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RESUMO

A diversificacdo de produtos, no mercado de cerveja artesanal, esta em
ampliacdo, criando e diferindo matérias-primas e tecnologias para produzir
cervejas personalizadas em aromas, sabores e teor alcodlico.
Concomitantemente, existe uma crescente demanda por produtos naturais
funcionais benéficos a saude humana. O objetivo € produzir cervejas com baixo
teor alcodlico com adicdo de Oleo de curcuma/acafrdo-da-terra/acafrdo e de
buriti, a fim de diversificar as caracteristicas sensoriais, bem como as atividades
nutracéuticas analisadas através de ensaios in vitro, ex vivo e in vivo. Foram
realizadas as analises de Turbidez, Potencial I6nico de Hidrogénio, Acidez
Titulavel, Compostos Fendlicos Totais, Teor Alcoodlico, Teor de Solidos Soluveis,
Atividade Antioxidante. Realizou-se a Andlise Sensorial e as caracterizacdes do
conteudo fendlico e dos acucares por HPLC. Para as andlises in vitro e ex vivo,
foram avaliadas as atividades das enzimas AChE e BChE. Além disso, para
avaliacdo in vivo, foi analisada a Taxa de sobrevivéncia/mortalidade em
Drosophila melanogaster. Para avaliagdo dos dados, foram efetuadas as
andlises estatisticas com ANOVA seguida de Teste de Tukey e Dunnet a 5% de
significancia. Quanto a influéncia da mosturacéo e da fermentacdo na geracéo
da bebida, os resultados das tratativas provaram que a temperatura de
mosturacao de 78°C, bem como o tempo de 15 minutos, permitiram a obtencao
de uma cerveja de baixo teor alcodlico com o menor conteldo de agucares
fermentesciveis. Em uma sensorial prévia, foram detectados alguns off-flavors
resultando na modificacdo da pesquisa, de uma cerveja lager para uma pale ale.
Sendo assim, preparou-se uma cerveja pale ale com a adicdo dos O6leos
essenciais no final da fervura. Quanto as andlises fisico-quimicas, os 6leos
aumentaram o contetudo fendlico do produto final, mantendo o baixo teor
alcodlico e as andlises biolégicas evidenciaram uma melhor acédo nutracéutica
dessas cervejas. Além disso, 0s consumidores, na analise sensorial,
assinalaram melhores notas para o sabor da cerveja de baixo teor alcodlico com
3g/L do d6leo de acafrdo, além de manter notas para todos os atributos acima de
5 (nem gostou e nem desgostou), ou seja, baixo indice de rejei¢cdo. Conclui-se
que a utilizacdo dos Oleos de acafrdo da terra e buriti aumentaram a
concentracdo fendlica das cervejas, bem como tiveram acdo antioxidante e
neuroprotetora e foi bem aceita, pelos consumidores, na andlise sensorial.

Palavras-chave: Agafrdo. Curcumina. Buriti. Beta-caroteno. Nutracéutico



ABSTRACT

Product diversification in the craft beer market is expanding, creating and
differentiating raw materials and technologies to produce customized beers in
aromas, flavors, and alcohol content. Concomitantly, there is a growing demand
for functional natural products beneficial to human health. The objective is to
produce beers with low alcohol content with the addition of saffron and buriti oil,
in order to diversify the sensory characteristics, as well as the nutraceutical
activities analyzed through in vitro, ex vivo and in vivo assays. Turbidity, lonic
Hydrogen Potential, Titratable Acidity, Total Phenolic Compounds, Alcohol
Content, Soluble Solids Content, Antioxidant Activity were analyzed. Sensory
analysis and characterization of phenolic content and sugars by HPLC were
performed. For in vitro and ex vivo analyses, the activities of AChE and BChE
enzymes were evaluated. Furthermore, for in vivo evaluation, the
survival/mortality rate in Drosophila melanogaster were analyzed. For data
evaluation, statistical analyses were performed with ANOVA followed by Tukey
and Dunnet's Test at 5% significance level. Regarding the influence of mashing
and fermentation on the generation of the beverage, the results of the treatments
proved that the mashing temperature of 78°C, as well as the time of 15 minutes,
allowed to obtain a low alcohol beer with the lowest content of fermentable
sugars. In a previous sensory analysis, some off-flavors were detected, resulting
in the modification of the research from a lager to a pale ale beer. Thus, a pale
ale was prepared with the addition of the essential oils at the end of the boil. As
for the physicochemical analyses, the oils increased the phenolic content of the
final product while maintaining the low alcohol content, and the biological
analyses showed an improved nutraceutical action of these beers. In addition,
consumers, in the sensory analysis, gave better grades to the flavor of the low
alcohol content beer with 3g/L of saffron oil, besides keeping the grades for all
attributes above 5 (neither liked nor disliked), that is, a low rejection rate. It is
concluded that the use of turmeric and buriti oils increased the phenolic
concentration of the beers, as well as had an antioxidant and neuroprotective
action, and was well accepted by consumers in the sensory analysis.

Keywords: Turmeric. Curcumin. Buriti. Beta-Carotene. Nutraceutical
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1 INTRODUCAO

A demanda da producdo de cervejas atualmente esta em ampliacao,
assim como a diversificacdo em produtos alternativos. Como exemplo, tem-se a
busca por cervejas de baixo teor alcodlico (BTA), que € motivada tanto pelo
aumento no consumo global, pelo fornecimento de produtos atrativos para
diferentes nichos de consumidores, ou sob condic¢des irreconciliaveis em relagéo
ao consumo de alcool. Por fim, um dos objetivos é alcancar os mercados de
bebidas em paises onde o consumo de alcool é proibido por diferentes motivos
(A review of methods of low alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK
et al., 2012b; KLATSKY, 2007; Trends in Food Science & Technology Beverage
dealcoholization processes: Past , present , and futureMANGINDAAN et al.,
2018; Beverage dealcoholization processes: Past, present, and future2018).

Para niveis reduzidos de alcool, as cervejas podem ser denominadas
como BTA. O baixo teor de alcool pode ser obtido através de varias estratégias
que sdo categorizadas como processos biolégicos ou fisicos (A review of
methods of low alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et al., 2012b;
Trends in Food Science & Technology Beverage dealcoholization processes:
Past , present , and futureMANGINDAAN et al., 2018). Os processos bioldgicos
baseiam-se na limitacdo da formacao de éalcool, enquanto os métodos fisicos
envolvem a remocéao de etanol produzido durante um processo tradicional. Os
processos biolégicos referem-se a fermentacao interrompida ou limitada, ao uso
de espécies de leveduras ndo convencionais e ao emprego de fermentacdo
continua (A review of methods of low alcohol and alcohol-free beer
productionBRANYIK et al., 2012b; DE FRANCESCO et al., 2015).

Para contribuir com o sabor, sdo desenvolvidas cervejas com alguns
tipos de adjuntos que dao caracteristicas particulares a essas bebidas, como um
maior conteudo de fendlicos, compostos que podem ter efeitos funcionais. A
adicdo desses adjuntos visa agregar caracteristicas, e ndo para baratear os
custos, como fazem as grandes empresas (BORTOLI et al., 2018; A review of
methods of low alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et al., 2012b;
GOVINDARAJAN; CONNELL, 2009). Dentre esses, podem ser utilizadas frutas,
como o buriti, e especiarias, como a curcuma, que possuem acoes benéficas a
salide humana (CANDIDO et al., 2015; SILVA DE SA et al., 2019).
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A palmeira buriti, encontrada nos biomas da Amazoénia e do Cerrado,
pertence a familia Arecaceae e ao género Mauritia. A polpa do fruto do buriti
contém grandes quantidades de carotenoides, cerca de 52,86 mg.100g™
(CANDIDO et al., 2015), principalmente o beta-caroteno, além de polifendis que
tem o potencial de prevenir doencas do estresse oxidativo (CANDIDO et al.,
2015; KOOLEN et al., 2013). O consumo frequente de frutas estd associado a
um menor risco de desenvolver doengas, como o cancer (CROWE et al., 2011).

A bioatividade da curcuma (também conhecida como acafrdo-da-terra
ou acafrdo) é atribuida aos compostos presentes em sua composicao,
caracterizados como compostos fendlicos de coloracdo amarela-alaranjada,
como a curcumina (AMALRAJ et al, 2017). Atualmente, os 0rgaos
regulamentadores mais importantes j4 descrevem a utilizacdo desses
compostos, como a FDA e a ANVISA, considerando que a curcumina nao
oferece risco a saude (em inglés, GRAS). A curcumina apresenta propriedade
antioxidante, anti-inflamatoria, anticarcinogénica, antidepressiva, antiviral,
neuroprotetora e atividade analgésica (AGARWAL et al., 2010; CHANDRAN;
GOEL, 2012; JECFA, 2006; Recent Developments in Delivery, Bioavailability,
Absorption and Metabolism of Curcumin: the Golden Pigment from Golden
SpicePRASAD et al., 2014; SHARMA et al., 2010; SILVA DE SA et al., 2019;
VON RHEIN et al., 2016; XIA et al., 2006).

Algumas atividades neuroprotetoras podem estar envolvidas com a
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e acetato, antes que
as informacfes dos estimulos elétricos sejam transmitidas pelos neurénios na
fenda sinaptica (BERG, JEREMY M.; TYMOCZKO, J.L.;STRYER, 2008; SILVA
DE SA et al., 2019), que é causada pelas enzimas acetilcolinesterase (AChE) e
enzima butirilcolinesterase (BChE). As atividades antioxidantes séo
determinadas pela detoxificagdo de toxinas quimicas presentes no organismo,
como as espeécies reativas de oxigénio (EROs), que estdo envolvidas em
diversas doencas humanas (BERG, JEREMY M.; TYMOCZKO, J.L.;STRYER,
2008; ZHANG et al., 2014). Logo, a melhoria no estado antioxidante e a inibicéo
das enzimas colinesterases (ChE) s&o sugeridas para prevencdo do
envelhecimento e da deméncia. E, para avaliar a atividade desses bioativos,
recomendam-se modelos biologicos alternativos, como moscas Drosophila
melanogaster (DM) (O’KANE, 2011; PRUSSING et al., 2013).
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Logo, a busca por produtos naturais que possuam atividades bioldgicas
benéficas a saide humana tem crescido ultimamente. Entre as razdes para isso,
estdo o alto custo dos medicamentos e sua ampla gama de efeitos colaterais.
Além disso, o &lcool tem demonstrado certas toxicidades ao organismo, como a
metabolizacdo do etanol em acetaldeido, principalmente no estémago e no
figado (BARBA et al.,, 2017; FERNANDES et al., 2016; JIANG et al., 2017;
RIACHI; DE MARIA, 2017; RUDKOWSKA, 2009; SEKHON, 2010).

A fim de apresentar uma alternativa aos consumidores que evitam ou
guerem diminuir o consumo de alcool e além disso reivindicar uma vida mais
saudavel, o presente projeto propde a producdo de cerveja com baixo teor
alcodlico com 6leos de agafréo e de buriti com caracteristicas funcionais para um
consumo moderado e saudavel de uma das bebidas mais consumidas no

mundo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O objetivo geral desse estudo foi avaliar as caracteristicas fisico-
qguimicas, biologicas e sensoriais da adicdo dos Oleos de buriti e acafrao, em

cervejas artesanais de baixo teor alcodlico.

2.2 Objetivos especificos

. Utilizar diferentes estratégias para a producédo de cerveja de baixo
teor alcodlico;

. Produzir cervejas de baixo teor alcodlico com os 6leos de buriti e
acafréo.

. Caracterizar as cervejas de baixo teor alcoélico com analises fisico-
quimicas;

. Analisar os efeitos biolégicos in vitro, in vivo e ex vivo, das cervejas
produzidas, em moscas Drosophila melanogaster;

. Avaliar as caracteristicas sensoriais das cervejas produzidas com

os Oleos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A cerveja € consumida e produzida h& muitos anos, sendo, basicamente,
uma bebida obtida da fermentacéao de cereais, sendo que o principal é a cevada.
Atualmente, o movimento das cervejas artesanais, sustentado pelas micro
cervejarias, objetiva a producéo de bebidas variadas e com qualidade, utilizando-
se de diferentes ingredientes e metodologias, criando produtos com diversos
tipos de aromas e sabores (SCHUINA et al., 2021). Dentre os variados tipos de
cervejas nos supermercados, tem-se as BTA, que, nas grandes cervejarias, sdo
facilmente produzidas, pois necessita-se de alta tecnologia, que, infelizmente,
encarece o produto final. Essas tecnologias sdo de dificil acesso as empresas
menores devido ao alto custo de equipamento e a necessidade de grandes
espacos, fatos incondizentes com a realidade de micro cervejarias como pode
ser visto na figura 1.

Por fim, torna-se importante um estudo voltado para a producédo de
cerveja de baixo teor alcodlico para essas micro empresas, ou seja, utilizando
equipamentos tradicionais com baixo custo operacional, pois esse produto tem
grande valor agregado quando voltado para praticantes de esportes, por ter alto

teor de nutrientes.

Figura 1. Area de produc&o de uma microcervejaria

Fonte: HAMPSON et al. (2013)
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Quando se analisa os nutrientes, sabe-se que a cerveja € uma mistura
complexa de cerca de 4.000 compostos quimicos. 350mL de cerveja contém
cerca de 8g de carboidratos, o que representa 2,4% da ingestao diaria de uma
dieta de 2.000 kcal. Também contém varios macronutrientes, como proteinas e
minerais, como calcio, magnésio, ferro, cobre e zinco, bem como vitaminas B6,
B12, biotina, folato e compostos fendlicos que tem caracteristicas bioativas,
dentre elas a antioxidante. No estudo com seis genétipos de maltes diferentes
foram detectados até 246 compostos na forma de ésteres, aldeidos e &lcoois
(BETTENHAUSEN et al., 2018; MARTINEZ-GOMEZ et al., 2020; OSORIO-PAZ
et al., 2020). Inclusive extratos aquosos dos graos usados da cervejaria podem
ser considerados uma fonte promissora de compostos fendlicos (PETRON et al.,
2021).

As cervejas apresentam propriedades antioxidantes e variam com o teor
do extrato e a cor da cerveja (POLAK et al., 2013). Os compostos antioxidantes
presentes na cerveja nao sao apenas compostos fendlicos, mas também
melanoidinas (formadas especialmente durante a fabricagéo da cerveja). Alguns
estudos demonstraram que as melanoidinas também possuem propriedades
antialérgicas, antimicrobianas, anti-hipertensivas e probioticas (MARTINEZ-
GOMEZ et al., 2020; PILARSKI; GEROGIORGIS, 2020).

As desvantagens da cerveja para a saude sao atribuidas principalmente
a ingestdo excessiva de alcool e, em menor medida, a ingestdo de alguns
agentes toxicos e alergénicos e, por fim, o consumo de alcool aumenta a
ingestdo de calorias, cerca de 7 Kcal/lg, sendo que a cerveja contém uma alta
carga de carboidratos e sabe-se que a cerveja pode aumentar a ingestao de
alimentos (BAMFORTH, 2009; SOHRABVANDI et al., 2012; Alcohol, appetite
and energy balance: Is alcohol intake a risk factor for obesity?YEOMANS, 2010;
Short term effects of alcohol on appetite in humans. Effects of context and
restrained eating2010). Porém, tem que avaliar a sinergia da cerveja envolvendo
diferencas pessoais no acumulo de gordura corporal, além de fatos como
tabagismo, atividade fisica, dieta alimentar e consumo de outras bebidas
alcoodlicas (BENDSEN et al., 2013; OSORIO-PAZ et al., 2020).
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3.1 Alcool e cerveja

Apés o consumo, o etanol é absorvido pelo trato gastrointestinal por
difusdo e é rapidamente distribuido no sangue. O alcool € metabolizado em
acetaldeido, principalmente no estbmago e no figado, composto altamente téxico
gue se liga aos constituintes celulares (A review of methods of low alcohol and
alcohol-free beer productionBRANYIK et al., 2012b; BROOKS; ZAKHARI, 2014;
RAJENDRAM; PREEDY, 2009). O seu consumo foi relacionado a pelo menos
oito tipos de cancer: cancer de boca, de faringe, de laringe, de esé6fago, de
figado, de mama, de intestino, de pancreas (BAGNARDI et al., 2013; DE
MENEZES et al., 2013; LA VECCHIA; PELUCCHI, 2015).

A cerveja sem alcool é uma bebida adequada para todas as populagdes.
Essa bebida, de acordo com o método de produc¢éo, tem 0s mesmos compostos
bioativos que a cerveja normal, exceto o alcool.

Porém, o método de desalcoolizacdo pode favorecer uma perda
significativa de componentes ndo alcoodlicos, com uma diferenca de 160 a 400
mg/L de polifendis totais (BLANCO et al., 2016; DE GAETANO et al., 2016).
Assim, o uso de determinadas técnicas que possam trazer beneficios a saude,
pela manutencéo de outros componentes que nao o alcool, deve ser priorizado
(SOHRABVANDI et al., 2012).

3.2 Cerveja sem alcool ou com baixo teor alcodlico

A terminologia de cerveja sem alcool e os limites de alcool
correspondentes ndo sao uniformes. As legislacfes para as cervejas sem alcool
podem variar, de acordo com cada pais. No Brasil, cerveja sem alcool ou cerveja
desalcoolizada € aquela cujo conteudo alcodlico é inferior ou igual a 0,5% em
volume (0,5% v/v), cerveja com teor alcodlico reduzido ou cerveja com baixo teor
alcoolico tem contetdo alcodlico superior a 0,5% em volume (0,5% v/v) e inferior
ou igual a 2,0% em volume (2,0% v/v). Por fim, "cerveja" apresenta contetdo
alcoolico superior a 2,0% em volume (2,0% v/v) (BRASIL, 2019). Enquanto que,
nos Estados Unidos, a FDA recomenda que se o termo 'ndo alcodlico' for usado
no rotulo, a cerveja contém menos de 0,5% de alcool/volume, e se o teor de
alcool for 0,0% alcool/volume, pode ser exibido no rétulo o nome “Sem alcool”
(ASSOCIATION, 2022).
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Ao produzir cerveja sem alcool, € importante escolher a melhor
estratégia de producéo para objetivar o sabor final de uma cerveja comercial com
alcool, pois o sabor do produto final ndo é, em determinadas estratégias, tdo bom
quanto o da cerveja alcodlica (BLANCO et al., 2016; SOHRABVANDI et al.,
2010). As estratégias de producédo de SA podem ser divididas em dois grupos
principais: processos fisicos e bioldgicos, como mostrado na figura 2 (A review
of methods of low alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et al.,
2012b).

Figura 2. Esquema de producéo de cerveja de baixo teor alcodlico.

Métodos de Fisico Térmico Retificagdo
produgdo de
cerveja de baixo Evaporacéo

teor alcodlico

Membrana ———» Dialise

Osmose Reversa

Bioldgicos Planta tradicional de —— Diferentes controles no processo de mosturagéo
produgdo de cerveja
Fermentacdo Arrastada/Limitada

Microrganismos Especiais

Equipamentos — Fermentacdo Continua
especiais

Fonte: BRANYIK et al. (2012), com modificagbes

Os processos fisicos baseiam-se na producdo de cerveja SA/BTA por
métodos de remocao de etanol, dentre eles, processos térmicos em planta de
retificacdo a vacuo e em evaporadores de pelicula fina, além de processos de
membrana como dialise e osmose reversa. Esses métodos requerem
investimentos consideraveis em equipamentos especiais. Em alguns casos, a
cerveja € aquecida para evaporar o etanol, e os componentes volateis do aroma
sdo parciais ou totalmente evaporados. Durante os processos baseados em
membrana, os componentes sdo removidos pelo tamanho molecular. Ambos os
casos podem levar a cervejas menos aromaticas (A review of methods of low
alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et al., 2012b; MULLER et al.,
2017).
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As cervejas SA/BTA, produzidas pela remocdo do 4alcool, sao
caracterizadas por uma perda de volateis (alcoois superiores, ésteres) junto com
a remocéo do etanol (LEHNERT et al., 2009). Devido ao uso de processos
térmicos, as cervejas SA/BTA sofrem danos causados pelo calor e compostos
de aroma e sabor, mais volateis que o etanol, evaporam.

Para superar esse problema, € utilizado o processo de destilacdo a
vdcuo que consiste em duas etapas, evaporacdo a vacuo seguido de
condensacao a frio. Nesse caso, 0s compostos de sabor devem ser restaurados
apos a desalcoolizacdo (SOHRABVANDI et al., 2010). Cerca de 6% de alcoois
superiores e 20% de ésteres sao devolvidos (A review of methods of low alcohol
and alcohol-free beer productionBRANYIK et al., 2012b).

Em relag&o aos processos de membranas, as BTA tém menos corpo e
baixo perfil aromatico.

A dialise opera em baixa temperatura e usa a seletividade de uma
membrana semipermeavel (A review of methods of low alcohol and alcohol-free
beer productionBRANYIK et al., 2012b; SOHRABVANDI et al., 2010). No
processo de osmose reversa, a cerveja passa por uma membrana
semipermeavel sob condi¢cdes de alta pressdo (SOHRABVANDI et al., 2010).
Nesses casos, outros componentes da cerveja além do etanol, como &alcoois
superiores e ésteres, sao quase todos removidos (A review of methods of low
alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et al., 2012b).

Em relacdo aos processos biolégicos, a producdo de cerveja SA/BTA
fundamenta-se em métodos de formacéo restrita de alcool, como a modificacdo
no processo de trituracdo, o processo de fermentacdo preso ou limitado, o uso
de fermentos especiais e 0 processo de fermentacdo continua. Dentre eles,
destaca-se a fermentacdo por contato a frio como um dos muitos métodos de
producdo de cerveja com pouco ou nenhum teor de &lcool por meio de uma
combinacdo de baixas temperaturas de fermentacdo e tempos de contato
prolongados (EVELLIN et al., 1999; PERPETE; COLLIN, 1999; PILARSKI;
GEROGIORGIS, 2020). A fermentacao limitada de alcool é geralmente realizada
em equipamentos de cervejaria tradicional e, portanto, ndo requer investimento
adicional. No entanto, o produto final se caracteriza como sabor doce, devido a
interrupcdo da fermentacdo, pois os acUcares fermentaveis ndo sdo / séo
parcialmente metabolizados pela levedura (ANDRES-IGLESIAS et al., 2014; A
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review of methods of low alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et
al., 2012b; PERPETE, P, 2000; PERPETE, Philippe, 2000).

O sabor da cerveja € um fator significativo na aceitagdo do consumidor
(HORAK et al., 2010). Logo, o objetivo da producdo da cerveja SA/BTA ¢é a
obtencdo de um produto similar, em termos de sabor, da cerveja comercial
tradicional (BLANCO et al.,, 2016). Os defeitos de sabor nas SA/BTA sao,
também, devidos a um efeito indesejavel derivado das principais formas de
eliminacdo ou reducédo do etanol na cerveja. Além disso, ndo é facil atingir niveis
baixos de alcool com a formacdo adequada de compostos ativos de sabor
(PUERARI et al., 2016). Assim, a cerveja ha qual a producao de alcool foi evitada
ou reduzida em um estagio inicial de fermentacao tem um sabor desarmonico e
imaturo, caracterizado por sabores estranhos do mosto e uma falta do agradavel
aroma frutado encontrado em cervejas alcoodlicas (PERPETE; COLLIN, 1999;
SOHRABVANDI et al., 2010), devido a reducéo insuficiente de aldeido do mosto
e falta de alcoois e ésteres (LEHNERT et al., 2009). A atividade de fermentacéo
pode ser evitada rapidamente pelo resfriamento rapido a 0°C, pasteurizacdo e/ou
pela remocédo da levedura do mosto em fermentacdo (BLANCO et al., 2016; A
review of methods of low alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et
al., 2012b).

Outra estratégia € a utilizacdo de Leveduras nao Saccharomyces ou que
formam menos &lcool, que podem ser utilizadas na producdo de cerveja sem
alcool. A sua incapacidade de fermentar maltose e maltotriose define um limite
de fermentacdo natural, sendo assim, ndo é necessario interromper a
fermentacao por resfriamento ou separacao do fermento. O desafio € descobrir
leveduras que séo capazes de produzir um produto final com sabores agradaveis
ou similares as cervejas alcodlicas (BELLUT et al.,, 2018, 2019; BELLUT;
ARENDT, 2019). Uma alternativa que foi desenvolvida para a baixa producao de
etanol envolve o uso de leveduras especiais ou imobilizadas (CATARINO;
MENDES, 2011). Mas, o problema permanece na producédo de cervejas SA/BTA
em termos de caracteristicas sensoriais, por isso, faz-se necessario mais
estudos acerca desse assunto (A review of methods of low alcohol and alcohol-
free beer productionBRANYIK et al., 2012b; MONTANARI et al., 20009;
PERPETE; COLLIN, 1999; SOHRABVANDI et al., 2010). Narizes e linguas

eletrénicas tém feito um grande progresso em seu desenvolvimento, e a previsao
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de amargor e teor alcodlico na cerveja usando uma lingua eletrénica foi
recentemente estudada (ARRIETA et al., 2010).

A cor da cerveja também é afetada em cervejas sem &lcool. Pode ser
influenciada tanto na escolha do malte, para melhorar a qualidade sensorial,
guanto no processo térmico que tende a intensificar a cor. Além disso, o amargor
e a estabilidade da espuma sao geralmente prejudicados (A review of methods
of low alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et al., 2012b) e a
cerveja pode estar mais propensa a contaminacdo microbiana devido ao baixo
teor de etanol e também a presenca de acuUcares fermentaveis restantes do
processo de fermentacdo interrompida (BLANCO et al., 2016). Porém, as
propriedades sensoriais das cervejas SA/BTA podem ser melhoradas, desde
modificando os ingredientes utilizados como a utilizacdo de outras leveduras
e/ou de adicionando compostos fendlicos exégenos como frutos, plantas entre
outros (BELLUT et al., 2019; DE FRANCESCO et al., 2015; HEYMANN et al.,
2010; NARDINI; FODDAI, 2020; PUERARI et al., 2016; SENKARCINOVA et al.,
2019; STREJC et al., 2013).

Por fim, tecnologias estdo sendo desenvolvidas para diminuir o dano
térmico e a perda de volateis. Os aromas a serem adicionados na cerveja,
comerciais ou recuperados da cerveja processada, podem promover as cervejas
desalcoolizadas uma nova carga aromatica (BLANCO et al., 2016; A review of
methods of low alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et al., 2012b;
CATARINO; MENDES, 2011; LIPNIZKI et al., 2002). Porém, essa estratégia
encarece muito o produto final e se evitado, o tratamento térmico, € possivel de

manter o mesmo conteudo de compostos fendélicos e aromaticos da cerveja.

3.3 Cervejas e Compostos Fendlicos

A cerveja contém mais de 50 compostos fendlicos (semivolateis e nao
volateis), incluindo &cidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas,
lignanas, taninos, chalconas, flavonoéis, flavandis, flavonas, flavonoides,
flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides, variando sua concentragdo de
acordo com o estilo de cerveja (Anexo — A.1 — tabela 9 e A.2 — tabela 10). As
pesquisas mais recentes confirmam que os acidos ferulico, galico e p-cumarico
s&0 os compostos fendlicos mais comuns na cerveja (CORTACERO-RAMIREZ
et al., 2003; MARTINEZ-GOMEZ et al., 2020). O perfil fendlico das cervejas
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brasileiras foi distinto do das cervejas europeias, com alto teor de acido gélico
(0,5-14,7 mg/L) e baixo teor de acido ferulico (0,2-1,8 mg/L) (figura 3). Dez
compostos fendlicos foram encontrados nas amostras de cervejas: 4cidos 3,4-
dihidroxibenzoico, 3,4-dihidroxifenilacético, 4-hidroxifenilacético, 5-
cafeoilquinico, benzodico, p-cumaérico, ferudlico, galico, singico e vanilico
(MOURA-NUNES et al., 2016; PIAZZON et al., 2010; QUIFER-RADA et al., 2015;
ZHAO et al.,, 2010). O grupo de cervejas Ale apresentou melhor atividade
antioxidante e valores de teor total de fendis do que o grupo Lager (OLIVEIRA
NETO et al., 2017).

Figura 3. Estrutura quimica dos compostos fendlicos.

O 0

ke OH X "OH

HO HO

Acido galico Acido ferdlico
Fonte: SIGMA ALDRICH (2023a, 2023b)

Outros estudos indicaram que 0s compostos de fermentacdo como
ésteres, alcoois e acidos graxos estiveram presentes em maiores quantidades
nas cervejas alcodlicas. As cervejas BTA foram caracterizadas por compostos
derivados do malte e do processo de torra, incluindo pirazinas e furanos, e
compostos volateis como linalol, B-humuleno e a-terpineol derivados do oleo
essencial do ldpulo. Benzaldeido, acetilpirrol, furfural e 2-furanmetanol foram
caracteristicos das SA (RIU-AUMATELL et al., 2014). E os ésteres de etila e

acetato, como acetato de isoamila, hexanoato de etila e octanoato de etila, estao
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presentes em maiores quantidades nas cervejas alcodlicas (VERA et al., 2011).
Os compostos acidos foram encontrados em maiores quantidades nas cervejas
alcodlicas do que nas de BTA (PINHO et al.,, 2006; TORRENS et al., 2010).
Essas diferencas sdo provavelmente devido ao método de desalcoolizacao
mencionado acima para compostos fermentativos. Entdo, o teor de ésteres,
alcoois e acidos graxos foi maior nas cervejas alcodlicas, enquanto 0s
compostos derivados da reagdo de Maillard durante a torra do malte e os
terpenos derivados do lupulo ou de sua biotransformacéo foram caracteristicos
das cervejas de baixo teor alcodlico (RIU-AUMATELL et al., 2014).

Estudos indicam os efeitos na saude dos compostos fendlicos (CF) néo
alcoolicos da cerveja (MIKYSKA et al., 2019; OLIVEIRA NETO et al., 2017). Por
exemplo, os CF, presentes na cerveja, exibem atividade antioxidante (AAOX)
mais forte do que as vitaminas (VINSON et al., 2003), subjacente as suas
propriedades anti-inflamatérias (OSORIO-PAZ et al., 2020), e reduzem
significativamente o risco de doenca cardiovascular (OAK et al.,, 2018;
QUINONES et al., 2013), além de atividades bioldgicas (GRAF et al., 2005) como
prevenir o desenvolvimento de cancer, osteoporose, diabetes e doencas
neurodegenerativas (CHEN et al., 2010; DE GAETANO et al., 2016).

Os CF presentes na cerveja advém de todas as matérias-primas e
incluem flavonoides e néo flavonoides (OSORIO-PAZ et al., 2020; VENTURELLI
et al., 2016). Sendo assim, existem diferencas nas concentracdes relativas de
fendis em estilos de cervejas diferentes devido a diversidade de matérias-primas,
nas tecnologias de fermentacdo e na gravidade especifica do mosto (MOURA-
NUNES et al., 2016; SIBALIC et al., 2021; ZHAO et al., 2010). Quanto ao
processo de producdo, tanto na mosturacdo como nha fervura ocorre a
incorporacdo de compostos fenolicos e melanoidinas, que pode ser preservada
com o rapido resfriamento. A adicdo de ingredientes naturais exdgenos ricos em
compostos fenolicos ou micronutrientes € uma alternativa para o aumento de
compostos antioxidante da cerveja (YANG; GAO, 2021).

Como ja mencionado, a maioria dos efeitos positivos da cerveja séo
transmitidos pelas suas matérias-primas. Os compostos ndo alcodlicos sao
provenientes principalmente do malte e do lupulo e podem variar de acordo com
0 processo de fabricacdo da cerveja (STEENACKERS et al., 2015). Entre os CF
da cerveja estdo as chalconas, os flavonoides, os acidos fendlicos e os acidos
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amargos (OSORIO-PAZ et al., 2020). O processo de fermentacdo e o teor de
lUpulo da cerveja determinam a concentracao bioativa, bem como o seu potencial
de prevencao do cancer (MACHADO et al., 2017). Assim, os acidos amargos
aparecem como potenciais nutracéuticos para a prevencao ou tratamento da
doenca hepatica cronica (SAUGSPIER et al., 2012). Por fim, um conhecimento
maior sobre as caracteristicas de cada matéria-prima utilizada na producédo da

bebida é fundamental para a qualidade, sensorial e bioativa do produto.

3.4 Matérias-Primas da Cerveja e Saude

Uma substancia nutracéutica deve ser capaz de prevenir o dano
oxidativo genético, aumentar a expectativa de vida e induzir a morte celular de
maneira programada das células tumorais. A cerveja Lager liofilizada pode ser
um produto com um importante valor nutracéutico, por causa de seus resultados
como promotor de longevidade, protecdo do DNA contra radicais livres no
modelo animal e sua atividade quimiopreventiva (MERINAS-AMO et al., 2016).
Enquanto que a cerveja sem alcool € utii como uma bebida funcional com
multiplos alvos na prevencédo de alguns eventos neurodegenerativos causados
pela intoxicacao por aluminio (MERINO et al., 2018).

A cevada é a principal fonte de compostos fendlicos que estédo presentes
na cerveja: mais de 60% do conteudo total de polifendis encontrado na cerveja
vem da cevada e, como citados no item anterior, esses compostos apresentam
grandes beneficios a salude. Contudo, h& diferencas no conteudo fendlico entre
a cevada e o malte correspondente: amostras de malte (figura 4) foram
caracterizadas por ter maior conteudo fenolico quando comparada com a cevada
correlata. Estudos indicam que, durante o processo de maltagem, foram
elevados, significativamente, os niveis de flavan-3-ols, catequina e epicatequina.
Além disso, o teor de compostos fendlicos totais das variedades de cevada em
flocos e sem casca aumentaram apds maceracao, germinacao e secagem em
seus maltes correspondentes. Enquanto que a contribuicdo relativa para a
atividade antioxidante dos compostos fendlicos foi maior para os maltes torrados,
aumentando com o grau de torrefagdo e a maltagem permitiu uma melhor
liberacdo e/ou extracdo de compostos fendlicos. Assim, a selecdo dos
parametros de maltagem, bem como a variedade de cevada, parecem ser fatores

importantes quando se considera a qualidade e a estabilidade antioxidante da
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cerveja (CARVALHO et al., 2015; DABINA-BICKA et al., 2011; LEITAO et al.,
2012; QUIFER-RADA et al., 2015; SAMARAS et al., 2005).

Figura 4. Malte de Cevada com diferentes tratamentos de malteacao.

Fonte: MOSHER; TRANTHAM (2017)

Sendo assim, as influéncias benéficas, principalmente atividades

antioxidantes, na saude dessa matéria-prima advém, majoritariamente, dos

33



compostos fendlicos presentes em sua composicdo, além de outras acdes
bioldgicas benéficas que os compostos fendlicos apresentam sobre o organismo,
como demonstrado por ALMENDINGER; ROHN; PLEISSNER (2020), que
concluiram na inibicéo, in vitro, da tirosinase usando extratos de malte, brotos de
malte e residuos de cerveja. Esses resultados indicam um potencial desses
residuos como fontes biolégicas de compostos de relevancia cosmeética,
envolvidos no clareamento de pele, entre outras atividades ja citadas nessa
revisao.

O lupulo (figura 5) contribui com grandes quantidades de volateis que
influenciam o aroma da cerveja (HOFF et al., 2013; INUI et al.,, 2013). O
componente responsavel por isso é o 6leo essencial do lUpulo, que esta presente
nas glandulas de lupulina da flor feminina do lapulo, além dos produtos da
biotransformacdo desse componente durante a fermentacdo (VAN OPSTAELE
et al., 2012; VAZQUEZ-ARAUJO et al., 2013).

Figura 5. Lapulo (Humulus lupulus).

Fonte: STEVENS; PAGE (2004)
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O lupulo apresenta capacidades antioxidantes (MERINO et al., 2018).
Essas acdes podem estar envolvidas com os constituinte presentes em sua
composicdo, como o xanthohumol (XN), um dos componentes do 6leo essencial
do ldpulo, que € produzido pelas inflorescéncias femininas da planta do lapulo
(Humulus lupulus) durante o processo de fermentacdo: cerca de 20-30% é
convertido no flavonoide prenilado isoxanthohumol (IXN) (VENTURELLI et al.,
2016). Este composto exibe muitos efeitos bioativos, como antioxidante,
anticancerigeno, anti-inflamatorio, antimicrobiano e, além disso, pode ser
benéfico no tratamento ou atenuacdo da obesidade, desregulacdo do
metabolismo da glicose e dos lipidios, aterosclerose e doenca hepatica (COSTA
etal., 2017; DORN et al., 2010, 2013; KIRKWOOD et al., 2013; LEGETTE et al.,
2013; LIU et al., 2015; MATEO-GALLEGO et al., 2020; MIRANDA et al., 2016;
OSORIO-PAZ et al., 2020; SAMUELS et al., 2018; WEISKIRCHEN et al., 2015).
Logo, é usado para conservar a cerveja, bem como para conferir aroma e sabor
caracteristicos a bebida (LEE et al., 2011; PINTO et al., 2012).

Estudos indicaram a acdo do XN na prevencdo de trombose sem
aumento do risco de sangramento, relacionado a inibicdo da ativacéo plaquetaria
sanguinea e reducdo da geracdo de espécies reativas ao oxigénio (XIN et al.,
2017). O efeito hepatoprotetor do XN é baseado em suas propriedades
antioxidantes, além de ser um inibidor eficiente da peroxidacgéo lipidica e um
protetor contra a degradacdo de enzimas antioxidantes (PINTO et al., 2012).
Sendo um agente nutricional e farmacoldgico eficaz, pode ser usado para
melhorar a sindrome metabdlica, incluindo obesidade e figado gorduroso
(MIYATA et al., 2015).

O XN modulou a inflamacéo e a apoptose de cérebros envelhecidos,
exercendo um efeito protetor sobre os danos induzidos pelo envelhecimento
(RANCAN et al., 2017). O grupo prenil e a estrutura chalcona do XN foram
responsaveis pela atividade inibitéria da proteina de transferéncia de éster de
colesterol (HIRATA et al., 2012). O XN reduz a inflamagé&o hepatica, esteatose e
fibrose em Tupaias infectadas pelo virus da hepatite C (YANG et al., 2013). E
pode atuar também como um agente quimiopreventivo para células hepaticas
normais (KRAJKA-KUZNIAK et al., 2013). O XN possui atividade estrogénica

fraca ou nenhuma e exerce efeitos antiestrogénicos (AICHINGER et al., 2018;
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GERHAUSER et al., 2002; OSORIO-PAZ et al., 2020). Além disso, destaca-se
os efeitos benéficos do IXN no melanoma (KRAJNOVIC et al., 2019).

Apés a adicdo do lupulo na etapa da fervura, o Oleo essencial foi
caracterizado por niveis mais elevados de derivados de a-humuleno e B-
cariofileno oxigenados e uma série de compostos recém-formados. Alguns
desses compostos foram previamente detectados em cervejas Lager comerciais
e, além disso, alguns dos sesquiterpendides oxigenados aumentados pareceram
eluir nas zonas de sabor ativo dessas cervejas (PRAET et al., 2015).

Alguns estudos sugerem que o consumo moderado de alcool esta
associado a diminuicdo do risco cardiovascular e da mortalidade, ao mesmo
tempo que melhora principalmente o perfil lipidico e reduz alguns biomarcadores
inflamatérios plasmaticos relacionados a aterosclerose. Porém, a ingestédo
moderada de cerveja e SA confere maiores efeitos protetores sobre o sistema
cardiovascular do que bebidas destiladas, provavelmente devido ao seu
contedado polifendlico (BRIEN et al., 2011; CHIVA-BLANCH et al., 2015;
RONKSLEY et al., 2011).

O consumo de doses baixas de cerveja protege contra 0 risco
cardiovascular em uma populacéo adulta saudavel (COSTANZO et al., 2011; DE
GAETANO et al., 2016). Em contrapartida, 0 consumo excessivo, mesmo em fins
de semana, € um problema (BAGNARDI et al., 2008; DE GAETANO et al., 2016;
DI CASTELNUOVO et al., 2009). A menos que tenham alto risco de canceres
relacionados ao alcool, ndo ha razdo para desencorajar adultos saudaveis de
tomar doses baixas da bebida (COSTANZO et al., 2011; DE GAETANO et al.,
2016). Porém, nao é recomendado que adultos comecem a beber por razées de
saltde (DE GAETANO et al., 2016; FERNANDEZ-SOLA, 2015).

Como visto anteriormente, a composicao fenolica depende do processo
de fabricacdo da cerveja, principalmente do tipo da cevada e do lupulo. Ja a
levedura revelou ser capaz de absorver CF provenientes do malte de cevada e
do ldpulo, ou seja, tem influéncia na concentracdo desses compostos
(CORTESE et al., 2020). Logo, se utilizadas concentracdes menores desses
ingredientes para uma menor producgéo de teor alcoolico, como o realizado em
producdo de cervejas de baixo teor alcodlico por métodos tradicionais, faz-se
importante uma reposicado/enriquecimento de compostos fendlicos para

manter/melhorar as mesmas caracteristicas bioativas originais.
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3.5 Enriquecimento de fendlicos, volateis e bioativos nas cervejas

A acéo de uma dieta derivada de frutos e plantas sobre a prevencao do
estresse oxidativo no corpo humano é, principalmente, devido a abundéancia de
CF bioativos. A adicao de determinados alimentos aumentou consideravelmente
a atividade antioxidante da cerveja melhorando o perfil fendlico (NARDINI;
FODDAI, 2020). A adicao de frutas a cerveja é tradicionalmente praticada na
Bélgica para produzir lambic como, por exemplo, cerca de 150-400 g/L de cereja
e de framboesa. O acUcar das frutas desencadeia uma fermentacao secundaria
guando adicionadas na etapa de maturacdo. Nesse momento, os sabores e 0s
compostos bioativos séo extraidos dos frutos, aumentando o teor desses
compostos na cerveja (NARDINI; GARAGUSO, 2020). A adicdo de goji berries,
no inicio da fervura do mosto, permite preservar/extrair bioativos e obter
melhores caracteristicas sensoriais, além de uma alta atividade antioxidante e,
consequentemente, maior concentracao fendlica (DUCRUET et al., 2017).

Na forma de &cidos fendlicos, a cerveja pode representar uma 6tima
fonte alimentar de antioxidantes, podendo variar pelo tipo de cerveja (PIAZZON
et al., 2010). Como comentado, a BTA apresenta menores concentracdes
desses compostos, e a adicado de alimentos naturais pode aumentar a atividade
antioxidante da cerveja e melhorar qualitativa e quantitativamente o perfil
fendlico (NARDINI; FODDAI, 2020). Sabe-se que o0 consumo ao longo prazo de
alimentos ricos em polifendis estd relacionado a prevencdo de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo (DEL RIO et al., 2013; GROSSO et al., 2017;
RIENKS et al., 2017).

A adicdo desses CF, além de melhorar a estabilidade do sabor da
cerveja, otimizando o processo de fermentacéo e protegendo os antioxidantes
enddgenos, tem atividades antioxidantes diferentes. Por exemplo, a catequina
tem maior atividade do que o acido caféico, o acido ferulico, o acido clorogénico
e 0 acido p-cumarico, com a contribuicdo total de 55 e 88,1% na acao
antioxidante (KAWA-RYGIELSKA et al., 2019; ZHAO et al., 2013).

O enriquecimento da cerveja com frutas pode conferir novos sabores e
também aumentar as concentracdes de seus compostos bioativos. O contetudo
final de compostos com propriedades antioxidantes € influenciado tanto pela

variedade de frutas quanto pela tecnologia de producao da cerveja (BELSCAK-
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CVITANOVIC et al.,, 2017; CHO et al.,, 2018; DJORDJEVIC et al., 2016;
DUCRUET et al., 2017; GASINSKI et al., 2020; GUGLIELMOTTI et al., 2020;
KAWA-RYGIELSKA et al., 2019; MARTINEZ et al., 2017; YANG; GAO, 2021;
ZAPATA et al., 2019).

Dentre os variados alimentos que contém compostos bioativos, pode-se
citar dois, o Buriti (fruto rico em beta-caroteno) e o curcuma/acafrao-da-
terra/agafrdo (especiaria rica em curcumina) que sédo usualmente usados em
culinarias regionais. Contudo, a adi¢cdo de buriti e acafrdo-da-terra na cerveja
deve ser analisada pois os CF podem desempenhar um papel negativo na
bebida, tanto na estabilidade sensorial quanto no sabor (ARON;
SHELLHAMMER, 2010; GUIDO et al., 2007; OLADOKUN et al., 2016; ZAPATA
et al., 2019).

3.5.1 Buriti
A palmeira buriti, que é encontrada nos biomas da Amazobnia e do
Cerrado, pertence a familia Arecaceae e ao género Mauritia. A polpa do fruto
(figura 6) do buriti contém grandes quantidades de carotenoides, cerca de 52,86
mg.100g* (CANDIDO et al., 2015), e apresenta grande potencial
socioecondémico devido ao seu amplo uso (RESENDE et al., 2019; VIEIRA et al.,
2006).

Figura 6. Buriti (Mauritia flexuosa L.f.).
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Fonte: CANDIDO; SILVA; AGOSTINI-COSTA (2015)

Diferentes estudos sdo encontrados na literatura cientifica sobre a
composicéo e a atividade do buriti (CANDIDO et al., 2015; CORDEIRO et al.,
2015; MEDEIROS et al., 2015; MILANEZ et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2013;
PEREIRA LIMA et al., 2017). Sabe-se que o fruto do buriti apresenta seis acidos
fendlicos como p-cumarico, ferdlico, caféico, protocatecuico, clorogénico e
quinico e sete flavondides como (+)- catequina, (-) - epicatequina, apigenina,
luteolina, miricetina, caempferol e quercetina (BATAGLION et al.,, 2014). Os
tetraterpendides, também chamados de pré-vitaminas A, estdo entre as
principais classes de compostos presentes nas polpas de buriti, sendo os
carotenos, principalmente o B-caroteno (figura 7), os principais bioativos nas
polpas de buriti (CANDIDO et al., 2015). Por fim, sdo responséaveis por alguns
dos beneficios bioldgicos observados na ingestéo regular da polpa/éleo de buriti
(BATAGLION et al., 2014; SANTOS et al., 2013).

Figura 7. Estrutura quimica do 3-caroteno.

Fonte: SIGMA ALDRICH (2023c)

Dentre as atividades benéficas do buriti estdo a capacidade antioxidante
(correlacionada positivamente com o conteudo fendlico), a reducéo de danos
causados pela radiacdo ultravioleta, a agao no tratamento de queimaduras e o
emprego como vermifugo. Por fim, a polpa do buriti, devido aos altos teores de
beta-caroteno, tocoferdis e acido oleico, é resistente a oxidagdo (BATAGLION et
al., 2015; CANDIDO et al., 2015; KOOLEN et al., 2011, 2013; MILANEZ et al.,
2018; NOBRE et al., 2018; TAUCHEN et al., 2016; VASQUEZ-OCMIN et al.,
2010; ZANATTA et al., 2010).

39



As polpas de buriti apresentam, geralmente, um sabor doce e diferencas
na acidez (VASQUEZ-OCMIN et al., 2009). Sendo assim, €é utilizado
comercialmente para a producdo de subprodutos n&o alimentares, fabricacéo de
bebidas e como fonte alimentar direta de vitaminas e minerais (KOOLEN et al.,
2018; MILANEZ et al., 2016).

3.5.2 Acafrdo-da-terra

A variedade de cervejas artesanais esta em ampliacdo com o uso de
diferentes tipos de malte, lupulo, adjuntos e microrganismos, regionais ou nao,
oferecendo uma gama de oportunidades para diversificar sabores as BTA / SA
(SCHUINA et al., 2021), como o uso do acafrdo-da-terra, compostos rico em
curcumina.

A Curcuma (Curcuma longa Linn — figura 8), compostos amplamente
utilizado como corante e aromatizante em curry e mostardas, € um membro da
familia Zingiberaceae e € originaria da india, Sudeste Asiatico e Indonésia, onde
também ¢é utilizado na medicina tradicional em paises como india e China. A
bioatividade da curcuma tem sido atribuida principalmente aos curcuminoides
que consistem em curcumina e dois compostos relacionados,
desmetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina (AMALRAJ et al., 2017; DOS
SANTOS et al., 2019; PARAMASIVAM et al., 2009; SILVA DE SA et al., 2019).

Figura 8. Acafrdo-da-Terra (Curcuma longa L.).
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Fonte: BASNET; SKALKO-BASNET (2011)
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Os curcumindides sdo compostos fendlicos comumente utilizados como
condimento, pigmento e aditivo, e também como agente terapéutico em diversos
alimentos, enquanto que a curcumina (figura 9), seu principal constituinte, € um
dos nutracéuticos mais amplamente investigados (AMALRAJ et al., 2017; DOS
SANTOS etal., 2019; SILVA DE SA et al., 2019). A Food and Drug Administration
(FDA) e a ANVISA consideram que a curcumina nao oferece risco a saude (em
inglés, food GRAS), sendo que a ANVISA regulamenta a liberacdo de seu uso
diario via oral em capsulas de 80 até 160 mg e uso como corante de .até 3 mg.kg
1 (JECFA, 2006).

Figura 9. Estrutura quimica da curcumina.
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Fonte: SIGMA ALDRICH (2023d)

A curcumina apresenta propriedades bioldgicas (figura 10) que sé&o
benéficas a saude como, antioxidante (AGARWAL et al., 2010), anti-inflamatoéria
(CHANDRAN; GOEL, 2012; SARANYA et al., 2018), anticarcinogénica (Recent
Developments in Delivery, Bioavailability, Absorption and Metabolism of
Curcumin: the Golden Pigment from Golden SpicePRASAD et al.,, 2014),
antidepressiva (XIA et al., 2006), antiviral (VON RHEIN et al., 2016),
neuroprotetora (SILVA DE SA et al., 2019) e atividade analgésica (SHARMA et
al., 2010). Os efeitos desses compostos, geralmente, sdo analisados em
modelos de neurodegeneracao e estresse oxidativo analogos ao organismo do
ser humano, como a utilizacdo de ratos, peixes e moscas, sendo esse ultimo

bastante recomentando por ser um invertebrado.
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Figura 10. Varias atividades biologicas com diferentes mecanismos de
curcumindides e seus derivados.

Fonte: AMALRAJ et al. (2017)

3.6 Neurodegeneracao e Estresse Oxidativo
Um dos resultados do envelhecimento € o declinio cognitivo, levando a
deméncia e frequentemente relacionado a disturbios neurodegenerativos, sendo
a doenca de Alzheimer a principal causa de deméncia. O tratamento da doenca
€ um desafio por causa de uma compreensao incompleta dos eventos que levam

a neurodegeneracao (SERAFINI et al., 2017). Uma hipotese envolve a hidrolise
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do neurotransmissor ACh em colina e acetato, antes que as informac¢des dos
estimulos elétricos sejam transmitidas pelos neurdnios na fenda sinaptica
(BERG, JEREMY M.; TYMOCZKO, J.L.;STRYER, 2008; SILVA DE SA et al.,
2019), que sdo causadas pelas enzimas AChE e enzima BChE, como
demonstrado na figura 11. As atividades antioxidantes sdo determinadas pelo
préprio composto ou por enzimas, que estdo envolvidas na detoxificacdo de
toxinas quimicas presentes no organismo, como as EROs, que estdo envolvidas
em diversas doencas humanas (BERG, JEREMY M.; TYMOCZKO,
J.L.,;STRYER, 2008; ZHANG et al., 2014). Logo, a melhoria no estado
antioxidante e a inibicdo das enzimas ChE sdo sugeridas para prevencado do
envelhecimento e da deméncia (AKINYEMI et al., 2018; DOS SANTOS et al.,
2019). E, para avaliar a atividade desses bioativos, recomenda-se modelos
biologicos alternativos, como DM (O’KANE, 2011; PRUSSING et al., 2013).

Figura 11. Atividade da AChE na sinapse colinérgica.
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Fonte: M. ARAUJO; L. A. SANTOS; A. GONSALVES (2016)

Para as andlises laboratoriais, in vitro, in vivo e ex vivo, geralmente

utilizam-se animais para simular modelos de doengas humanas que podem ser
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tratados com bioativos. Animais invertebrados aparecem como alternativas
importantes para animais vertebrados (como ratos), podendo, nesse caso, ser
utilizada a mosca-da-fruta do tipo DM (O’KANE, 2011; PRUSSING et al., 2013).
Cerca de 75% dos genes da DM podem estar relacionados com doencas
humanas, fazendo com que esse invertebrado reproduza modelos de doencas
gue envolvam mecanismos de estresse oxidativo e neurodegeneracao. As
moscas apresentam estruturas que desempenham papéis similares aos 6rgaos
humanos, como coracao, pulmdo e sistema nervoso central. Além disso, seu
sistema cerebral pode ter variadas funcbes como aprendizado, alimentacdo e
memoria. De fato, o uso dessas moscas é recomendado para reducéo do uso de
animais vertebrados de laboratério em estudos de toxicidade. Ainda, essas
moscas possuem um ciclo de vida (Figura 12) curto, permitindo a realizagao de
pesquisas em curto tempo e em varias geragdes com pequeno espaco de tempo
(DOS SANTOS et al., 2019; O’KANE, 2011; PRUSSING et al., 2013; SILVA DE
SA et al., 2019).

Figura 12. Ciclo de vida das Drosophila melanogaster.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Os Oleos de curcuma e de buriti foram obtidos por fornecedores
nacionais, Agro-Industrial Olimpia Ltda — Baculeré Corantes Naturais e
DESTILARIA BAURU EIRELI, respectivamente. As cervejas foram produzidas
com agua, maltes (Pilsen - Agraria, Pale Ale - Agraria, Carahell® - Weyermann,
Carapills® - Weyermann, Caraaroma® - Weyermann), lipulos (LNF - SAAZ) e
leveduras (fermentis w34/70 e s04), sendo os trés ultimos obtidos em distribuidor
local de insumos para microcervejeiros. Os reagentes utilizados para cada
andlise sdo de grau de pureza analitica.

Para as analises bioldgicas, foram utilizados reagentes Tris-HCI 0,5 M
(pH 7,4), 5,5-Dithiobis (acido 2-nitrobenzoéico) (DTNB) 10 mM, iodeto de

acetiltiocolina e butiritiolcolina 8 mM

4.2 Métodos
4.2.1 Fabricacéo da Cerveja: Etapas do Estudo Experimental
As etapas do estudo experimental estdo na tabela 1. Antecipadamente,
foi avaliado o melhor momento da producédo da cerveja para se adicionar 0s
Oleos. Na avaliacdo, objetivou-se a maior solubilizacdo e concentracdo de
compostos fendlicos no produto final, mantendo as caracteristicas sensoriais

aceitaveis do produto.

Tabela 1. Etapas do Estudo Experimental

Etapas Atividade

1° Producdo da cerveja de baixo teor alcoodlico com boas
caracteristicas sensoriais de estudo prévias.

2° Producdo de uma cerveja de baixo teor alcoolico com boas
solubilizagBes dos 06leos essenciais

3° Caracterizacdo das cervejas de baixo teor alcodlico com 6leo de
acafréo e buriti e definicdo de duas concentragdes melhores para
cada oOleo

4° Analises antioxidante e bioldgicas das cervejas

5° Analise Sensorial das amostras
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4.2.2 Producédo das Cervejas

Para a obtencdo da cerveja de baixo teor alcodlico, foi utilizada uma

planta de producéo de cerveja caseira/artesanal, para se assemelhar 0 maximo

possivel as pequenas empresas/micro empresas de producdo de cerveja,

objetivando utilizar e avaliar os parametros acessiveis de producao presentes no

dia-a-dia do pequeno produtor de cerveja.

Trés lotes de BTA foram preparados em duplicata, distribuidos em

cerveja de baixo teor alcodlico somente, com a adi¢éo de 6leo de circuma e com

a adicao de 6leo de buriti.

As técnicas utilizadas para a producdo da BTA foram fermentacéo

interrompida e limitacdo da conversao de aglcares fermentéaveis, de acordo com

FUSCO et al. (2019) com modificacdes, e estado presentes na figura 13.

Figura 13. Fluxograma de producao da cerveja de baixo teor alcodlico com

Lupulo SAAZ (50g)

malte pilsen.
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*ﬁ@fﬂ

Fonte: Autoral
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Uma cerveja Lager foi produzida com 2 kg de malte (Pilsen) em 10 litros
de agua. Para uma menor producéo de acucares fermentaveis, a mosturacao foi
realizada de 5 formas diferentes, com modificacdo na temperatura e tempo:
Amostra 1 - 70°C/15 min; 2 - 70°C/30 min; 3 - 70°C/45 min; 4 - 74°C/15 min; e 5
- 78°C/15 min. Para inativacdo enzimatica, ap0s o tempo na temperatura
indicada, os mostos das amostras 1, 2, 3 e 4 foram aquecidos até 78°C por 10
min. No caso da amostra 5, teoricamente as enzimas foram inativadas na
temperatura de mosturacdo. O mosto foi filtrado com as cascas do malte
(utilizadas como material filtrante). Em seguida, o mosto seguiu para outro
recipiente metalico de 10 L. A etapa de fervura foi realizada por 60 min com a
adicdo do lupulo (SAAZ — 50 g) em diferentes momentos. Depois disso, uma
agitacdo centripeta (whirlpool) foi realizada para assentar o “trub” no centro do
fundo do recipiente a fim de retird-lo do sistema. O mosto foi resfriado (10 °C)
usando um sistema de troca de calor e acondicionado em recipiente cilindrico de
plastico de 10 litros (previamente higienizado). Foi utilizado cinco gramas de
levedura (w34/70). Os fermentadores foram armazenados em 12°C ao longo do
processo. Para avaliar o efeito da fermentacdo sobre o teor alcodlico, trés
amostras foram divididas por tempo de fermentacdo, sendo 1F (um dia de
fermentacao), 3F (trés dias de fermentacao) e 7F (sete dias de fermentacao).
Apébs esse processo, a temperatura foi modificada para 0°C para que ocorra a
maturacdo por 15 dias. Foi realizado o priming (6 g/L de acucar cristal) na
cerveja, sendo engarrafadas e mantidas durante 15 dias. Por fim, as garrafas
foram pasteurizadas a 65°C por 20 min.

Segundo analises preliminares do grupo de estudo, a cerveja pilsen
apresentou algumas caracteristicas fortes de dimetilsulfureto (DMS - off flavor).
Para a continuacéo do estudo, foi produzida uma cerveja tipo pale ale, que utiliza
maltes que sofreram modificagdo quimica e podem mascarar certos sabores
desagradaveis (A review of methods of low alcohol and alcohol-free beer
productionBRANYIK et al., 2012b). Assim, foi adotada uma BTA Pale Ale
produzida com 1 kg de malte (600 g de Pale Ale; 200 g de Carahell; 170 g
Carapells; e 30 g Caraaroma) em cinco litros de agua e posterior fermentacao

com a levedura s04, o fluxograma de producao esta na figura 14.

47



Figura 14. Fluxograma de producéo da cerveja de baixo teor alcodlico com
malte pale ale.
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4.2.3 Analises Fisico-Quimicas
4.2.3.1 Potencial 16nico de Hidrogénio (pH)
Determinado pelo método potenciométrico, usando um medidor de pH
(Thermo Scientific, modelo Orion 3 Star) (AOAC, 2012).

4.2.3.2 Conteudo Alcodlico
Todas as amostras de cerveja foram destiladas em um microdestilador
(Tecnal, modelo TE-012, Brasil) e o etanol determinado em densimetro digital
(AOAC, 2012).

4.2.3.3 Cor
Realizada em espectrofotometro UV-visivel com leitura em 430 nm de
acordo com a European Brewery Convention. Triplicatas foram realizadas, e o
branco feito com agua destilada. Os resultados sdo expressos como unidades
da European Brewery Convention (EBC).
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4.2.3.4 Compostos Fendlicos Totais
Quantificados com base no método adaptado de ZHAO (2016). A reacao
colorimétrica com reagente de Folin-Ciocalteu e 15% de carbonato de sédio foi
realizada em triplicata. A absorvancia das amostras é lida em espectrofotémetro

a 760 nm usando agua destilada como branco.

4.2.3.5 Acidez Titulavel
Utiliza-se 10 mL de amostra de cada cerveja produzida, mais 100 mL de
agua e trés gotas de fenolftaleina. As amostras séo tituladas com solucdo de
hidréxido de sédio 0,05 M (normalizado) até o ponto de viragem (AOAC, 2012).

4.2.3.6 Turbidez
Uma aliquota de 10 mL de cerveja em temperatura ambiente é
submetida a um turbidimetro (Quimis, modelo Q279P), previamente calibrado. A
medicdo do aparelho utiliza a unidade de turvacdo em NTU (Nephelometric
Turbidity Unit).

4.2.4 Andlises em HPLC
4.2.4.1 Andlise dos Acucares
Os sacarideos, presentes nas amostras, foram identificados e
quantificados, de acordo com FORMIGONI et al. (2019), com modificacfes. Foi
utilizada a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) acoplada a uma
bomba com pistdo reciprocante com quatro vias, injetor manual com alca de
amostragem de 10pL, coluna cromatogréfica e detector espectrofotométrico com

arranjo de fotodiodo. O &lcool, presente nas amostras, foi rotaevaporado.

4.2.4.2 Andlise de Compostos Fendlicos
A analise dos compostos fendlicos foi realizada de acordo com SAVI et
al. (2020), com modificagdes. Utilizou-se um sistema LC-920 (Varian Inc., Walnut
Creek, CA, Estados Unidos) juntamente com uma coluna C18 RP (250 mm x 4,6
mm, 5 ym) Eclipse Plus (Agilent Technologies, Wilmington, DE, Estados Unidos),
com temperatura de forno ajustada para 30 °C. Como fase movel foi empregado

um gradiente consistindo de agua ultrapura (A) e acido acético:acetonitrila:agua
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(2:40:58 viv) (B), com vazédo de 1 mL/min. A corrida teve inicio com 5% de B,
subindo para 20% em 2 minutos, 25% de B aos 15 min, 85% de B aos 25 min,
sendo mantida essa propor¢ao por 5 min, aos 30 min a fase B foi elevada a 95%
para limpeza da coluna e dos 36 aos 45 min reduzida para 5%, para ambientacao
de todo o sistema do equipamento. As leituras foram realizadas em uma faixa
bem definida de 200 a 400 nm e os compostos foram identificados por meio da
comparacao do tempo de retencéo e perfil de absorcéo dos padrbes previamente
injetados no equipamento. Para quantificacdo dos compostos identificados, uma
curva de calibracdo foi construida com solucdes dos padrées acido galico,
catequina, acido clorogénico, acido vanilico, acido cafeico, epicatequina, acido
cumarico, acido ferdlico, rutina, isoquercetina, astragalina, miricetina, &cido
salicilico, quercetina, &cido cindmico e canferol nas concentra¢des de 0,5; 1; 2,5;
5; 10; 20 e 50 mg/L. Para analise, um volume de 10 uL de amostra previamente
descarbonatada e filtrada em filtros PTFE (0,45 um) foi injetado (SAVI et al.,
2020).

4.2.5 Andlises do Potencial Antioxidante
4.25.1 DPPH
Esta andlise é baseada na reacao de oxirreducdo do radical DPPH (2,2-
defenil-1-picril-hidrazil) de acordo com BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET (1995), com modificacbes. Preparou-se uma solugcdo de DPPH 32
pg/mL (80 uM; MM = 394,32 g/mol) em um baldo volumétrico dissolvendo 1,6
mg de DPPH em volume final de 50 mL de metanol ou etanol. A solucéo foi,
devidamente, protegida da luz. Verificou-se a absorbancia da solugédo a 517 nm
que deve estar entre 0,9 e 1,1. Foram pipetados 280 pL da solucdo DPPH e 20
UL de amostra em duplicata. Posteriormente, as amostras foram incubadas por
30 minutos em auséncia da luz e analisadas em leitor de placas em 517 nm. O
resultado foi expresso como um percentual de inibicAo usando a seguinte

equacao:

AbsAmostra

%RSA = (1 e S ——
% AbsControle

)*100

Valores expressos em media = SEM (n = 4 por grupo). Significancia determinada

pela analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do teste de Dunnett. *
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p <0,05 em comparacao ao controle. %RSA = (1 - Absamostra/Abscontrole) *
100

4252 FRAP
As atividades antioxidantes totais das cervejas foram avaliadas tanto
pelo ensaio de Poder Antioxidante Redutor Férrico (do inglés, FRAP) de acordo
com RUFINO et al. (2006) e WOOTTON-BEARD; MORAN; RYAN (2011), com
modificacdes. Para o ensaio FRAP, a capacidade de reducéo da cerveja foi
calculada referindo-se a curva de calibracao do sulfato de ferro e relatada como

equivalente em mM Fe2SOu4/L de cerveja.

4.2.5.3 Tiol total
A concentracdo de Tiol total, in vitro e ex vivo (sem incubacao), foi
determinada com base no procedimento de HABIG; PABST; JAKOBY (1974),
com modificagdes. A leitura das microplacas foi realizada em 405 nm em
espectrofotometro UV-Vis (Thermo-Plate Reader). Valores expressos em média
+ SEM (n = 3 por grupo). SignificAncia determinada pela andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida do teste de Dunnett. * p <0,05 em comparacao

ao controle.

4.2.5.4 Atividade de sequestro do Radical Hidroxila (HO¢).

Os radicais hidroxila foram gerados a partir de Fe2SO4 e H20:2 e
detectados pela capacidade de hidroxilar o salicilato de acordo com LIU et al.
(2010), com modificagdes. Em um tubo de ensaio, preparou-se uma mistura
reacional contendo 0,5 mL de Fe2S0a4 (1,5 mM), 0,35 mL de H202 (6 mM), 0,15
mL de salicilato de sédio (20 mM) e 1 mL das diferentes concentracdes da
amostra. Usou-se acido ascorbico (1 g/L) como controle positivo. Apos
incubagéo por 1 hora a 37°C, a absorbéncia do complexo salicilato-hidroxilado
foi avaliada em espectrofotdometro a 562 nm. A porcentagem de remocéao foi

calculada como:

% de Remocéao de HOe = [1 — % ] x 100%
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Onde Al representa a absorbancia da amostra ou do acido ascoérbico. A0 a
absorbancia do controle e A2 a absorvancia do branco (reagente com salicilato

de sadio).

4.25.5 Atividade de remocéao de H202
A atividade de remocao de H20: foi realizada de acordo com LIU et al.
(2010), com modificagdes. Em frascos de Erlenmeyer adicionou-se 1 mL de H20:2
0,1 mM, 1 mL da amostra na concentracao desejada, 0,1 mL de molibdato de
amonio 3% m/v, 10 mL de H2S04 2M, e 7 mL de Kl 1,8M. Titulou-se a mistura
com Na2S203 5mM até que a cor amarela desapareca. A atividade de remocéo

foi calculada como:

Vo-v1i

Remocéo de H202= x 100%

Onde VO sera o volume da solucdo de Na:S203 utilizada para titular a

mistura controle e V1 o volume da titulacdo da mistura contendo a amostra.

4.2.6 Andlises Biologicas: In vitro e Ex vivo

Nas analises in vitro, os testes foram realizados em leitoras de
microplacas utilizando as enzimas isoladas e solubilizadas em tampé&o, sendo
que, para essa metodologia, ndo houve tratamento com as cervejas nas moscas
enquanto vivas. Para essa analise enzimética, foram utilizadas, no momento da
analise (nas microplacas), as cervejas artesanais com adicdo de Oleos
essenciais e uma cerveja artesanal com baixo teor alcodlico (controle), a fim de
avaliar os efeitos dos bioativos na atividade das enzimas analisadas.

Enquanto que, para os ensaios ex vivo, as moscas foram previamente
tratadas (in vivo) com as cervejas produzidas. A atividade enzimética foi avaliada
com o tecido biolégico da mosca em espectrofotbmetro, sem adicionar as
cervejas nas microplacas, pois entende-se que as moscas ja foram alimentadas
com as amostras em seu crescimento até a fase adulta.

Os experimentos das analises enzimaticas, tanto in vitro quanto ex vivo,

foram realizados com no minimo quatro repeticées em duplicata.
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4.2.6.1 Obtencédo do Tecido Biolégico
Cerca de 50 moscas (utilizadas nas analises in vivo) por grupo foram
imobilizadas a - 5 °C por aproximadamente 30 minutos em um eppendorf e
manualmente homogeneizadas com auxilio de um bastdo de vidro em uma
solucéo tampéo Tris-HCI 0,5 M e pH 7,4 na proporcdo de 1:10 (mosca/volume
(em pL)). O homogeneizado obtido das moscas foi centrifugado a 12.000 g por

10 minutos. O sobrenadante (S1) foi removido e utilizado para analises.

4.2.6.2 Atividades das enzimas AChE e BChE

As atividades das enzimas AChE e BChE foram determinadas de acordo
com o método de ELLMAN (1959) com modificacdes. O meio da reacdo conteve
100 pL de solucdo-tampéo Tris-HCI 0,5 M (pH 7,4), 100 pL de 5,5'-Dithiobis
(acido 2-nitrobenzodico) (DTNB) 10 mM e 75 pL de S1. As amostras foram pré-
incubadas com 25 pL das cervejas por 2 minutos (para analise in vitro) e no final
foram adicionados 100 pL do substrato (iodeto de acetiltiocolina ou butiritiolcolina
8 mM). A leitura das microplacas foi realizada em 405 nm em espectrofotdbmetro
UV-Vis (Thermo-Plate Reader). Valores expressos em média + SEM (n = 4 por
grupo). Significancia determinada pela analise de variancia unidirecional
(ANOVA) seguida do teste de Dunnett. * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p
<0,0001 em comparacao ao controle.

4.2.7 Analises Bioldgicas: In vivo
Para as andlises in vivo, foram utilizadas moscas jovens (2-3 dias).
Primeiramente, foi feita a sincronizacdo das moscas, que é realizada separando
vidro de cultura das moscas que apresenta somente larvas de DM. Apés a
eclosdo das larvas (2-3 dias), as moscas foram mantidas nos vidros por um

periodo de 2 dias até tornarem-se adultas e, entdo, iniciar os testes.

4.2.7.1 Taxa de sobrevivéncia/mortalidade
As moscas foram adormecidas em geladeira (6 a 10 °C) e 100 moscas
de ambos os sexos foram transferidas para o meio de anélise (1% de agar; 1%
de extrato de levedura; 0,05% de sacarose; 1% de leite em po; 0,08% de
metilparabeno) com concentracdes diferentes da cerveja, além do controle. A

taxa de sobrevida foi avaliada pela contagem diaria do nimero de moscas vivas
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atée o final do periodo experimental (5 dias) ap6és a exposicdo a varias
concentracdes de cerveja. Valores expressos em média £ SEM (n = 3 por grupo).
SignificAncia determinada pela analise de variancia bidirecional (ANOVA)
seguida do teste de Dunnett. * p <0,05; ** p<0,01 em comparagdo ao controle.

4.2.8 Analise sensorial

O teste de aceitacao foi efetuado apds aprovacédo do projeto no Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista (UNESP) - CAAE:
53220421.5.0000.5466. As analises de Cor, Corpo, Aroma, Sabor e Aceitacéo
Global das cervejas de baixo teor alcodlico padrdo, com acafrdo e buriti (3g e
30g/L) foram avaliadas (STONE; SIDEL, 1973). A escala hedbnica de 1
"desgostei muitissimo" a 9 "gostei muitissimo" foi utilizada. A intengdo de compra
também foi avaliada através de uma escala de 5 pontos que varia de 1 "Eu
certamente compraria este produto” para 5 "eu certamente nunca compraria este
produto” (MEILGAARD et al.,, 2006). Um grupo de 100 consumidores né&o
treinados, 49 do sexo masculino e 51 do sexo feminino, com faixa etaria entre
18 e 66 anos que, em maioria, gosta muito de cerveja e consome 1 vez/ semana,
pertencentes a comunidade IBILCE-UNESP e sem sensibilidade ou alergia a

nenhum dos ingredientes da bebida, avaliou as cervejas de baixo teor alcodlico.

4.2.9 Andlise Estatistica
Para a avaliacdo sensorial, as amostras foram apresentadas de forma
monadica, aleatorias e desordenadas. Os dados foram submetidos & analise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05)
(STEEL et al., 1997). Para as analises biologicas e fisico-quimicas, as analises
estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 6 utilizando ANOVA
fator Unico seguido do teste post-hoc de Tukey ou Dunnet a um nivel de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo foram apresentados por etapas,
conforme previsto na metodologia.

Inicialmente, avaliou-se a producdo de BTA lager utilizando uma planta
de producao de cerveja caseira/artesanal. Para tal, a producédo das cervejas de
baixo teor alcodlico foi realizada de forma exclusivamente simples, utilizando
técnicas e utensilios de acordo com uma cervejaria artesanal. Foram avaliados
diferentes métodos de fermentacdo e de mosturacdo efetuando analise fisico-
quimica e analise sensorial prévia para avaliacdo da aceitabilidade do sabor e
do aroma da cerveja produzida.

A seguir, com a alteracao do tipo de cerveja para pale ale, devido a off
flavors detectados, foram avaliadas diferentes concentracbes de Oleos de
curcuma e de buriti.

Por fim, realizaram-se as andlises de atividade antioxidante, efeitos
bioldgicos (in vitro, in vivo e ex vivo) e analise sensorial para as amostras de

concentracfes dos 6leos de buriti e circuma selecionadas.

5.1 Cerveja Lager

5.1.1 Analises Fisico-Quimicas
Primeiramente, foram preparadas as cervejas tipo Lager, para analisar o
efeito do tempo da fermentacdo sobre o teor alcodlico. O procedimento foi
realizado de acordo com a Figura 13, onde foi utilizada a temperatura de 70°C
por 15 min. no processo de mosturacdo. Obteve-se os resultados para as
amostras 1F (um dia de fermentacéo), 3F (trés dias de fermentacao) e 7F (sete

dias de fermentacdo) em relacé@o ao teor alcodlico (Figura 15).
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Figura 15. Efeitos da fermentacéo no teor alcodlico.

Teor alcodlico (%)

1F 3F 7F

Quanto ao teor alcodlico, os resultados demonstraram valores maiores
do que o recomendado pela legislacéo, sendo que, para 1F e 7F, ndo houve
diferenca significativa, eliminando assim o efeito da fermentacdo sobre o teor
alcoolico nesses parametros.

As andlises fisico-quimicas, para as cervejas com variacdo no tempo de

fermentacao, estao presentes na tabela 2.

Tabela 2. Analises fisico-quimicas das cervejas lager com diferentes tempos de

fermentacao
Analises 1F 3F 7F
pH 4,792+0,01 4,73+0,01 4,75°+0,01
Acidez (%) 0,242+0,02 0,222+0,01 0,67°+0,01
Comp. Fendlicos
Totais (mg de 883,402+212,84 804,072+79,90 823,732£301,23
EAG.LY)
Turbidez (NTU) 152,502+0,71 104,00°+0 100,00°+0
Cor (EBC) 42,30%+0,07 31,23%+0,25 30,85°+0,21

* Médias *+ desvios padroes das determinagfes em ftriplicata seguidas pelas mesmas letras
minudsculas nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Os resultados obtidos demonstraram que nao houve diferencas
significativas para a analise de compostos fendlicos totais, e esses resultados
estdo condizentes com os encontrados na literatura (Anexo — A.2 — Tabela 10).

Para o pH, todas amostras estiveram dentro dos valores associados a
uma cerveja Lager. Ja para a acidez, quanto maior tempo de fermentacao maior
a formacéao de 4cidos organicos, muitas vezes indesejaveis.

Os valores de turbidez, bem como a cor, estdo de acordo com a literatura
para cerveja artesanal (KEMPKA et al., 2017), e variaram durante o tempo de
fermentacao.

Uma vez avaliada a influéncia do tempo de fermentacado, sucedeu-se a
andlise da variacdo da temperatura e do tempo de mosturagéo sobre a producao
de acucares e, consequentemente, sobre o teor alcodlico e outras
caracteristicas. Os resultados para amostras 70/15 (70°C/15min de mosturacao),
70/30 (70°C/30min de mosturacgéo), 70/45 (70°C/45min de mosturacédo), 74/15
(74°C/15min de mosturacéo) e 78/15 (78°C/15min de mosturacdo) em relacéo
ao teor alcodlico estédo presentes na Figura 16.

Figura 16. Efeitos da temperatura e do tempo de mosturagéo no teor alcodlico.
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Na analise de teor alcodlico, as amostras 70/15 (2,63), 70/30 (2,38) e
70/45 (2,48) diferiram das amostras 74/15 (1,78) e 78/15 (1,78). Na temperatura
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de 70°C ha uma maior acdo da enzima B Amilase que, por sua vez, pode estar
inativada a 74/78 °C produzindo menos acucares fermentesciveis (SAMARAS et
al., 2005).

Os resultados completos da analise fisico-quimicas, para as cervejas
com variacdo no tempo e na temperatura de mosturacao, estdo presentes na
tabela 3.

Tabela 3. Andlises fisico-quimicas das cervejas lager com diferentes
temperaturas e tempos de mosturacéo.

Andlises 70/15 70/30 70/45 74/15 78/15
pH 50°+0,01  5,0°+0,01  5,1%+0,01  4,8°t0,01  4,8°+0,01
Acidez (%) 0,18%+0,01 0,17%+0,01 0,143+0,01 0,15%+0,01  0,19°+0,01
Comp. 497,733 514,73% 533,733 567,073+ 526,733
Fenolicos totais
(mg de EAG.LY) 32,56 11,37 47,48 22,12 2,08

802,50%°+ 740,00+ 938,502+ 143,50°+ 855,502+
12,02 0,71 86,97 0,71 17,68
Cor (EBC) 43,149+0,09 35,35°+0,49 44,46+0,16 22,01°+0,44 39,182+0,60

Teor alcodlico
(%)

Turbidez (NTU)

2,63°+0,11  2,38°+0,04 2,48°+0,11  1,782+0,04 1,782+0,11

* Médias + desvios padrfes das determinacdes em triplicata seguidas pelas mesmas letras
mindsculas nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Para as cervejas lager com modificagées nos parametros da mosturacéo
ndo houve diferencgas significativas para a analise de compostos fendlicos totais.
E esses resultados estdo concordantes com os encontrados na literatura (Anexo
— A.2 — Tabela 10).

O pH e acidez estdo de acordo com a cerveja Lager, mesmo com as
diferencas significativas (BJCP, 2016).

Houve variacdo nos valores de turbidez, entre as amostras. Sabe-se
que, como nao sdo usados clarificantes no processo de producdo, esse
parametro pode sofrer variagbes na hora do processo, influenciando
diferentemente no produto final, porém a turbidez elevada faz parte das
caracteristicas da cerveja artesanal (KEMPKA et al.,, 2017). Além disso, a

turbidez influenciou nos valores de cor, visto que a amostra 74/15 teve menor

58



valor de turbidez e de cor, e se manteve dentro dos valores esperados para uma
cerveja lager (BJCP, 2016).

Foi realizada a andlise cromatografica para melhor visualizacdo do
potencial desse estudo na producdo de cerveja de baixo teor alcodlico, 0s

resultados estdo na tabela 4.

Tabela 4. Teor de agucares nas cervejas de baixo teor alcodlico (mg/100 mL)

AMOSTRAS
SUBSTANCIA *Controle 70/15 70/30 70/45 74/15 78/15
Ramnose Nc Nc Nc Nc Nc Nc
Frutose 13 5 7 9 9 7
Glicose 216 89 84 163 248 237
Sacarose 92 37 29 67 93 108
Maltose 868 591 580 816 670 234

*Pardmetros de mosturacdo da amostra controle: 60° por 60 min e 70° por 30 min.

Os dados apresentados demonstram uma variacdo na quantidade de
acucares entre as amostras. Com o aumento do tempo de mosturagéo, observa-
se um aumento na concentragcédo de todos os agucares, principalmente, quando
se analisa as amostras 70/30 e 70/45. Esses dados estdo de acordo com a
literatura, visto que as enzimas amilases necessitam de um tempo para a
producado dos acucares (MULLER, 1991).

Para a variacdo de temperatura, a amostra 78/15 teve menores
concentracbes de acUcares fermentesciveis quando comparada as amostras
70/15 e 74/15. Isto pode ser explicado pela baixa atividade das enzimas amilases
gue séo inativadas em 77°C (PRIEST; STEWART, 2006).

N&o foram encontrados tragos do carboidrato ramnose nas amostras
avaliadas. Enquanto que a frutose apresentou-se em maior quantidade na
amostra controle.

Para os acucares fermentesciveis, glicose e maltose, foi possivel
visualizar que, somando as suas quantidades, a amostra 78/15 é a que
apresenta menor quantidade, cerca de 579 mg/100mL, enquanto que a amostra
controle apresenta 1176 mg/100mL. Além disso, € a amostra que contém a

menor quantidade de maltose entre as amostras.
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Logo, esses resultados demonstram que a metodologia de mosturacéo
com a temperatura em 78°C por 15 minutos foi capaz de produzir cerveja
artesanal de baixo teor alcodlico, baseando-se na quantidade de &lcool formado,
bem como a menor concentracdo de agucares detectados pela cromatografia.

Esses dados foram de grande importancia para continuacdo do estudo,
pois comprovaram que 0s meétodos utilizados para a producdo de cerveja de
baixo teor alcoodlico foram suficientes para producdo da bebida, e estdo de
acordo com a literatura, onde sabe-se que a mosturagao, principalmente o
controle da atividade das enzimas amilases, tem grande influéncia na
concentracdo de acucares fermentesciveis do mosto (A review of methods of low
alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et al., 2012a; MONTANARI et
al., 2005, 2009; MULLER, 1991). Além disso, a observacao desses acucares é
comum na producédo de cerveja, visto que SAMARAS et al. (2005) observaram
gue a maltose foi 0 agicar mais abundante nos mostos estudados, enquanto que
a glicose, frutose e sacarose foram detectados em todos os mostos, exceto
naqueles preparados com maltes altamente torrados, nestes a maltose e
maltotriose foram os Unicos acgUcares detectados nos mostos. O mesmo foi
observado por ALMENDINGER; ROHN; PLEISSNER (2020), onde o principal
acucar simples encontrado em todos os extratos, obtidos de brotos de malte,
testados foi a maltose em concentragdes de 52,6 mg.g.

Apos efetuada a producdo das amostras de cerveja lager, em tempos
diferentes de fermentacao e tempos e temperaturas diferentes de mosturacao,
verificou-se que foram obtidas cervejas de baixo teor alcodlico dentro da
legislag&o brasileira. Porém, as amostras, em uma avaliagdo sensorial prévia do
grupo de estudos, apresentaram sabores e aromas desagradaveis. Por isso,
foram preparadas cervejas com maltes Pale Ale, a fim de eliminar alguns off
flavors, usando a metodologia de 78°C por 15 minutos de mosturagao em 3 dias

de fermentag&o.

5.2 Cervejas Pale Ale

Para dar continuidade ao estudo, foram elaboradas cervejas pale ale,
com 6leo de buriti nas concentracdes de 3 g/L (3B), 6 g/L (6B), 10 g/L (10B), 30
g/L (30B) e 90 g/L (90B) e com dleo de acafrdo nas concentragdes de 3 g/L (3A),
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6 g/L (6A), 10 g/L (10A), 30 g/L (30A) e 90 g/L (90A) utilizando, no processo de

mosturacao, 78°C e 15 min. e 3 dias de fermentacao.

5.2.1 Analises fisico-quimicas
Os resultados dos efeitos das cervejas Pale Ale de baixo teor alcodlico,
com adicbes de buriti e circuma, sobre o teor alcodlico e composicao fendlica
total estdo presentes nas figuras 17 e 18, respectivamente. As quantidades de
Oleos adicionadas foram, previamente, estudadas pelo grupo de pesquisa do
laboratorio junto com dados obtidos da literatura (DUCRUET et al.,, 2017;
NARDINI; FODDAI, 2020).

Figura 17. Efeitos da adicao do 6leo de buriti na cerveja de baixo teor alcodlico.
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Os dados de teor alcoolico para a cerveja de buriti mantiveram-se dentro
da margem para a legislacéo vigente e pode-se observar que para a cerveja com
6leo de buriti, conforme se aumentou a concentragéo de 3 g/L do 6leo para 10
g/L, diminuiu o teor alcodlico (de 1,33 para 1,08 %), porém aumentou-se a
concentracdo fendlica total (de 376,1 para 567,7 mg EAG.L?), chegando até a
661,1 mg EAG.L ! para a concentracdo de 30 g/L de buriti.
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Figura 17. Efeitos da adicdo do 6leo de acafrdo na cerveja de baixo teor
alcodlico.
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Para as cervejas com Oleo de acafrdo observa-se que houve uma

variagdo no teor alcodlico conforme se aumentou a concentragdo do Oleo,

diminuindo o teor alcodlico de 1,71% na amostra 6A para 1,41% para amostra

90A e ao mesmo tempo aumentou, significativamente, a concentracao fendlica

para as mesmas amostras.

As outras andlises fisico-quimicas para a cerveja pale ale encontram-se

na tabela 5.

Tabela 5. Resultados das analises fisico-quimicas das cervejas Pale Ale.

Amostras pH Acidez Turbidez Cor Teor Compqstos
(%) (NTU) (EBC) Alczslévl)ico Fendlicos
(mg EAG.L-1)
BTA 4,863 0,172 21,78 18,42 0,554 261,12
controle 0,02 10,02 10,26 10,44 10,19 123,18
3B 5,050 0,172 31,12 24,9 1,332bcd 376,12
10,01 10,01 10,80 10,04 10,17 120,53
6B 5,20¢ 0,182 77,08 24,7° 1,082bd 371,18°
10,01 10,01 10,92 +0,08 10,21 124,38
108 4,989 0,24¢¢ 360,7° 34,9cdf 1,683b¢ 567,799
10,02 10,01 18,08 10,05 10,47 176,30
30B 4,79¢ 0,21bd 226,0° 36,09 1,90¢ 661,1°
10,02 0,01 +7,00 10,23 +0,10 +48,58
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470+  0,26% 483,0¢ 37,1d 1,81abc 619,4¢f
90B !
0,03 +0,01 +5,57 +0,09 +0,28 +76,37
an 4,67° 0,192 20,82 27,5¢ 1,11bd 454,1bcd
+0,03  +0,01 +0,06 +0,10 +0,26 +43,56
oA 5070 0,22 21,72 32,51 1,718bc 436,70
+0,02 0,02 +0,26 +0,14 +0,25 +27,15
LOA 5,120  0,26¢f 835,7¢ 37,1¢d 1,458b¢ 514,1bf
+0,02  +0,01 +3,21 +0,18 +0,34 +5,77
20A 4,979  0,22¢ 833,0¢ 35,5¢ 1,33abed 528,74
+0,03  +0,01 +99,92 +2.88 +0,12 +3,05
S0A 4,872 0,299 308,3bc 36,9¢ 1,418bc 663,4¢
+0,04  +0,01 +16,62 +0,11 +0,36 +85,16

* Médias *+ desvios padrdes das determinagfes em triplicata seguidas pelas mesmas letras
mindsculas nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Para as amostras com 6leo de Buriti e 6leo de acafréo, observa-se que
o pH diminuiu, enquanto que a acidez aumentou. Esses resultados podem ser
explicados pela composicdo dos 6leos utilizados que sdo ricos em &cidos
fendlicos.

Para os resultados da andlise de turbidez, todas amostras estiveram
dentro dos valores associados a uma cerveja artesanal pale ale (BJCP, 2016;
KEMPKA et al., 2017), e variaram com o aumento da adi¢cao dos 0leos, visto que
esses 0Oleos sdo ricos em compostos fenélicos. Ao mesmo tempo, a coloracao
dos 6leos foi modificada conforme aumentou-se a concentracdo dos 6leos, como
mostrados nos Anexos — B.1- Figura 25 e C.1 — Figura 26 e como previsto
anteriormente, pois esses 6leos apresentam compostos que sédo utilizados como
corantes naturais.

Foram obtidas cervejas de baixo teor alcoolico com boas dissolu¢des de
Oleos de acafrédo-da-terra e buriti, sendo adicionados no final da fervura.

Posteriormente, foi avaliada a concentracdo fenodlica por HPLC das
cervejas produzidas e os resultados para as cervejas Pale Ale de baixo teor

alcodlico, com adi¢gbes de acafréo, estdo presentes na tabela 6.

Tabela 6. Teor de Acidos Fendlicos (mg/L) *

AMOSTRAS
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SUBSTANCIA 3A 10A 30A 90A

Acido galico - - 2,44 -
Catequina 3,04 3,05 1,10 1,80
Acido vinilico - 1,45 0,42 1,38
Acido cumarico 0,97 0,88 0,36 0,89
Acido ferulico 0,96 2,43 2,24 -
Rutina 1,68 - - -
Isoquercetina 0,80 1,37 4,57 2,42
Astragalina 1,30 1,64 2,73 2,34
Quercetina 0,90 1,46 - -

*Os resultados para as amostras de buriti, infelizmente, ndo foram possiveis de se obter até o
presente momento devido problemas técnicos com o equipamento. Assim que solucionado o
problema, seréo adicionados os resultados na tabela para posterior publicacdo em periédicos da
area.

Os resultados obtidos demonstram que as amostras produzidas com a
adicdo de acafrdo contém um alto e diversificado teor de &acidos fendlicos.
Embora que para a amostra 3A ndo tenha havido niveis de detec¢do para 0s
compostos Acido Galico e Vinilico, para a amostra 10A os compostos Acido
Galico e Rutina, para a amostra 30A os compostos Rutina e Quercetina e para
amostra 90A os compostos Acido galico e ferdlico, foi possivel detectar, pela
andlise cromatogréafica de HPLC, o Acido gélico, a Catequina, o Acido vinilico, o
Acido cumarico, o Acido ferdlico, a Rutina, a Isoquercetina, a Astragalina e a
Quercetina (a discrepancia dos resultados obtidos pode ser justificada pela baixa
dissolucéo do 6leo em altas concentragcdes como pode ser observado no Anexo
— C.1 - Figura 26).

Esses resultados estdo de acordo com a literatura, visto que MOURA-
NUNES et al. (2016) encontraram dez compostos fendlicos, todos acidos
fendlicos, em seu estudo com cervejas brasileiras, dentre eles acido p-cumarico,
ferdlico, galico e vanilico. Para o grupo de cerveja sem alcool, o autor observou
gue o acido galico foi o composto fendlico mais abundante (3,36 mg/L), enquanto
gue os acidos ferulico (0,33 mg/L), p-cumarico (0,33 mg/L), vanilico (0,23 mg/L)
foram encontrados nas menores concentracdes. Além disso, 0s autores
relataram que as cervejas alcodlicas com amargor muito alto apresentaram
teores, 3 a 30 vezes, maiores de acidos galico, quando comparadas as cervejas
sem alcool. Esse fato pode ser explicado pela maior solubilidade dos compostos

fendlicos no alcool. Sendo assim, observa-se que alguns desses compostos
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estdo em maior concentracdo, quando comparadas a cervejas sem alcool na
literatura, nas amostras produzidas nesse estudo com 6leos essenciais.

Em estudo, observou-se que cervejas convencionais tipo ale e lager néo
apresentaram teores detectaveis de catequina (NARDINI; FODDAI, 2020),
composto que esta presente, naturalmente, na cevada (CARVALHO et al., 2015;
SAMARAS et al., 2005). Enquanto que, quando analisados os resultados em
cervejas especiais (cervejas adicionadas de algum alimento como noz (1,80
mg/L), café (1,30 mg/L)), € possivel observar a presenca desse acido fendlico
(NARDINI; FODDAL, 2020). Ou seja, a adi¢do de alguns nutrientes, como 0 caso
do acafrdo efetuado nesse estudo, pode potencializar a sua quantidade no
produto final.

Os resultados desse estudo sdo promissores, pois as cervejas sem
alcool podem ser consideradas menos bioativas, pela menor
concentracao/biodisponibilidade fendlica, do que as cervejas alcodlicas (A
review of methods of low alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et
al., 2012b; MOURA-NUNES et al., 2016). Este fato foi superado pela adicdo dos
Oleos bioativos, pois estes apresentam uma grande concentracao de compostos
fendlicos em sua composicao (BATAGLION et al., 2014; Curcumin, a component
of golden spice: From bedside to bench and backPRASAD et al., 2014;
PRIYADARSINI, 2014; RESENDE et al., 2019).

Para a continuacéo do trabalho optou-se, de acordo com os resultados
de aumento da concentracéo fendlica, por reduzir a quantidade de amostras em
duas concentragOes diferentes (3 e 30 g/L) mais uma amostra controle (sem

adicdo dos 6leos essenciais).

5.3 Atividade Antioxidante

Muitos estudos avaliam os possiveis efeitos da cerveja no sistema
bioldgico. Atualmente, sabe-se que a cerveja pode proporcionar um aumento na
atividade antioxidante sobre o estresse oxidativo. O estresse oxidativo esta
correlacionado com um aumento na presenca de espécies reativas de oxigénio,
intimamente associadas a diversos tipos de doencas. A capacidade antioxidante
da cerveja deriva principalmente de polifenéis, de compostos originados da
reacao de Maillard, e da vitamina C do malte e do lupulo (BETTENHAUSEN et
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al., 2018; MARTINEZ-GOMEZ et al., 2020; MERINAS-AMO et al., 2019;
OSORIO-PAZ et al., 2020).

Assim, foram avaliados os efeitos antioxidantes das amostras
produzidas, tanto in vitro onde foram utilizadas as cervejas em processos sem o
contato com um ser vivo, quanto em analises ex vivo onde as moscas Sao
alimentadas com as BTA e depois sacrificadas para posterior analise.

Nas proteinas, os tidis sdo considerados 0s principais responsaveis pela
sua acao antioxidante (ANDERSSON et al., 2000; MORAN et al., 2012; YASSIN
etal., 2012). Os resultados das cervejas de BTA in vitro sobre os tidis totais estéo
presentes na figura 19, sendo que a significancia foi determinada pela analise de
variancia unidirecional (ANOVA) seguida do teste de Dunnett. * p <0,05; **
p<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001 em comparacao ao controle.

Figura 18. Efeitos in vitro das cervejas de baixo teor alcoélico BTA controle,
com adicao de 6leo de acafrdo (1) e com adicdo de Gleo de buriti (2) sobre os
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As andlises in vitro demonstraram que, para a concentracao de 3g/L, ndo
ha diferenca significativa em relagdo a amostras sem adigcdo dos Oleos
essenciais. Ja para 30 g/L, visualiza-se uma concentragdo, significativamente,

maior de tidis totais (cerca de 160%), e, consequentemente, uma maior acao

antioxidante para as cervejas com adicao de buriti e acafrao.
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Os resultados das cervejas de baixo teor alcoodlico ex vivo sobre 0s tidis
totais estdo presentes na figura 20, sendo que a significancia foi determinada
pela analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do teste de Dunnett. *
p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; *** p <0,0001 em comparacdo ao controle.

Figura 19. Avaliacao da oxidacéo dos Tidis totais no tecido de DM alimentadas
de cervejas de baixo teor alcodlico com adicao de 6leo de acafrdo (1), 6leo de
buriti (2) e BTAcontrole.
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As analises ex vivo demonstraram que, para curcuma, em baixas
concentragdes (3 g/L), ndo tem diferenca significativa em relagdo a cerveja
BTAcontrole, enquanto que em altas concentra¢gdes (30 g/L) houve diferenca
significativa (cerca de 140% de tidis totais) em relacdo a amostra BTAcontrole.
Ja no caso do buriti em 3 g/L e 30 g/L demonstraram maiores concentracdes
(cerca de 140%) de tios totais do que a amostra sem adic&o de 6leo.

Quando em comparagcdo com a concentracdo de tidis totais para
analises in vitro e ex vivo, pode-se visualizar que para a amostra com adi¢do de
acafrdo os resultados se mantiveram com o mesmo comportamento, a amostra
30A se manteve em maiores concentracdes de tios totais quando comparada
com a cerveja sem adicdo do 6leo, variando as concentracdes de cerca de 140%
para cerca de 160% de ti6is totais. Para as amostras com 6leo de buriti, a
amostra 30B manteve o mesmo comportamento para ambas as analises e com
concentracfes bem similares. Enquanto que, para a amostra 3B 0s niveis de
tiois totais foram aumentados nas analises ex vivo, demonstrando que o sistema

antioxidante (baseado nos tidis totais) das moscas foi aumentado quando as

67



moscas foram alimentadas, in vivo, com a amostra de cerveja de baixo teor
alcoolico com adicdo de 3 g/L de Buriti.

A atividade antioxidante da eliminacao de radicais (RSA) pela andlise de
DPPH para as cervejas de baixo teor alcodlico esta presente na Figura 21, sendo
que a significancia foi determinada pela andlise de variancia unidirecional
(ANOVA) seguida do teste de Dunnett. * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p

<0,0001 em comparacao ao controle.

Figura 20. Efeitos das amostras BTAcontrole, com adicdo de 6leo de acafrao
(1) e com adigéo de 6leo de buriti (2) sobre a oxidacéo do radical do DPPH.
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A atividade da eliminacdo de radicais, na analise de DPPH, foi,
significativamente, maior para os tratamentos com 6leo de acafrdo quando
comparada com a BTAcontrole, porém nao houve diferenca significativa quando
para a adicao do oleo de buriti.

As amostras 3 e 30 g/L do 6leo de curcuma demonstraram maiores
porcentagens, significativas, de atividade antioxidante de radicas livres na
analise de DPPH, chegando a cerca de 60%. Esses resultados podem ser
explicados pelo aumento da concentracdo de CF. Alguns estudos identificaram
que a atividade de eliminag&o de radicais livres € influenciada pela composigéao
fendlica da amostra (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2020; MOREIRA et al., 2013).
Como exemplo, CHO et al. (2018) demonstraram que a atividade de eliminacéo

de radicais DPPH das amostras de cerveja aumentou com a quantidade de fruta
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(caqui) adicionada. E que as atividades antioxidantes apresentadas pelas
cervejas sao causadas pelas atividades sinérgicas de diferentes fendis que as
compdem (MERINAS-AMO et al., 2019).

O poder antioxidante redutor de ferro (FRAP), bem como os resultados
da atividade da Remogé&o de OH« e H202 para as cervejas de baixo teor alcodlico

adicionadas de buriti e acafréo, esta presente na tabela 7.

Tabela 7. Poder antioxidante das cervejas de baixo teor alcodlico

Amostras % de Remogao de OHs % de remocdo de  *FRAP (mmol/L

H20:2 FeS0a4)
Controle 84,845+2,79 - -
(acido
ascorbico)
3A 100,702+4,80 24,26%+1,50 16,6609+0,010
30A 84,87°+5,49 32,79°41,18 22,859,+0,010
3B 22,839+4,86 52,46°+1,64 21,818°+0,010
30B 44,75°+1,28 61,972+2,30 34,7302+0,012

* Médias *+ desvios padrbes das determinacdes em triplicata seguidas pelas mesmas letras
mindsculas nas colunas néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O FRAP avalia a reducao do complexo Fe(lll) a Fe(ll), que ocorre devido
a presenca de agentes redutores. A amostra 30B (34,730 mmol/L) foi a que teve
maior atividade na anélise FRAP e também demonstrou a mais alta atividade de
remocdo de H202. Além disso, as outras amostras também demonstraram
resultados promissores na acéo antioxidante, pois apresentaram atividades
maiores até em comparagcdo com cervejas alcoolicas que, geralmente,
apresentam maiores conteudo fendlico e atividade antioxidante. TAFULO et al.
(2010) avaliaram a capacidade antioxidante de 27 cervejas comerciais, sendo
cinco delas com zero alcool. Para estas cervejas, a maior atividade antioxidante,
utilizando acido ascorbico como padréo, foi de 155,1 uM (TAFULO et al., 2010).
Enquanto que a analise de FRAP de PIAZZON; FORTE; NARDINI (2010) foi de
1525 pumol Fe*?/L para cervejas desalcoolizadas.

A amostra 3A (102,70 %) teve maior porcentagem de atividade
antioxidante de eliminagdo de OH+ quando comparada as outras. Sabe-se que
os flavonoides sdo capazes de reduzir os radicais livres altamente oxidantes,
como H202 e OH+ por doagdo de atomos de hidrogénio (KUMAR; PANDEY,
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2013). Alguns estudos demonstram que o xantohumol (1,5 e 3 uM), composto
presente no lupulo, forneceu evidéncia direta de sua atividade de eliminacao de
radicais livres, eliminando a formacao de radicais hidroxila (OHe) estimulados
pelo coldgeno (LEE et al., 2012).

A cerveja BTA/SA, por vezes, tem menores acdes antioxidante devido a
baixa quantidade de CF. Nesse sentido, alguns autores verificaram que cervejas
com &lcool tem mais acdo antioxidante do que as SA (RIVERO et al., 2005).
MERINAS-AMO et al. (2015) verificaram que, entre trés tipos (Stout, SA e Lager
Blond) de cerveja, a cerveja Lager Blond é a mais saudavel devido a alta
capacidade de protecdo contra substancias oxidativas genotoxicas. Sendo
assim, os dados apresentados, por esse estudo, demonstram uma melhora na
caracteristica antioxidante do produto, resultando em um produto mais saudavel.

Por fim, sabe-se que a cerveja de baixo teor alcodlico, com adicdo de
oleo de Buriti e Acafrdo, produzida e analisada nesse estudo, apresenta uma
boa qualidade e atividade antioxidante, particularmente, pelo aumento da
concentracdo de acidos fendlicos. E, considera-se que compostos fendlicos
pode ter influéncia sobre alguns outros processos benéficos a saude como a
neuroprotecdo (SILVA DE SA et al., 2019).

5.4 Analise de Neurodegeneracgéo

As enzimas colinesterases estdo envolvidas em doencas
neurodegenerativas, funcdo motora e locomog&do, pois Sdo essenciais na
transmissdo colinérgica dos impulsos. Assim, a sua modulacdo € de total
importancia nas analises de neuroprotecéo.

Os resultados do efeito das cervejas de baixo teor alcodlico in vitro sobre
as enzimas AChE e BChE estdo presentes na figura 22, sendo que a
significancia determinada pela analise de variancia unidirecional (ANOVA)
seguida do teste de Dunnett. * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; *** p <0,0001

em comparacao ao controle.
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Figura 21. Efeitos das cervejas de baixo teor alcodlico BTAcontrole, com adi¢ao
de 6leo de acafrdo (1) e com adigdo de 6leo de buriti (2) sobre a atividade in
vitro das enzimas (a) AChE e (b) BChE.
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Para as amostras de acafrdo, nas andlises in vitro, observa-se que no
grafico “1a)” as cervejas tiveram significativas modulagdes sobre a atividade da
enzima AChE, enquanto que a amostra BTAcontrole n&o teve acao significativa
sobre a modulacédo da enzima. O mesmo aconteceu para a analise da enzima
BChE (gréfico “1B)”) para as amostras com 3 e 30 g/L de acafrdo que inibiram a
atividade enzimatica, entretanto, para essa enzima, a BTAcontrole também teve
modulacdo nessa enzima. Bem como para as amostras de buriti nas analises

das enzimas AChE e BChE, onde as cervejas (graficos “2a)” e “2b)”) tiveram
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modulacdes, significativas, sobre essas enzimas. Porém, as cervejas com 0leo
de buriti tiveram maiores acOes quando comparadas com a amostra
BTAcontrole. Ou seja, a inibicdo das enzimas colinérgicas apos a adi¢do dos
Oleos essenciais melhorou a agdo neuroprotetora das amostras.

Os resultados das cervejas de baixo teor alcodlico ex vivo sobre as
enzimas AChE e BChE estéo presentes na figura 23, sendo que a significancia
foi determinada pela andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do
teste de Dunnett. * p <0,05; ** p<0,01; ** p <0,001; *** p <0,0001 em

comparacao ao controle.
Figura 22. Avaliacao ex vivo da atividade das enzimas (a) AChE e (b) BChE no

tecido de DM alimentadas de cervejas de baixo teor alcodlico BTAcontrole, com
adicao de dleo de acafréo (1) e com adicdo de 6leo de buriti (2).
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Para as amostras de acafrdo, nas analises ex vivo, observa-se um
comportamento parecido em relagcdo as enzimas AChE (grafico “1a)”) e BChE
(grafico “1b)”), onde as cervejas com 3 g/L tiveram modulagdes significativas,
enquanto que a cerveja BTAcontrole ndo teve. Porém, para a amostra 30A a
enzima AChE apresentou maior atividade enzimatica quando comparada as
outras amostras.

Para a analise BChE (grafico “2b)’), as amostras com buriti
apresentaram 0 mesmo comportamento que as amostras de acafrdo, com
modulacéo significativa para a concentracao de 3g/L. Para a analise da enzima
AChE (grafico “1b)”) nenhuma das amostras tiveram atividades significativas.

A diferenca dos resultados entre as analises in vitro e ex vivo pode estar
envolvida com o complexo sistema biolégico do ser vivo, onde as inUmeras
hip6teses neuroprotetoras do sistema imunolégico estéo ocorrendo.

Os principais compostos bioativos presentes nesses 6leos (curcumina e
beta-caroteno isolados) ja demonstraram ter acdo sobre essas enzimas. ROCHA
et al. (2018) demonstraram que nanoparticulas de beta-caroteno (300 e 400 uM)
diminuiram a atividade da AChE e SILVA DE SA et al. (2019) verificaram que as
nanoparticulas de curcumina obtidas por disperséo soélida diminuem a atividade
da AChE (25 e 50 uM) e, no caso de BChE, a atividade foi diminuida pela
dispersao sélida de curcumina a 100 pM. Além disso, MERINO et al. (2018)
demonstram, em seu estudo com ratos, os efeitos neuroprotetivos das cervejas
sem alcool.

A reducéo na atividade das ChE sugere efeitos negativos na biossintese,
degradacgéo e/ou insercdo da acetilcolina na membrana plasmatica. A inibicdo
das ChE aumenta a atividade dos neurbnios colinérgicos que sobrevivem em
pacientes com sintomas de deméncia, resultando em melhora da memoria e
cognicdo (BERG, JEREMY M.; TYMOCZKO, J.L.;STRYER, 2008; MERINO et
al., 2018). Varios estudos também apoiam a ideia de que os CF, presentes nos
Oleos, podem desempenhar um papel na neuroprotecdo, especialmente como
inibidores da ChE (DOS SANTOS et al., 2019; ROCHA et al., 2018; SILVA DE
SA et al., 2019). A composi¢do complexa da cerveja e os potenciais efeitos

sinérgicos de seus fitoquimicos individuais (por exemplo, flavondides, saponinas
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e taninos) podem ser responsaveis por diferencas nos efeitos inibitérios das BTA,
produzidas por esse estudo, in vitro (SZWAJGIER, 2013).

5.4.1 Toxicidade
Foi utilizada a mosca DM, como modelo animal, para testes do efeito
das amostras sobre o organismo vivo. Os resultados da toxicidade, in vivo, das

cervejas de baixo teor alcoodlico estdo na figura 24.

Figura 23. Analise da sobrevivéncia das moscas DM suplementadas de
cervejas de baixo teor alcodlico BTAcontrole, com adicédo de 6leo de acafrao
(1) e com adicao de 6leo de buriti (2).
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Observa-se pela figura 24 que as amostras controle (agua), com ou sem
adicao do oleo de acafréo e buriti, ndo foram estatisticamente toxicas, pois nédo
houve mortalidade para as moscas. Em contrapartida, a concentracao de 30 g/L
para ambos os 0leos, teve significativamente maior protecdo as moscas. Nao
houve mortalidade considerada 50% da populacao exposta, com isso, em todas
as concentracfes testadas nao foi possivel obter o LDso dos compostos.
Portanto, os resultados demonstram que ambas as formula¢cbes s&o seguras,
nessas concentragdes, para as Drosophila melanogaster.

Na literatura, em ensaios in vivo, a cerveja Guinness e alguns compostos
fendlicos da cerveja ndo apresentaram efeitos toxicos, enquanto que o
isoxantohumol foi a Unica substancia que mostrou um resultado positivo
significativo para as curvas de tempo de vida para modelos biol6gicos de DM
(MERINAS-AMO et al., 2014), bem como as cervejas com adi¢cdo dos Oleos
apresentados por esse estudo. Uma cerveja blond ale liofilizada, uma cerveja
stout ale liofilizada, o tirosol e a iso-alfa humulona também néo foram toxicas e
nem genotoxicas (MERINAS-AMO et al., 2021).

N&do h& muitos estudos sobre os efeitos que as Ale BTA causam na
sobrevivéncia e protecdo de DM. Alguns resultados com outros tipos de cervejas
(MERINAS-AMO et al., 2013, 2016, 2021) demonstram a n&o toxicidade das
cervejas em geral. Além disso, quanto as matérias-primas, dois tipos de IGpulo
(saazer e sladek) mostraram efeitos ndo toxicos em DM (MERINAS-AMO et al.,
2019). A cerveja e 0s compostos bioativos podem ter um efeito positivo na
qualidade de vida e conferir protecdo contra processos degenerativos. Porém,
novas investigacdes sdo necessarias para saber o que, individualmente, cada

composto oferece sobre essa boa atividade.

5.5 Anélise Sensorial

Para melhor avaliar os efeitos da adicdo dos Oleos essenciais nas
cervejas de baixo teor alcodlico foi aplicado um teste sensorial de aceitagcdo em
consumidores de cerveja. Baseando-se que as cervejas de baixo teor alcodlico
apresentam maior concentracdo de acgucares residuais, e que esse excesso é
um problema das cervejas de baixo teor alcoodlico (A review of methods of low

alcohol and alcohol-free beer productionBRANYIK et al., 2012a), foram avaliados
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0 quanto a docura e o0 sabor de malte estavam ideais para os consumidores
(Anexo — D.1 — Figuras 27, 28 e 29).

Os resultados das avaliagbes dos consumidores para os atributos cor,
aroma, corpo, sabor e aceitacao global sobre as amostras de cerveja de baixo
teor alcodlico controle, acafrdo (3 e 30 g/L) e buriti (3 e 30 g/L) estdo na tabela
8.

Tabela 8. Resultados da analise sensorial das amostras controle, acafréo e buriti

AMOSTRAS
ATRIBUTOS BTAcontrole 3A 30A 3B 30B
Cor 716%t1,59  6,86+187 6,99%+1,77 6,74%+1,81 6,63°+1,74
Corpo 6,66%1,62  6,54%t1,74  6,37%+1,81  6,21°1,88  6,29°+1,80
Aroma 6,8821,58  6,53%+1,60  6,87%+1,50 573%+190  6,65%1,55
Sabor 503b42,27  579+2,14 6712181 5084220  5,84°+1,93
A%ﬁgzg?o 6,35241,91  6,08%£1,92  6,61%1,59  546b+1,97  6,21%+1,69

*Letras diferentes na mesma linha indica diferenca significativa (p < 0,05)

Em relac&o ao atributo cor, as médias mantiveram-se acima de 6 (gostei
levemente), havendo diferenca significativa apenas para amostra buriti 30g/L,
em relacdo amostra BTAcontrole. Esses resultados podem ser justificados pela
coloracdo mais avermelhada obtida pela maior concentracao do 6leo, junto com
a alta turbidez da amostra (Anexos — B.1- Figura 25 e C.1 — Figura 26), fato que
pode ocorrer devido a altas concentracbes de certos CF (ARON;
SHELLHAMMER, 2010; GUIDO et al., 2007; OLADOKUN et al., 2016; ZAPATA
et al., 2019).

As médias para corpo se mantiveram acima de 6, ndo havendo diferenca
significativa entre amostras. Esses dados estdo de acordo com a literatura, onde
cervejas pale ale sem alcool obtiveram notas acima de 6 para sensacao de boca
(MOSS et al., 2022).

No aroma, as médias também se mantiveram a cerca de 6, sendo que a
amostra buriti 3g/L obteve nota significativamente menore que as outras. Sabe-
se que o buriti tem um aroma caracteristico e é utilizado em sucos e outras

bebidas, ao mesmo tempo o acafréo é utilizado largamente na culinaria (GOEL
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et al., 2008; RESENDE et al., 2019). Logo, os aromas, tanto da cerveja quanto
dos ingredientes adicionados, sdo apreciados pelos consumidores.

Para sabor, destaca-se, positivamente, a amostra de acafrao 30 g/L que
obteve, significativamente, a maior nota entre as amostras, cerca de 7 (gostei
moderadamente), seguida das amostras controle, acafrdo 3g/L e buriti 30g/L
que, tiveram notas iguais, e depois a amostra buriti 3g/L, com média menor, mas
acima de 5 (nem gostei, nem desgostei).

Para aceitagdo global, as médias das notas das amostras controle, 3 e
30 g/L acafrdo e 30 g/L buriti também se mantiveram acima de 6, diferindo,
significativamente, da amostra 3g/L buriti que também se manteve acima de 5.

Observando os dados da literatura, quanto o atributo sabor, € possivel
ressaltar que as cervejas de baixo teor alcodlico, obtidas por esse estudo, tem
resultados promissores e, principalmente, a amostra de acafrdo 30A, onde
MOSS; BARKER; MCSWEENEY (2022) avaliaram os resultados da aceitacao
do consumidor para cervejas do estilo lager, pale ale e Stout alcodlicas e sem
alcool, e todas as amostras ndo alcodlicas tiveram notas préximas a 5 para
sabor. Concomitantemente, as notas de sabor para as cervejas alcodlicas foram
similares a nota obtida pela amostra acafrdo 30g/L de baixo teor alcodlico,
evidenciando a boa aceitacdo dos consumidores por essa amostra. O mesmo
aconteceu para a aceitacdo global onde as notas das cervejas sem alcool
ficaram abaixo de 6.

Por fim, sabe-que a adicdo de ingredientes, como alimentos em geral,
pode melhorar as qualidades sensoriais da cerveja, como em DUCRUET et al.
(2017), com adicéo de bagas de goji, e em ZAPATA et al. (2019), com adicéo de
marmelo, que concluiram que adicionar marmelos a cerveja pode melhorar as
caracteristicas sensoriais do produto final. Contudo, os resultados, do presente
estudo, demonstraram que a concentracdo do ingrediente adicionado é de
grande importancia e pode influenciar de forma desordenada nos atributos
sensoriais da cerveja, sendo necessarios estudos para avaliar a melhor
concentracéo a ser adicionado no produto.

Para a maioria dos consumidores foi avaliado que “provavelmente
compraria” as amostras controle (29 consumidores), acafrdo 3g/L (35

consumidores) e acafrdo 30 g/L (34 consumidores), enquanto que “teria duvidas
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se compraria” a amostra de Buriti 30g/L (35 consumidores) e “provavelmente nao
compraria” a amostra de buriti 3g/L (27 consumidores).

Quanto a avaliacdo da docgura ideal, para todas as amostras a maioria
dos consumidores avaliaram que as amostras estdao com a dogura ideal.

Para a avaliacdo do sabor de malte, a frequéncia de notas “sabor de
malte ideal” foi maior para a maioria das amostras analisadas, apenas a
amostras buriti 3g/L (24 avaliagcbes) a frequéncia de nota “ligeiramente mais

sabor de malte do que o ideal” foi maior.
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6 CONCLUSOES

A utilizagdo de 78°C por 15 minutos na mosturagdo e 3 dias de
fermentacao foi adequada para a producdo de cerveja de baixo teor alcodlico,
por apresentar menores niveis de acgucares fermentesciveis e teor alcoolico
dentro da legislacéao.

Foram obtidas cervejas de baixo teor alcoolico com boas dissolu¢fes de
Oleos de agafrdo-da-terra e buriti, sendo adicionados no final do processo de
fervura.

A adicéo do 6leo de buriti e a adicdo do 6leo de acafrdo aumentaram,
significativamente, o contetdo fendlico da cerveja de baixo teor alcodlico,
produzindo, assim, cerveja bioativas com boa qualidade e atividade antioxidante
e acao neuroprotetora.

As cervejas de baixo teor alcoodlico tiveram boa aceitacdo entre o0s
consumidores e a utilizacdo de 6leo de acafrdo-da-terra pode melhorar o sabor
da cerveja de baixo teor alco6lico mesmo em baixas quantidades. Enquanto que,
para o buriti, a adicdo de alta concentracdo pode ser mais positiva do que a
baixa.
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APENDICE A

Apéndice — A.1. Concentracfes fendlicas em mg/L

Tabela 9. Contetudo de polifenol em mg/L

Estudos na Cervejal/estilo Conteado de polifenol
literatura individual
(concentracéao)
American Brown Ale 11,5 (mg/L)
American Pale Ale 20,7 (mg/L)
German Weizen 11,7 (mg/L)
German Weizen 15,6 (mg/L)
Bock 23,0 (mg/L)
Cerveja sem Alcool Lager 11,7 (mg/L)
Cerveja sem Alcool Lager 6,9 (mg/L)
Cerveja sem Alcool Lager 9,3 (mg/L)
Cerveja sem Alcool Lager 4,6 (mg/L)
Cerveja sem Alcool Lager 9,5 (mg/L)
Premium American Lager 8,4 (mg/L)
Premium American Lager 7,8 (mg/L)
Premium American Lager 10,0 (mg/L)
Moura-Nunes et  Premium American Lager 7,1 (mg/L)
al., 2016 Premium American Lager 28,3 (mg/L)
Premium American Lager 10,7 (mg/L)
Premium American Lager 22,0 (mg/L)
Premium American Lager 10,2 (mg/L)
Rauchbier 19,1 (mg/L)
Schwarzbier 15,2 (mg/L)
Schwarzbier 26,7 (mg/L)
Standard American Lager 9,5 (mg/L)
Standard American Lager 13,0 (mg/L)
Standard American Lager 4,7 (mg/L)
Standard American Lager 9,6 (mg/L)
Standard American Lager 10,7 (mg/L)
Standard American Lager 11,5 (mg/L)
Standard American Lager 6,9 (mg/L)
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Standard American Lager

5,9 (mg/L)

Apéndice — A.2. Concentracgéo fendlica total/individual

Tabela 10. Conteludo de polifenol total e individual

Estudos na Cervejal/estilo Conteudo de polifenol
literatura total/ individual
(concentracéao)
Ducruet et al., Ale 335 (mg EAGIL)
2017
CHER1 (Ale Italia
Cerejas) 767 + 13 (mg EAGIL)
CHER?2 (Ale Italia
Cerejas) 747 + 8 (mg EAGIL)

ORAN (Ale Italia
Cascas de laranja)

GRAP (Ale Italia Uvas)
PLUM (Ale Italia

Ameixas)
RASP 2 (Ale Italia
Framboesas)
Nardini & Foddai, PEAC (Ale Italia
2020 Péssegos)

RASP 1 (Framboesas
da Bélgica Lambic)

APRI (Ale Italia
Damascos)

APPL (Ale Itdlia Macéas)
ALE 1 (Ale)
ALE 2 (Ale)

ALE 3 (Ale)
LAMB (Lambic)
LAGE (Lager)
Reeb (Lager)

Zhao et al., 2010 Carlsberg (Lager)

Grolsch, Heineken e
Bitburger (Lager)

639 + 4 (mg EAG/L)
631 + 10 (mg EAGI/L)

598 + 7 (mg EAGIL)

536 + 7 (mg EAGIL)

510 + 5 (mg EAGIL)

465 + 6 (Mg EAGIL)

454 + 12 (mg EAGIL)

399 + 11 (mg EAGI/L)
446 + 13 (mg EAG/L)
383 + 7 (mg EAGIL)
482 + 10 (mg EAG/L)
403 + 5 (mg EAGIL)
321 + 9 (mg EAGIL)
152,01 (mg EAG/L
339,12 (mg EAGI/L)
> 290 (mg EAGIL)

104



Cerveja comercial

Choetal, 2018  Cerveja comercial com

150 g caqui maduro

Saison

Saison com a adicdo de

Gasinski et al., . .
espinheiro

2020
Saison suco da fruta de
espinheiro

Kawa-Rygielska et
al., 2019

Pale Ale com adicao de
Cornelian cherry

Lager com castanha
Ale com Noz
Ale com Ché verde
Ale com Café

Ale com Sementes de
cacau

Nardini &
Garaguso, 2020

Ale com Mel
Ale com Alcaguz
Ale Belgium
Ale Italia
Ale Italia
Lager Italia
Lager Italia

Desalcoolizado
Lager
Pilsner
Wheat
Ale
Abbey
Bock

Piazzon et al.,
2010

Ale
Ale 5 g/L de Hibisco
Ale 10 g/L de Hibisco
Ale 20 g/L de Hibisco

Martinez et al.,
2017

Pils
Pils com Erva cidreira

Djordjevic et al.,
2016

507.09 + 2.98 (mg EAGIL)
701.09 + 2.00 (mg EAGIL)

200.5 £ 1.9 (mg EAGIL)
279.6 £ 2 (mg EAGI/L)

410.1 £ 11.8 (mg EAGIL)
688.7 (mg EAGIL)

883.4 + 10.9 (mg EAG/L)
964.7 + 9.6 (mg EAGIL)
464.4 + 3.9 (mg EAGIL)
582.7 + 6.4 (mg EAGIL)
1026.4 + 3.0 (mg EAG/L

538.3 + 8.3 (mg EAGIL)
819.7 £ 6.9 (mg EAGIL)
446.1 £ 12 (mg EAGIL)
382.7 £ 6.6 (mg EAGIL)
424.4 £ 8.7 (mg EAGI/L)
273.8 + 4.1 (mg EAGIL)
320.6 = 8.6 (mg EAGIL)
366 + 73 (mg EAGIL)
452 + 86 (mg EAG/L)
484 + 37 (mg EAGIL)
504 + 44 (mg EAGIL
563 + 52 (mg EAGIL)
622 + 77 (mg EAGI/L)
875 + 168 (mg EAGI/L)
294.18 + 65.48 (mg EAG/L)
410.62 + 33.63 (mg EAGIL)
606.53 + 10.28 (mg EAG/L)
743.16 + 7.02 (mg EAGIL)
280.26+1.14 (mg EAGIL)
363.08+£2.24 (mg EAGIL)
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Pils com Tomilho
Pils com Zimbro
Pils com Urtiga

Pils com Lupulo

384.22+3.05 (Mg EAG/L)
365.38+2.85 (Mg EAG/L)
317.18+1.57 (mg EAGI/L)
316.67+1.76 (mg EAGIL)
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APENDICE - B

Apéndice — B.1. Cervejas de baixo teor alcodlico de Buriti

Figura 24. Amostras, em diferentes angulos, de cerveja de baixo teor alcodlico,
sendo, da esquerda para direita: BTAcontrole (sem adic&o do bioativo) e 3, 6,
10, 30, e 90 g/L de 6leo de Buriti.
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Fonte: Autoral
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APENDICE - C

Apéndice — C.1. Cervejas de baixo teor alcoolico de Curcuma

Figura 25. Amostras, em diferentes angulos, de cerveja de baixo teor alcodlico,
sendo, da esquerda para direita: BTAcontrole (sem adic&o do bioativo) e 3, 6,
10, 30, e 90 g/L de 6leo de curcuma.

B,
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Fonte: Autoral
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APENDICE - D

Apéndice — D.1. Resultados das analises sensoriais para docura ideal,

sabor de malte ideal e intengao de compra

BTAcontrole

Figura 26. Grafico de frequéncia da docura ideal.

Acafrdo 3g/L

Acafrdo 30 g/L

Ll
Buriti 3g/L

Buriti 30g/L

B Extramamente mais
doce que o ideal

B muito mais doce do
que o ideal

B moderadamente mais
doce que o ideal

M ligeiramente mais
doce que o ideal

B dogura ideal

H ligeiramente menos
doce que o ideal

B moderadamente
menos doce que o

ideal
muito menos doce

que o ideal

extramamente menos
doce que o ideal
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Figura 27. Grafico de frequéncia do sabor de malte ideal.

Acafrdo 3g/L

Sabor de Malte ideal

Acafrdo 30 g/L

Buriti 3g/L

B Extramamente mais
sabor de malte que o
ideal

H muito mais sabor de
malte do que o ideal

B moderadamente mais
sabor de malte que o
ideal

H ligeiramente mais sabor
de malte que o ideal

M sabor de malte ideal

H ligeiramente menos
sabor de malte que o

ideal
B moderadamente menos

sabor de malte que o

ideal
= muito menos sabor de

malte que o ideal

Buriti 30g/L  extramamente menos

sabor de malte que o
ideal

Figura 28. Grafico de frequéncia da intencao de compra.

Acafrdo 3g/L

Acafrdo 30 g/L

Buriti 3g/L

Buriti 30g/L

W Eu certamente
compraria esta
amostra

M Eu provavelmente
compraria esta
amostra

H tenho duvidas se
compraria esta
amostra

1 Eu provavelmente
ndo compraria esta
amostra

B Eu certamente nao
compraria esta
amostra
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APENDICE - E

Apéndice — E.1. Fichas utilizadas na analise sensorial

Figura 29. Ficha de caracterizacdo do consumidor.

Por favor, preencha o questionirio com todas as informacdes solicitadas.
Nome:

Idade:

Sexo: ( JFemimno  ( ) Masculino

Consome cerveja artesanal: () Sim; () Nio

Consome cerveja de baixo teor alcodlico: [ ) Smm; ( ) Nio

Utilizando a escala abaixo, indique o quanto vocé gosta ou desgosta de cerveja artesanal:

() Gosto muito
() Gosto pouco
() Indiferente

() Desgosto pouco
() Desgosto muito

Com que frequéncia, em média, vocé consome cerveja:
(5) 4 vezes/semana ou mais

(4) 2 a 3 vezes/semana

(3) 1 vez/semana

(2) 1 vez/més

(1) Nio consumo
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Figura 30. Ficha de avaliagcdo sensorial.

Nome:

Idade: Dhata:

Voce esta recebendo uma amostra de cerveja artesanal de baixo teor alcodlico. Por favor,
prove-a e avalie cada item segundo a escala abaixo:

. Gostel extremamente

. Gostel muitizsimo

. Goste moderadamente

. Goste1 levemente

- Nio gostel nem desgoster
. Desgostet levemente

. Desgostelr moderadamente
. Desgostel muitissimo

. Desgostel extremamente

=ba e L O ] 00 WD

AMOSTREA

Cor

Aroma

Corpo
Sabor

Aceitacio Global

Assinale, 0 gquio proximo do ideal estio a docura e o sabor de malte de uma cerveja

artesanal de baixo teor alcodlico:

docura

sabor de malte

{ ) extremamente I£13i5 doce que o ideal

{ ) extremamente mais sabor de malte que o ideal

{ ) muito mais doce que o 1deal

{ ) muito mais sabor de malte que o ideal

( ) moderadamente mais doce que o
1deal

( ) moderadamente mais sabor de malte que o
ideal

{ ) ligeiramente mais doce que o ideal

{ ) ligeiramente mais sabor de malte que o ideal

{ ) docura ideal

{ ) sabor de malte ideal

( ) ligeiramente menos doce que o ideal

({ ) ligeiramente menos sabor de malte que o
ideal

( ) moderadamente menos doce que o
ideal

{ ) moderadamente menos sabor de malte que o
ideal

{ ) muito menegs doce que o ideal

{ ) muito menos sabor de malte que o ideal

( ) extremamente menos doce que o
ideal

() extremamente menos sabor de malte que o
ideal

Assinale, para esta amostra, qual seria sua intencio de compra:

) Eu certamente compraria esta amostra

) Eu provavelmente compraria esta amosira

) Eu provavelmente nfo compraria esta amostra

(
(
{ ) Tenho dirvidas se compraria esta amostra
(
(

) Eu certamente ndo compraria esta amostra

Comentarios
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Figura 31. TCLE para analise sensorial.

wTa
AN RERNEEREEERI N N N IEEREEREEREE
unesp‘w N llllllllllll...IIIIIIIIIIIII“[I
UMIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
L 163 DE MESGUITA FILHG® IRETITUTO DE BIOCIENCIAS, LETRAS E CIENCIAS EXATAS
om0 S Sosb S0 Flo Pt INILCE / UNEST - CAMPUS DE SA0 JOSE DO RIO FRETO

Termo de Consentimento Livre & Esclarecido - TCLE
(Conselho Nacional de Saude, Resolugao 466/2012/Resolucdo 51002016

Vocod estd sendo convidado a participar como voluntdrio do projeto de pesquisa
“Efeitos Fisico-Quimicos, Biologicos e Sensoriais dos Bioativos da Curcuma e do Buriti
Utilizado na Producdo de Cerveja Artesanal Com Baixo Teor Alcodlico™ sob responsabilidade
do pesquisador Igor Silva de Sa. Serdo recrutados julgadores para avaliar a aceitacdo
sensorial de 5 amostras de cerveja. Seus dados pessoais serdo mantidos em sigilo. Serdo
excluidos individuos com idade inferior & 18 anos, gestantes, hipertensdo arlerial, diabetes,
doenca celiaca, intolerdncia a lactose ou a qualquer componente da formulacio, problemas
cam ingestdo de alcool efou mais problemas detectados. Sendo que, a quantidade de produto
disponibilizada para andlise serd de 30 mL, para cada amostra. Havera um risco minimo para
a sadde, visto que, s80 produtos de uso comum e manipulados segundo as Boas Praticas de
Fabricacdo. Porém, caso algum individuo apresente alguma reacéo, este sera encaminhado
para a Secdo Tecnica de Saude do IBILCE. Vocé podera consultar o{a) pesquisador(a)
responsdavel em qualguer época, pessoalmente ou pelo telefone da instituicdo, para
esclarecimento de qualguer divida. Vocé estd livre para, a qualguer momento, deixar de
participar da pesquisa. Todas as informacbes por vocé fornecidas e os resultados obtidos
serdo mantidos em sigilo, e estes lltimos 56 serdo utilizados para divulgagdo em reunides e
revistas cientificas. Vocé sera informado de todos os resultados obfidos, independentements
do fato de estes poderem mudar seu consentimento em participar da pesquisa. Vocé ndo terd
guaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da
pesquisa. Este estudo & importante porque seus resultados fornecerdo informacdes para a
possivel producdo de cervejas com baixo teor alcodlicos na inddstria cervejeira artesanal e na
utilizacdo desses bioativos em cervejas artesanais, tornando o consumo de cerveja artesanal
uma pratica mais saudavel e que atenda a demanda por esse tipo de bebida.

Diante das explicacdes, se vocé concorda em parficipar deste projeto, fomeca os
dados solicitados e cologue sua assinatura a seguir.

Mome: R.G.
Endereco: Fane:
Sdo José do Rio Preto, de de 20
Assinatura do Participante Assinatura do Pesquisador (a)
responsavel

OBS%.: Termo apresenta duas vias, uma destinada ao participante e a outra ao
pesquisador.

Mome Pesquisador(a): Igor Silva de Sa | Cargo/Funcao: Doutorando

Instituic3o: Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos/ IBILCE/ UNESP

Endereco: Rua Cristovdo Colombo, 2265, Jardim Nazareth, Sao José do Rio Preto/ SP

Telefone: (17) 3221 — 2200 — Ramal 2713

Projeto submetido ao Comité de Etica em Pesguisa do IBILCE/UNESP
Rua Cristdwio Colombo, 2265. Bairro: Jardim Nazareth.
Sao José do Rio Preto/SP — Fone 17-3221.2480 e 3221.2545
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APENDICE - F

Apéndice — F.1. Curva padrdo para a analise FRAP

Figura 32. TCLE para analise sensorial.
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APENDICE - G

Apéndice — G.1. Curva padréo para analise de compostos fenolicos

totais

Figura 33. Curva padrao do 4cido galico para andlises de compostos fenélicos
totais.
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Apéndice — H.1. Cromatogramas das anélises de HPLC dos padrdes

APENDICE - H

Figura 34. Ramnose padréo (1,0 mg/mL).
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Figura 35. Xilose padréo (1,0 mg/mL).

ety

LB

s

fi)

g

s

B [mad

118



Figura 36. Frutose padrao (1,0 mg/mL).
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Figura 37. Glicose padrao (1,0 mg/mL).

40T

RS

L) L] [12] L] L] [ELS W [m=d

119



Figura 38. Sacarose padrao (1,0 mg/mL).
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Figura 39. Maltose padrao (1,0 mg/mL).
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Figura 40. MIX de acgucares (raminose, xilose, frutose, glicose, sacarose e
maltose).
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Apéndice - I.2. Cromatogramas das analises de HPLC das amostras

Figura 41. Raminose, frutose, glicose, sacarose, maltose na amostra de cerveja
controle. Tempo de retencéo foi de 6,160;8,265; 8,963;11,920; 13,587,
respectivamente.
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Figura 42. Raminose, frutose, glicose, sacarose, maltose na amostra de cerveja

70/15. Tempo de retencao foi de 6,157;8,153; 8,832; 11,678; 13,220,
respectivamente.
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Figura 43. Raminose, frutose, glicose, sacarose, maltose na amostra de cerveja

70/30. Tempo de retencao foi de 6,197;8,138; 8,853; 11,683; 13,240,
respectivamente.
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Figura 44. Raminose, frutose, glicose, sacarose, maltose na amostra de cerveja

70/45. Tempo de retencao foi de 6,220;8,197; 8,870; 11,722; 13,315,
respectivamente.
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Figura 45. Raminose, frutose, glicose, sacarose, maltose na amostra de cerveja

74/15. Tempo de retencao foi de 6,127;8,168; 8,848; 11,672; 13,217,
respectivamente.

L

2407

18672

17

03y

—

W L)

B =l

124



Figura 46. Raminose, frutose, glicose, sacarose, maltose na amostra de cerveja
78/15. Tempo de retencao foi de 6,155;8,142; 8,812; 11,605; 13,055,
respectivamente.
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APENDICE - |

Apéndice - I.1. Curvas padrdes para andlise de HPLC dos compostos

fendlicos
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Figura 47. Curva padrao da Quercetina.
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Figura 48. Curva padrao da Astragalina.
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Figura 49. Curva padrao da Isoquercetina.
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Figura 50. Curva padrao da Rutina.
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ACIDO FERULICO

ACIDO CUMARICO
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Figura 51. Curva padréo do Acido Ferdlico.
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Figura 52. Curva padréo do Acido Cumarico.
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ACIDO VINiLICO

ACIDO GALICO

Figura 53. Curva padrdo do Acido Vinilico.
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Figura 54. Curva padrdo do Acido Galico.
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Figura 55. Curva padréao da Catequina.
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ANEXO - A

Anexo — A.1. Laudo 6leo de buriti da destilaria Bauru

Figura 56. Laudo emitido pela destilaria Bauru sobre o 6leo de Buriti.

)
DESTILARIA
BAURU
CERTIFICADO DE ANALISE
NOME PRODUTO: OLEC VEGETAL DE BURITI (EXTRA VIRGEM)
NOME CIENTIFICO: Mauritia flexiosa
cAs: 394239-67-9
PAIS ORIGEM: BRASIL
METODO DE EXTRACAO: PRENSAGEM A FRIO
LOTE: DBECPFT-BRTPF0118/018-02
FABRICACAO: 19/08/2021
VALIDADE: 19/02/2023

Propriedades Organolépticas

APARENCIA: Liquido
ODOR: Caracteristico
COR: Avermelhado

Propriedades Fisico-quimicas
DENSIDADE (25 = ¢} jg/em3): 0,900 = 0,920 Resultado: 0,200
INDICE DE ACIDEZ gr100g): < 20 Reszultado: 2,36

ARMAZENAGEM: Manter recipients bem fechado, armazenado em local fresco e arejado,
ao abrigo da luz. Os frascos sdo apenas refil, sendo indicado a transferéncia para
embalagem de vidro ambar.

PRAZO VALIDADE: Sob condigbes normais de armazenagem, 18 meses apos fabricacio.

Obs: Ndo contém OGM, sem ingredientes de origem animais € ndo utilizade para teste em
animais!

Laudo transcrito com informacdes originais do fabricante e emitido eletronicamente, nao
necessita de assinatura.
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ANEXO -B

Anexo — B.1. Laudo 6leo de curcuma da Baculeré

Figura 57. Laudo emitido pela Baculeré sobre o dleo de Curcuma.
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