
5,78
6,47
6,30
6,25
6,47
6,30
6,24
6,41
6,46
6,43
6,25
5,90
6,47
6,60
6,47
6,30
5,62
5,51
5,60
7,67
7,52
7,60

T6
5 Metil
4,98
5,15
512
5,17
5,22
512
5,20
5,18
517
6,62
7,25
7,32
7,36
7,30
7,44
7,39
7,41
7,30
5,01
5,13
5,24
5,28
5,34
5,46
518
512
5,24
5,00
5,08
5,11
5,18
5,11
5,04
5,17
514
5,23
7,25
8,00
8,05
7,24
7,40
7,46
10,07
9,80
9,74

10 Formil
5,08
5,18
5,22
5,09
5,31
5,33
4,09
4,26
4,28
6,13
6,22
6,19
5,75
5,79
5,65
6,30
6,06
6,12
5,26
5,36
5,29
4,61
4,68
4,58
4,29
4,26
4,25
6,10
6,25
6,30
6,00
6,01
5,98
5,57
5,61
5,52
8,90
9,56
9,46
8,90
9,01
8,96
5,37
5,56
5,52

TO: recém fabricada, T2: apds 2 meses de fabricagao, T4: ap6s 4 meses de fabricagéo, T6: apds 6
meses de fabricacao.
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Apéndices

Apéndice 5

Tabela 5: Concentracoes (ug/100mL) dos folatos analisados em cerveja Pilsen sem éalcool
armazenada em garrafa.

Amostra Lote 10 Metil

G

1

7,21

6,88

7,08

10,83
11,03
11,20
10,75
10,88
10,70
10,06
10,25
10,15
10,53
10,75
11,06
10,55
9,73

10,49
6,28

5,67
5,93

6,13

6,01

6,00
6,90
6,00
6,53
6,60
6,84
6,81

7,64
7,51

7,35
7,04
7,10
7,07
8,22
8,15
8,35
7,97
8,07
8,25
6,84
6,64
6,68

TO
5 Metil
7,94
8,06
8,17
8,99
12,24
10,91
10,78
9,98
11,03
29,40
29,90
29,16
17,74
16,82
16,81
16,35
17,08
16,48
7,62
7,61
7,51
7,59
8,13
8,08
5,91
6,47
6,23
6,00
5,98
6,16
4,74
6,14
5,70
1,77
2,06
3,17
3,51
3.41
3,38
2,83
2,98
3,51
7,62
7,52
6,76

10 Formil 10 Metil

9,11
7,56
7,82
6,39
6,44
7,00
6,95
6,71
6,90
8,07
8,12
7,75
6,23
6,40
6,38
6,48
6,43
6,10
2,83
2,79
3,01
3.41
3,52
3,66
2,61
2,58
2,51
3,43
3,74
3,25
4,99
4,86
4,83
4,08
4,32
4,12
4,13
3,82
4,09
4,05
4,39
4,05
6,42
6,61
6,01

7,26
8,42
8,68
8,91

8,39
7,55
7,80
7,52
8,07
9,18
8,48
8,59
9,83
9,88
9,40
10,09
9,38
9,66
4,90
4,97
5,11

5,01

5,31

5,37
5,60
5,18
5,49
6,24
5,80
6,32
7,02
6,61

6,86
6,70
6,21

6,41

7,88
7,54
7,46
7,87
7,46
7,84
6,54
6,56
6,48

T2
5 Metil
9,75
8,76
8,78
11,84
12,64
12,02
10,54
10,12
9,95
28,35
28,55
29,04
15,59
15,77
15,49
15,26
15,60
15,45
3,32
3,20
3,36
2,81
3,04
2,81
3,29
3,31
3,62
2,26
2,23
2,41
1,85
1,95
2,03
1,82
1,97
1,84
2,66
3,03
3,14
3,06
3,42
3,60
7,22
7,09
7,88

10 Formil
6,48
6,55
6,50
6,47
6,46
6,44
6,34
6,16
5,98
6,92
7,00
6,66
4,85
4,77
4,82
5,57
5,46
5,61
2,29
2,30
2,33
2,60
2,83
2,65
2,18
2,32
2,10
2,42
4,22
4,00
3,32
3,66
3,54
3,61
3,57
3,44
4,21
3,80
3,87
3,56
3,94
3,79
4,77
4,52
4,43

10 Metil
7,81
7,79
7,97
7,84
7,65
7,45
7,23
7,31
7,34
8,49
7,97
7,92
9,17
9,29
9,12
8,92
9,01
8,89
4,63
4,57
4,83
4,71
4,59
4,65
5,17
5,10
4,94
5,69
5,86
5,98
6,51
6,63
6,79
6,32
6,35
6,30
7,31
7,45
7,39
7,31
7,30
7,44
6,08
6,10
6,06

T4
5 Metil
7,68
7,70
7,78
8,48
8,60
8,55
10,27
10,31
10,29
20,21
19,47
19,55
12,66
13,21
13,31
13,26
13,47
13,52
3,02
3,07
2,97
2,68
2,60
2,57
2,95
2,87
2,91
2,28
2,35
2,32
2,04
2,23
2,12
2,07
2,08
2,04
2,51
2,55
2,64
2,79
2,81
2,84
5,58
5,63
5,69

10 Formil
6,03
6,11
5,66
6,12
6,17
6,14
5,94
5,81
574
7,03
7,11
7,07
4,47
4,53
4,58
5,15
5,18
5,25
2,06
2,11
2,14
2,38
2,50
2,44
1,96
2,11
1,90
2,37
2,29
2,25
3,05
3,19
2,54
3,33
3,35
3,26
3,92
3,86
3,84
3,35
3,43
3,38
4,36
4,51
4,44

10 Metil
7,16
6,94
6,72
7,40
7,22
6,85
7,66
7,52
7,38
7,66
7,63
7,54
8,13
7,94
7,84
8,18
8,36
7,83
4,54
4,55
4,42
4,79
4,67
5,06
5,25
5,34
5,26
5,13
5,37
5,22
5,75
6,19
6,32
6,30
6,25
6,13
7,22
7,04
6,84
7,18
7,00
7,12
6,35
6,42
6,52

T6
5 Metil
6,38
6,64
6,90
8,01
8,30
8,16
9,53
9,56
9,70
19,61
19,67
19,74
13,49
13,41
13,43
13,46
13,53
13,45
3,56
3,66
3,56
2,90
2,81
2,69
2,67
2,74
2,80
2,37
2,30
2,62
2,73
2,80
2,50
2,73
2,38
2,33
2,36
2,62
2,32
2,41
2,47
2,61
5,72
5,85
5,68

10 Formil
5,56
5,93
5,92
6,17
6,12
6,29
6,00
6,17
6,05
6,81
6,90
6,87
4,74
4,68
4,82
5,24
5,35
5,28
3,00
2,78
2,72
2,64
2,57
2,53
1,97
2,07
2,00
2,66
2,72
2,82
3,64
3,48
3,53
3,38
3,28
3,36
3,53
3,48
3,50
3,64
3,72
3,60
3,85
4,07
4,22

TO: recém fabricada, T2: apds 2 meses de fabricagao, T4: apos 4 meses de fabricagdo, T6: apds 6
meses de fabricagéo.
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Apéndices

Apéndice 6

Tabela 6: Concentracbes (ug/100mL) dos folatos analisados em cerveja Malzbier
armazenada em garrafa.

Amostra Lote 10 Metil

A

1

2,39
2,08
2,18
3,59
3,63
4,16
7,87
7,52
7,07
5,30
5,19
6,13
5,61
5,24
5,64
5,37
5,23
5,20
6,34
6,24
6,08
5,43
4,77
5,46
7,38
7,20
8,09
7,21
6,85
7,28
6,43
5,88
7,07
6,90
7,03
6,45
5,61
4,94
4,60
4,87
5,93
5,11
6,27
6,43
5,97

TO
5 Metil
13,50
13,84
13,82
5,99
5,29
5,40
4,86
4,57
3,71
9,25
9,61
9,57
9,76
7,33
8,06
8,32
8,02
8,65
14,27
14,82
14,23
12,46
12,67
12,75
10,99
12,04
11,89
18,78
17,31
19,38
10,21
10,13
9,03
8,82
9,75
9,04
453
3,81
4,64
4,40
431
4,49
3,74
3,69
3,97

10 Formil 10 Metil

6,32
6,38
6,35
5,01
548
533
5,71
5,81
5,81
6,48
6,23
6,29
3,97
414
411
4,02
4,15
417
5,90
6,90
6,42
8,63
9,71
9,31
8,43
9,01
9,56
8,75
8,54
9,63
6,05
7,04
6,07
7,99
7,77
8,26
3,63
3,50
3,68
2,94
3,13
3,23
3,66
414
412

4,23
4,12
3,91
4,07
4,48
4,29
6,79
6,38
5,98
5,18
3,83
4,22
5,14
4,12
4,03
5,53
5,18
5,69
6,19
6,34
6,69
5,46
5,36
4,53
7,44
7,74
7,64
7,32
7,33
7,06
6,02
6,70
5,95
5,92
6,02
6,60
4,48
4,25
4,71
6,51
5,56
5,34
5,67
6,01
5,99

T2
5 Metil
9,09
9,01
9,53
9,72
9,24
9,45
9,95
10,05
9,89
8,98
8,56
9,37
9,28
9,15
9,18
8,93
9,37
9,22
13,84
12,91
13,27
11,60
10,89
10,93
10,31
10,23
10,07
10,68
10,32
10,18
10,26
10,70
10,80
10,37
10,62
10,64
4,87
4,55
4,95
5,09
4,99
4,85
3,77
3,95
3,79

10 Formil
6,02
5,92
5,87
4,53
5,00
4,69
4,98
5,00
5,19
3,99
3,50
3,93
4,22
4,18
4,30
4,39
4,43
4,25
6,98
7,00
7,06
6,70
6,93
6,86
8,08
8,49
8,88
7,75
8,06
7,63
7,55
7,84
8,18
8,47
8,37
8,38
3,08
3,05
2,80
4,15
4,23
4,04
418
4,10
419

10 Metil
3,97
4,25
4,17
4,26
4,19
4,03
6,27
6,10
6,35
3,84
3,80
4,00
4,03
3,97
3,84
5,15
5,11
5,37
5,67
5,82
5,50
5,15
5,10
4,93
6,88
7,03
6,99
6,92
7,10
6,76
6,48
6,59
6,46
5,61
5,50
5,54
4,07
4,25
3,97
5,96
6,03
5,30
5,18
5,46
5,43

T4
5 Metil
7,05
6,96
6,52
7,08
7,05
7,02
7,21
7,28
7,18
6,63
6,56
6,52
6,80
6,89
6,69
6,59
6,55
6,89
12,51
12,32
12,47
11,67
11,64
11,55
10,17
10,29
10,19
7,79
7,74
7,70
7,60
7,68
7,60
7,81
7,73
7,78
4,00
3,81
3,96
4,14
4,19
4,22
3,92
3,98
3,93

10 Formil 10 Metil

5,62
5,05
517
464
479
4,71
4,62
4,70
477
3,74
376
3,75
3,93
3,86
3,88
4,09
4,14
4,07
6,70
6,93
6,85
6,29
6,50
6,47
7.65
7,81
7.73
7,35
7,26
7,38
7,22
7,14
7,00
7,91
8,00
8,08
2,87
2,93
2,90
3,87
3,92
3,97
3,92
3,88
3,86

4,65
4,56
4,58
4,79
4,42
4,553
5,37
6,46
6,54
3,53
3,65
3,69
3,75
3,87
3,58
4,37
4,42
4,64
5,51
5,37
5,45
5,25
5,18
5,34
5,74
6,19
6,02
6,47
6,30
6,25
6,41
5,75
6,19
6,40
6,27
6,19
4,41
4,47
4,50
5,37
6,30
5,23
5,45
6,41
5,37

T6
5 Metil
6,41
6,63
7,02
7,39
7,26
7,62
7,09
7,24
7,27
6,69
6,55
6,52
6,48
6,36
6,41
6,30
6,17
6,33
12,68
12,79
12,87
11,72
11,90
11,94
10,74
10,36
10,32
7,25
7,12
7,38
7,32
7,28
7,27
7,29
7,17
7,14
3,83
3,72
3,85
4,65
4,57
4,53
3,82
3,67
3,75

10 Formil
5,36
5,24
5,11
4,46
4,52
4,40
4,58
4,49
4,47
4,00
3,85
3,91
3,89
3,88
3,88
4,76
4,64
4,70
6,19
6,22
6,31
6,25
6,24
6,14
7,12
7,65
7,36
7,24
7,37
7,31
7,23
7,38
7,36
7,67
7,83
8,12
2,58
2,51
2,44
3,00
3,14
3,06
2,94
3,16
3,07

TO: recém fabricada, T2: apds 2 meses de fabricagao, T4: ap6s 4 meses de fabricagéo, T6: apds 6
meses de fabricagao.
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