Universidade
Estadual de LondRrina

ANAYANA ZAGO DANGUI

INOVAGAO EM CERVEJA ARTESANAL ADICIONADA COM
EXTRATO DE BIOATIVOS FENOLICOS DE AGARICUS BLAZEI
MURRILL

Londrina
2022



ANAYANA ZAGO DANGUI

INOVAGAO EM CERVEJA ARTESANAL ADICIONADA COM
EXTRATO DE BIOATIVOS FENOLICOS DE AGARICUS BLAZEI
MURRILL

Dissertacado apresentada ao Programa de Pods
Graduacdao em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual de Londrina como
requisito necessario a obtencdo do titulo de
mestre.

Orientadora: Profé. Dr2. Elisa Yoko Hirooka
Co-orientador: Prof. Dr. Ricardo Aparecido
Pereira

Londrina
2022



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geracéo

Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

D182i

Dangui, Anayana Zago.
Inovagdo em cerveja artesanal adicionada com extrato de bioativos fendlicos
de Agaricus blazei Murril / Anayana Zago Dangui. - Londrina, 2022.
77 1. il

Orientador: Elisa Yoko Hirooka.

Coorientador: Ricardo Aparecido Pereira.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Estadual
de Londrina, Centro de Ciéncias da Saude, Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas, 2022.

Inclui bibliografia.

1. Inovagé@o em cerveja - Tese. 2. Cogumelo - Tese. 3. Compostos fendlicos -
Tese. I. Hirooka, Elisa Yoko . Il. Pereira, Ricardo Aparecido . Ill. Universidade
Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias da Saude. Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. IV. Titulo.

CDU 615



http://www.tcpdf.org

ANAYANA ZAGO DANGUI

INOVAGAO EM CERVEJA ARTESANAL ADICIONADA COM
EXTRATO DE BIOATIVOS FENOLICOS DE AGARICUS BLAZEI
MURRILL

Dissertagao apresentada ao Programa de Pds
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual de Londrina como
requisito necessario a obtencdo do titulo de
mestre.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profe. Dr2. Elisa Yoko Hirooka
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Nilton Syogo Arakawa
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dr2. Elisabete Hiromi Hashimoto
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana -
UTFPR

Londrina, 7 de abril de 2022.



Aos meus pais, Nelsi e Luiz, e ao
meu irmdo Thiago, pelo apoio,
incentivo e amor.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Elisa Yoko Hirooka, que foi além de suas atribuicdes como
orientadora e me manteve amparada da melhor maneira possivel durante a estadia
em Londrina. Obrigada por ter aceitado esse desafio, pelo carinho, paciéncia e
cuidado que teve comigo.

Ao Prof. Dr. Ricardo Aparecido Pereira, por ter me inserido e incentivado no
mundo da pesquisa, repassando infinitos ensinamentos e contribuigdes ao longo dos
5 anos do grupo de pesquisa.

A banca de qualificacdo e defesa, Prof. Nilton e Profa. Elisabete, pela
disponibilidade em avaliar e agregar seus conhecimentos nessa pesquisa.

As integrantes do grupo de pesquisa C.E.V.A.D.A do IFPR, em especial, Ana
Karolina Santos Goes, Aline Brasil de Jesus, Aline Tiecher Marin, Fernanda Fiorini e
Renata Corassa, pela contribuigdo no desenvolvimento desta pesquisa e pela
amizade sincera nos momentos bons e ruins.

A Prof. Ma. Kely Pricila de Lima, pela amizade, apoio e incentivo nos momentos
mais dificeis.

Aos meus queridos amigos da UEL, pela companhia em momentos de estudo
e descontragao. A amizade de vocés foi primordial para a conclusdo dessa etapa.

Ao IFPR e a UEL por oferecerem as condicdes necessarias para a
concretizacao desse mestrado.

A CAPES, pelo fornecimento da bolsa de auxilio.

Aos docentes do Programa de Pds-graduagao em Ciéncia Farmacéuticas e da
Pd6s-graduacgéao em Ciéncia de Alimentos pelos ensinamentos adquiridos.

Aos funcionarios do IFPR, que ndo mediram esforgos para me auxiliar no que
fosse necessario.

Ao meu namorado Allyson Simao pela motivagao, companheirismo e apoio em
todos os momentos.

A toda a minha familia, em especial meus pais, Nelsi e Luiz, e meu irmao
Thiago. Sou eternamente grata pelo apoio emocional e financeiro que recebi de vocés
diante das dificuldades do mestrado. Obrigada por todo o amor e confianga.

A todos aqueles que embora nao citados participaram de uma alguma forma

na realizacédo desse trabalho.



DANGUI, Anayana Zago. Inovagado em cerveja artesanal adicionada com extrato
de bioativos fendlicos de Agaricus blazei Murril. 2022. 76 f. Dissertagcao (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

A crescente mudanga no estilo de vida gerou aumento na incidéncia de doencas
cronicas nao transmissiveis (DCNT), sendo o portador orientado a modificar habitos
com énfase a alimentos in natura contendo bioativos preventivos. A industria
agroalimentar investe em novos produtos funcionais, em atendimento a expectativa
organoléptica, aliado ao beneficio a saude. Considerando que a cerveja seja uma
bebida de preferéncia mundial contendo compostos fendlicos entre inumeros
componentes, o trabalho objetivou apresentar uma inovagdo em produto artesanal
como alternativa funcional, incorporando extratos de Agaricus blazei Murril (AbM) com
potencial acdo anti-oxidante, antiinflamatéria, anticancerigena, antiviriral e
imunomoduladora. Para isso, foram produzidos 2 extratos de AbM, aquoso e
hidroalcodlico, para posterior adicdo nas cervejas, totalizando 3 cervejas, sendo:
cerveja sem extrato, cerveja com extrato aquoso de AbM e cerveja com extrato
hidroalcoodlico de AbM. As analises das cervejas produzidas consistiram de analises:
fisico-quimicas — pH, densidade, acidez total, extrato seco, real degree of fermentation
(RDF), calorias e teor alcodlico; Os bioativos fendlicos foram analisados através do
método espectrofotométrico com o regente de folin-ciocalteau e cromatografia liquida
acoplada ao espectro de massas (Ultra-High Performance Liquid Chromatography-
High-resolution mass spectrometry - UHPLC-HRMS/MS). As cervejas em estudo
apresentaram-se dentro dos padrbes esperados da literatura e da legislagdo para
cervejas artesanais nas analises fisico quimicas. Todavia, a produgdo em escala piloto
resultou em algumas diferengas entre as formulag¢des, pois a cerveja adiconada com
extrato aquoso apresentou menor RDF, teor alcodlico e quantidade de calorias e maior
densidade (p<0,05) que as demais. Enquanto a cerveja com o extrato hidroalcodlico
apresentou maior pH e maior teor alcodlico. Em relacéo aos fendlicos, essencialmente
quatro foram identificados em destaque: acido benzoico, acido hidroxibenzdico, acido
para-cumarico e acido galico. A cerveja produzida com extrato hidroalcodlico
demonstrou maior teor e maior diversidade de compostos fendlicos, sendo 298,43 mg
EAGI/L, seguida da cerveja com extrato aquoso (282,83 mg EAG/L) e por fim a cerveja
sem extrato (268,81 mg EAG/L). Os extratos também apresentaram diferencgas no teor
de fenodlicos, sendo de 1250,583 mg EAGI/L para o extrato hidroalcodlico e 1069,388
mg EAG/L para o extrato aquoso. Os resultados demonstram que houve incorporagao
de compostos fendlicos com a adicao dos extratos nas cervejas, revelando potencial
da bebida como um alimento funcional com possivel agao coadjuvante no tratamento
de DCNT.

Palavras-chave: inovacdo em cerveja; cogumelo; compostos fendlicos.



DANGUI, Anayana Zago Dangui. Innovation in craft beer combined with phenolic
bioactive extract of Agaricus blazei Murril. 2022. 76 p. Dissertagao (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

The growing change in lifestyle has generated an increase in the incidence of chronic
non-communicable diseases (NCDs), and patients are advised to change habits, with
emphasis on in natura foods containing preventive bioactives. The agri-food industry
invests in new functional products, meeting organoleptic expectations, allied to health
benefits. Considering that beer is a beverage of preference worldwide containing
phenolic compounds among numerous components, the work contributes with
innovation in artisanal product as a new functional alternative, incorporating extracts
of Agaricus blazei Murril with potential anti-oxidant, anti-inflammatory, anticancer,
antiviral and immunomodulatory action. For this, 2 extracts of AbM, aqueous and
hydroalcoholic, were produced for later addition in beers, totaling 3 beers, namely: beer
without extract, beer with aqueous extract of AbM and beer with hydroalcoholic extract
of AbM. The analyzes on the beers produced consisted of physical-chemistry — pH,
density, total acidity, dry extract, real degree of fermentation (RDF), calories and
alcohol content; the phenolic bioactives were analyzed through the spectrophotometric
method with folin-ciocalteau reagent and liquid chromatography coupled to the mass
spectrum (Ultra-High Performance Liquid Chromatography-High-resolution mass
spectrometry - UHPLC-HRMS/MS). The beers under study were within the expected
standards for craft beers in the physical-chemical analyses, according to legislation
and literature. However, the pilot scale production resulted in some differences
between them, as the beer added with aqueous extract had lower RDF, alcohol content
and amount of calories and higher density (p<0.05) than the others. While the beer
with the hydroalcoholic extract showed higher pH and higher alcohol content.
Regarding phenolics, essentially four were highlighted: benzoic acid, hydroxybenzoic
acid, para-coumaric acid and gallic acid. The beer produced with hydroalcoholic extract
showed higher content and greater diversity of phenolic compounds, being 298.43 mg
EAGI/L, followed by beer with aqueous extract (282.83 mg EAG/L) and finally beer
without extract (268, 81 mg EAG/L). The extracts also showed differences in phenolic
content, being 1250.583 mg EAGT/L for the hydroalcoholic extract and 1069.388 mg
EAGI/L for the aqueous extract. The results demonstrate that there was incorporation
of phenolic compounds with the addition of extracts in beers, revealing great potential
of the drink as a functional food with possible adjuvant action in the treatment of NCCD.

Key words: innovation in beer; mushroom; phenolic compounds.
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1 INTRODUGAO

A mudanga no estilo de vida populacional, agravada também pela
pandemia de COVID-19, gerou um aumento na incidéncia de doengas cronicas n&o
transmissiveis — DCNT (MALTA et al., 2021). As DCNT englobam desde doengas
cardiovasculares, respiratorias, cancer a diabetes, com elevada taxa de
morbimortalidade. Estabelecendo-se entre problema de saude global, DCNT causou
71% do total de ébitos registrados no mundo em 2019, enquanto que no Brasil a taxa
de 54,7% correspondeu a mais da metade do total de mortes (BRASIL, 2021).

O consumo de alimentos processados, aliado ao sedentarismo sao os
principais fatores de risco controlavel de DCNT, sendo a intervengdo preventiva
essencial a qualidade de vida ao portador (SANTOS, SILVA, SOARES, 2021,
BARROS et al., 2021). Adaptando-se a realidade, agroindustrias tém investido no
desenvolvimento de produtos funcionais, ou incorporar compostos bioativos em
produtos amplamente consumidos, em busca de atender expectativa organoléptica,
alidado a beneficios a saude (MACHADO et al., 2021).

Embora o consumo de alcool seja vastamente discutido sobre a sua
relacdo com saude/doenga, pois em excesso a ingestdo pode acarretar no
aparecimento e agravo de diversas doengas, um consumo diario e em baixas doses
tem sido correlacionado com efeitos benéficos ao organismo, principalmente
cardioprotetor e atividade antitrombética (MORAES; LOCATELLI, 2010; ANDRADE;
OLIVEIRA, 2009).

Neste sentido, a cerveja encontra-se como um produto de preferéncia
do consumidor, estando entre as bebidas mais consumidas no mundo inclusive no
Brasil, onde associa-se a aspectos culturais e, ao prazer sensorial refrescante e
agradavel a diversos publicos ( SILVA; LEITE; DE PAULA, 2016). Dentre os diversos
elementos naturais na composicao, destacam-se os compostos fendlicos pela acao
antioxidante, além de contribuirem na caracteristica sensorial da cerveja, a exemplo
de acidos fendlicos como acido caféico e ferulico e, as catequinas (SILVA; DIAS;
KOBLITZ, 2021).

Os compostos fendlicos estdo presentes em alimentos de origem
vegetal como frutas, verduras, especiarias e cogumelos. Diversos estudos relatam

efeitos na saude e prevencao de doencgas, com enfoque na diminuicdo do risco de
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DCNT e doengas degenerativas através do consumo diario dessas substancias
(FISCHMANN et al. 2020).
O Agaricus blazei Murril (AbM) é um fungo basidiomiceto marrom,
comestivel e nativo do Brasil. Estudos associam os principios ativos do cogumelo a
propriedade antiinflamatdria, anticancerigena, antioxidante, antiviriral, antitumoral,
imunomoduladora entre outras (TAOFIQ et al., 2019). O fator benéfico a saude tém
gerado um aumento no consumo de AbM seja na forma de cha, nutracéutico, ou
cosmecéutico (WANG; FU; HAN, 2013).
Baseado nestes fatos, o estudo teve como objetivo produzir uma cerveja
artesanal com adi¢cao de extratos de Agaricus blazei Murril, a fim de se obter um
alimento funcional com compostos fendlicos e possivel agdo coadjuvante no

tratamento de doencas crbénicas nao transmissiveis — DCNT.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Desenvolver cerveja artesanal com adi¢do de extrato de Agaricus blazei Murrill

como alternativa de alimento funcional.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a conformidade das cervejas artesanais com relagdo aos parametros
fisico-quimicos;

- Verificar se a incorporagao dos extratos afeta os parametros fisico-quimicos;

- Verificar se a incorporagéo dos extratos foi significativa para adi¢cao de
compostos fendlicos na cerveja em relagao a concentragcao e também em

variedade.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CoMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos (CF) s&o um complexo e grande grupo de
antioxidantes provenientes do meio vegetal. Esses compostos sao produtos do
metabolismo secundario das plantas, produzidos através de reagdes de defesa
contra ferimentos, estresse e radiagbes UV, sendo de grande importancia para
0 seu crescimento e reproducao (ANGELO, JORGE, 2007).

Os fendlicos possuem estruturas variaveis, em forma simples ou de
polimeros, constituidos por um anel aromatico, hidroxilas e seus grupos
funcionais. Nas plantas estao presentes em forma livre ou ligados a heterosidios
e proteinas (DEGASPARI, WASZCZYNSKYJ, 2004; ANGELO, JORGE, 2007).

Os CF podem ser divididos em cinco grupos (figura 1): Flavondides,

acidos fendlicos, taninos, estilbenos e cumarinas.

Figura 1. Classificacdo dos CF.

Compostos
Fendlicos
|
| ] | | ]
Acidos Cumarinas Flavonoides Estilbenos Taninos
Fenodlicos

Fonte: Adaptado de LEAL et al., 2017.

Destes grupos, destacam-se os flavonoides e os acidos fendlicos. Os
flavondides sdo compostos C6-C3-C6, apresentam como estrutura basica dois
anéis aromaticos ligados por uma ponte com trés carbonos e um atomo de
oxigénio, proveniente da condensagado de moléculas da via do chiquimato e
acetato, conforme figura 1. Eles dividem-se em seis principais grupos (tabela 1)
de acordo com o nivel de oxidagcado e o padrao de substituicdo do anel central
(LIMA, 2013).
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Figura 2. Estrutura basica dos flavondides.

Tabela 1. Compostos fendlicos flavondides

Fonte: Autora, 2022.

Compostos Fenodlicos flavonoéides

(Polifendis)
Grupo Estrutura Compostos
1 - Flavonois 0 O Quercetina, Campferol
O | Miricetina, Galangina
I OH
2 - Flavonas o Q Apigenina, Crisina,
O Luteonina
o
3 - Flavanois (o] Catequina, Epicatequina,

“Q

Epigalocatequina

4 - Flavanonas

(o]

A

Eriodictol, Hesperitina,

Naringenina

5 - Antocianidinas

()
\ 4 o

0]

Cianidina, Pelargonidina,
Delfinidina, Peonidina

6 — Isoflavonoides

(Isoflavonas)

o)

(o)

Genisteina, Daidzeina,

Gliciteina

Fonte: Adaptado de SOUZA (2013).
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Os acidos fendlicos simples mais comuns sdo, os derivados do acido
benzdico e os derivados do acido cindmico (tabela 2). O primeiro apresenta uma
estrutura com sete atomos de carbono (C6-C1) e o segundo com nove atomos
(C6-C3), conforme figura 3 (LIMA, 2013).

A) B)
Rz Ry R2 Ry
R COOH Rs CH=CH=COOCH
R4 R4

Figura 3. Estrutura basica dos acidos fendlicos. A) Acido benzdico e B) Acido
Cinamico (LIMA, 2013)

Tabela 2. Compostos fendlicos simples

Compostos Fendlicos acidos ou fendis simples

Grupo Estrutura Compostos
1 — Acidos 0 Acido Galico,
Hidroxibenzobicos ' OH Protocatéquico,
HO Vanilico, Siringico
I
2 — Acidos o Acido p-cumarico,
hidrocindmicos " o Caféico, Ferulico,
HO Sinaptico

R’

Fonte: Adaptado de SOUZA (2013).

Os CF agem como antioxidantes inibindo a agdo dos radicais livres e
complexando metais. Os radicais livres em excesso estdo ligados ao
aparecimento de diversas doencgas, visto que acometem moléculas como lipidios
e proteinas (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).
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3.2 DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS

Sendo o grupo de doencgas de maior magnitude no Brasil, as DCNT
abrangem 4 principais processos patoldgicos sendo, doengas cardiovasculares,
doencas respiratérias, diabetes mellitus (DM) tipo 2 e canceres. As doencgas
cardiovasculares correspondem principalmente a hipertensao arterial sistémica
(HAS), infarto agudo do miocardio (IAM), insuficiéncia cardiaca (IC), acidente
vascular encefalico (AVE) e dislipidemias. As doengas respiratorias
correspondem a asma, doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), apneia
obstrutiva do sono, nddulos pulmonares e tosse crénica. Os mais prevalentes
tipos de canceres, sao os que afetam pulmao, prostata, mama, colo de utero e
colorretal (BRASIL, 2021; SCHMIDT et al., 2011).

Os principais fatores de risco modificaveis para as DCNT s&o o tabagismo,
sedentarismo, alimentacao inadequada e o uso prejudicial de alcool. Os fatores
de risco ndo modificaveis sao, idade, sexo e historia familiar (DUNCAN et al.,
2012).

Quando diagnosticado, o portador de uma DCNT é orientado a modificar
seus habitos, principalmente a diminuir o consumo de alcool, praticar exercicios
fisicos e iniciar uma dieta balanceada (STIPP et al., 2007). A ingestao de
alimentos in natura que contenham compostos bioativos como os compostos
fendlicos, carotendides e flavondides, tendem a trazer beneficios prevenindo o
aparecimento de doengas (ROCHA et al., 2021).

3.3 ALIMENTOS FUNCIONAIS

A dieta exerce um importante papel na manuten¢éo da saude do homem,
visto que os componentes de um alimento podem interferir de forma benéfica ou
maléfica para o organismo (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

Alimentos funcionais sdo aqueles que apresentam, além das suas
fungdes nutricionais basicas, beneficios a saude do consumidor. Sdo exemplos
de alimentos funcionais, os probidticos, laticinios, graos, chas, café, frutas,
verduras e tubérculos (SANTOS et al, 2020).

Componentes como as fibras, proteinas, minerais, vitaminas e bioativos

presentes no alimento, interagem com as células presentes no organismo
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causando diversos efeitos positivos, como o efeito antioxidante, causando
protegdo contra o dano oxidativo. Além disso, se consumidos in natura
apresentam melhor absor¢cdo e aproveitamento pelo organismo do que se
consumidos encapsulados (ROCHA et al, 2021).

A abordagem alimentar correlacionada a medicagdo, tem se mostrado
vantajosa tanto para o paciente como para o profissional, facilitando a adesao
ao tratamento por este ser passivel de modificagées, conforme a rotina ou
preferéncia do paciente pelo alimento (SANTOS et al, 2020; ROCHA et al, 2021).

A Organizag¢ao Mundial da Saude (OMS) recomenda um consumo minimo
de 400g por dia de frutas, verduras e hortalicas. Essa taxa dificilmente é
alcancada pela populagao por suas caracteristicas socioeconémicas e culturais.
Por isso, técnicas de incorporacdo de compostos bioativos tem crescido entre as
industrias alimenticias, que reconhecem a importancia da técnica frente ao
reforco no valor nutricional dos alimentos e manutencdo da saude de seus
consumidores (MACHADO et al., 2021).

As bebidas sdo produtos tecnolégicos que apresentam maior facilidade
de incorporagao de nutrientes em comparacdo com alimentos mais complexos,
alem de apresentarem maior popularidade, bebidas tendem a ter menos

alteragdes fisico-quimicas com a incorporagao (TOALDO et al., 2013).

3.4 CERVEJA

Derivada do latim bibere, que significa beber, a cerveja € uma bebida
fermentada, e sua producao é relatada até cerca de 6.000 a 8.000 anos atras,
originada juntamente com a pratica de cultivo e dominio de cultivo de cereais
pelos povos antigos (DRAGONE; SILVA; SILVA, 2016).

A origem das primeiras cervejas ndo € totalmente conhecida, mas ha
relatos da sua utilizagdo com cevada maltada a partir do trigo, denominada
Emmer no Antigo Egito, e na Mesopotamia, onde era utilizada como forma de
tratamento de ferimentos e como um antisséptico bucal (BAMFORT; RUSSEL,;
STEWART, 2009).

Tendo sua produgédo totalmente caseira, normalmente a responsabilidade
da sua fabricacdo era da mulher, e a bebida servia como complementacao

alimentar para a familia, uma vez que seus componentes eram de baixo custo
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se comparados com o vinho. A produgéo de cerveja em maior escala se deu em
mosteiros no século VI, quando a cerveja comegou a ser estudada e registrada
pelos monges que iniciaram a aprimorar técnicas de conservagdo (MORADO,
2009).

Na idade média a cerveja era produzida com diferentes ingredientes e em
quantidades distintas. Com o aumento da sua produgdo em grande escala e
dificuldade no controle e repetitividade, aprovou-se em 1516 na Alemanha a lei
mais antiga do mundo com relacdo a manipulacdo de alimentos, a
Reinheitsgebot, ou lei da pureza, a qual define que a cerveja s6 deve ser
produzida com cevada maltada, agua e lupulo, sendo somente este ultimo, o
unico ingrediente a ser adicionado para proporcionar amargor a bebida
(DRAGONE; SILVA; SILVA, 2016).

Esta lei ainda esta em vigor ainda em paises como a Grécia e a Alemanha,
porém no Brasil € permitido pela legislagdo vigente a adicdo de cereais nao
maltados em sua producao, desde que nao se ultrapasse o limite de 45% em
relacdo ao extrato primitivo (BRASIL, 2009).

No Brasil, o consumo da bebida, deu-se com a chegada e permanéncia
da familia real, a qual trouxe consigo a cerveja da Europa e a importava desde
entdo (GARCIA, 2012). Somente em 1853 a primeira cerveja foi fabricada no
Brasil, em Petrépolis no Rio de Janeiro, a Bohemia, cerveja que hoje é produzida
pela American Beverage Company (Ambev) (RIO, 2013).

Com a globalizagao do produto e o desenvolvimento tecnoldgico, criou-se
a oportunidade para a industria cervejeira crescer, surgindo assim as
megacervejarias, distribuidas pelo mundo todo e que disseminam diversas
marcas de cerveja em outros paises (MORADO, 2009).

A partir da década de 80 houve um crescimento acelerado de
microcervejarias com produgdo artesanal da bebida. Esse tipo de
estabelecimento ndo concorre diretamente com as grandes industrias, mesmo
gque essas vendam seus produtos a um prego diferenciado (MATOS, 2011).

As pequenas empresas permanecem fortemente no mercado pois seu
publico consumidor € exigente, ao qual se importam com caracteristicas como
cor, odor, sabor e teor alcoolico do produto. Por isso, as microcervejarias tem
foco na qualidade da sua matéria prima e do produto final, adquirindo melhor

experiéncia sensorial (MATOS, 2011).
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O mercado cervejeiro no Brasil cresce em ritmo acelerado. Os
pesquisadores do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
publicaram dados no Anuario da Cerveja no Brasil de 2018, apontando que neste
ano houve 6.800 registros de cerveja e chope, enquanto o vinho por exemplo
obteve aproximadamente 1.800 registros. Além disso, o ano de 2018 obteve um
aumento de 270 cervejarias a mais em relagéo ao ano de 2017, totalizando 889
cervejarias em 12 meses (BRASIL, 2018).

O Brasil esta entre os 3 paises que mais produzem cerveja no mundo,
com 12,4 bilhdes de litros anuais e com um consumo de 50 litros per capita/ano
(RIO, 2013).

3.4.1 Matéria Prima e Beneficios

A cerveja é produzida utilizando malte de cevada, agua, lupulo e levedura,
havendo ainda a possibilidade de se adicionar em certa quantidade, cereais nao
maltados, como por exemplo o arroz, milho e o trigo. Rica em folatos, ions e
vitaminas do complexo B, a cerveja € uma bebida considerada diurética pela sua
relagdo com potassio/sodio (SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2008).

A atividade antioxidante da cerveja deve-se a sua concentracdo de
compostos bioativos fendlicos, proveniente do malte (70-80%) e do lupulo (20-
30%). Esses compostos atuam diretamente no sequestro de radicais livres,
protegendo as células contra efeitos genotéxicos (ARIMOTO-KOBAYASHI,
2005; SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2008).

A cevada contém proteinas, lipideos, polissacarideos e ions, além de
monofendis e polifendis. A principal classe de compostos fendlicos encontrados
no malte sdo os derivados do acido hidroxibenzoéicos (acido galico, acido
siringico e acido protocatequico) e acidos hidroxicindmicos (acido caféico, acido
para-cumarico e acido ferulico) (HORNSEY, 1999).

Dentre os compostos fendlicos existentes no trigo, tem-se principalmente
os acidos fendlicos, como o caféico, salicilico, vanilico, cumarico, siringico e o
acido ferulico (NACZK; SHAHIDI, 2006).

Com efeito antibidtico e anti-inflamatério, o lUpulo apresenta propriedades
medicinais e efeitos bioativos na maioria dos seus compostos. As principais

classes encontradas s&o, flavanonas (isoxanthohumol e prenilnaringenina),
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chalconas (xanthohumol) e flavondis (quercetina e canferol) (GARCIA;
GRANDE; GANDARA, 2004).

Outras classes de compostos fendlicos como as catequinas, taninos e
procianidinas, também podem ser encontrados nos componentes da cerveja,
porém em menores concentragdes (SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2008).

3.4.2 Alcool

O etanol € um produto da fermentagdo da cerveja, seu teor na bebida
depende da quantidade de carboidratos fermentesciveis presentes no mosto e
também do tempo de fermentagdo da bebida (DRAGONE; ALMEIDA; SILVA,
2010).

O alcool é apontado como causa de aparecimento e agravo de diversas
doencas inclusive as DCNT, porém, estudos revelam que o consumo de etanol
em baixas doses pode ser benéfico para a saude, diminuindo o risco de
mortalidade por doengas coronarianas, desenvolvimento de deméncia e
diabetes (REHM; SAMOKHVALOV; SHIELD 2003, ANDRADE; OLIVEIRA,
2009).

O termo “uso moderado” é muito utilizado em recomendacgbes quanto
consumo de alcool, porém € um termo amplo e considerado impreciso pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (ANDRADE; OLIVEIRA, 2009).

A maior parte das diretrizes para o consumo de alcool no mundo
recomenda ndo mais do que 1 dose diaria para mulheres e 2 doses para homens,
com aproximadamente 10g de alcool puro por dose. Segundo os padrbes da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) uma lata de 320mL de cerveja
corresponde a 1 dose (PAULA, 2021). Além disso, ndo é recomendada a
ingestdo de alcool por gestantes, menores de 18 anos e pessoas que
apresentam historico de problemas com bebidas alcodlicas. Pessoas acima de
65 anos nao devem consumir mais do que 3 doses por semana, e pacientes em
tratamento medicamentoso com farmacos que podem interagir com o alcool nao
séo aconselhadas a fazerem uso (ANDRADE; OLIVEIRA, 2009).

Estudos sugerem que o consumo de alcool em baixas doses esta
inversamente relacionado ao aparecimento de DCNT. Pessoas que fazem uso

moderado de cerveja e vinho apresentaram menor taxa de mortalidade se
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comparadas a pessoas que nido fazem uso de bebidas ou fazem em demasia.
Isso se deve a capacidade antioxidante da bebida, que no plasma, diminui os
efeitos negativos do consumo do alcool (BAMFORTH; RUSSEL; STEWART
2009, SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

3.5 AGARICUS BLAZEI MURRIL

O cogumelo Agaricus blazei Murril (Figura 4) também denominado de A.
brasiliensis e A. subrufescens, € um cogumelo comestivel nativo do Brasil,
conhecido como cogumelo do sol, champignon do Brasil, Himematsutake no
Japao e cogumelo piedade, pela cidade onde foi descoberto, em Piedade - SP
na década de 60 (MIRANDA, 2015).

Pelas condigdes climaticas favoraveis, o Brasil € o maior produtor de
cogumelo do sol, sendo que 80% da sua produgao é exportada para o Japao e
20% comercializado no pais. Destes, 40% sao vendidos pela internet
desidratados, e os 60% restantes vendidos as industrias e transformados em
comprimidos, extratos e produtos naturais (STEFANELLO, 2015).

Segundo a Associag¢ao Nacional dos Produtores de Cogumelos (ANPC) a
produgdo de AbM estimada por ano € de 500 toneladas, mesmo o Brasil ndo
possuindo em sua tradicdo e cultura o consumo frequente de cogumelos. Os
brasileiros costumam consumir apenas 160 g de cogumelos per capita, enquanto

paises europeus consomem cerca de 2 kg e paises asiaticos 8 kg.

Figura 4. Basidiocarpos de AbM.

Fonte WWW. aqarlcusblazelmurrlll com. br (2022)

Acesso em: Abril/2022


http://www.agaricusblazeimurrill.com.br/
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A utilizacdo dos cogumelos como nutracéutico e suas comprovadas
propriedades medicinais aceleraram pesquisas, com introdu¢do de novas
técnicas produtivas e produtos (FURLANI; GODQOY, 2005).

3.5.1 Composicao e Beneficios

Os basidiocarpos secos do cogumelo do sol apresentam um valor nutritivo
mais elevado do que diversas hortalicas, possuindo em sua maior quantidade
proteina (40-45%), em seguida, carboidratos (38-45%), fibras (6-7%), minerais
(5-7%) e gordura (3-5%). Contém ainda, potassio, calcio, vitaminas B1, B2 e
niacina (SILVA et al, 2009).

Devido as exigéncias comerciais, normalmente o AbM é colhido e
comercializado em sua forma imatura (figura 5) com o “chapéu” ainda fechado.
Basidiocarpos jovens normalmente apresentam um maior teor de proteinas se
comparados aos basidiocarpos maduros, porém Soares et al (2007) verificou em
seus estudos que o teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante nao
tendem a ter alteracbes com relagdo ao amadurecimento do cogumelo
(SOARES et al, 2007; RODRIGUES et al, 2003).

Figura 5. Basidiocarpos imaturo (YB) e maduro (MB) de AbM.

Fonte: SOARES et al (2007)
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Dos compostos encontrados no AbM, pode-se dividi-los em 3 tipos:
moleculas de alto peso molecular (macromoléculas), moléculas hidrofilicas e
moléculas lipofilicas. Dos grupos das macromoleculas tem-se por exemplo os
polissacarideos e complexos polissacarideo-proteinas contendo beta-glucanos.
Nas moléculas hidrofilicas os compostos fendlicos e nas moleculas lipofilicas o
ergosterol (SOUZA et al, 2017).

As propriedades medicinais do cogumelo relacionam-se com a sua
composi¢cdo, como as [(-glucanas, a-glucanas, quitina, mananas, galactanas,
xilanas, polissacarideos, glicoproteinas, triterpenos, tocoferdis, catequina, acido
cafeico e acido galico (SANTOS, 2013).

Na literatura encontram-se muitas propriedades farmacolégicas
associadas ao cogumelo do sol. A primeira a ser relatada foi apds sua
descoberta por volta de 1980, Dr. lwade realizava suas pesquisas com o AbM
quando descobriu um polissacarideo chamado B-D-glucan, o qual age
diretamente em tumores malignos inibindo o seu crescimento (SOUZA, 2001).

O efeito antitumoral € um dos mais citados na literatura, por autores como
Takaku, Kimura, e Okuda (2001), YU et al (2009) e Hetland et al (2008). O
ergosterol encontrado no AbM, € um dos componentes com maior agao
antitumoral, Takatu, Kimura, e Okuda (2001) relataram diminuicao de 20% em
tumores e paralisacédo do seu crescimento.

Com relagcdo ao sistema imunologdégico e consequente defesa do
organismo contra celulas tumorais, Junior (1999) relatou um aumento triplicado
de células natural killer (NK) com o consumo de AbM. Essas celulas sdo capazes
de destruir tumores sem a necessidade de intervencoes como radioterapia ou
quimioterapia.

Um efeito antioxidante e gastroprotetor foi associado ao extrato
hidroalcodlico de Abm, onde Neto et al (2022) identificaram nesse extrato
compostos como, manitol, acido malico, acido piroglutédmico, L-agaritina e L-
valina.

Estudos também relatam beneficios do AbM na hipertensao arterial
sistémica, Singi et al (2006) relatou diminuicdo da HAS e frequéncia cardiaca em
ratos com a aplicacdo endovenosa do extrato aquoso de AbM.

HSU et al (2007) realizou ensaios clinicos com paciente portadores de

diabetes tipo 2 que faziam uso de metformina e glicazida para avaliar o potencial
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antidiabético do AbM. O grupo que recebeu suplementagcdo com AbM
apresentou uma grande melhora na resisténcia a insulina com relagdo ao grupo

que recebeu placebo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL

As metodologias utilizadas no decorrer da pesquisa estdo compiladas no

fluxograma geral abaixo (figura 6) e detalhadas ao longo do item 4.

Figura 6. Fluxograma experimental geral.

Agaricus blazei
Murril
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Extrato Seco

Ciocalteau RDF e calorias

Fonte: Autora (2022).

4.2 OBTENGAO DO COGUMELO

As amostras de Agaricus blazei Murrill foram obtidas em meados do més

de fevereiro/2019 através de doacdo da empresa DEC Enterprises Comercial
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Ltda (Blazei Murill® - https://loja.agaricusblazeimurrill.com.br) localizada em
Atibaia (SP).

Figura 7. Higienizagéo e separagédo dos cogumelos na Blazei Murill.

arlcusblazei L]

Fonte: www. aqarlcusblazelmurrlll com.br (2022)
Acesso em: Abril/2022

Foram fornecidos pela empresa os basidiocarpos imaturos previamente
secos e higienizados (figura 7 e figura 8), provenientes do descarte por nao
possuirem os padrbes estéticos minimos para serem comercializados. As
amostras foram acondicionadas em recipiente fechado e ao abrigo da luz até o

preparo dos extratos.


https://loja.agaricusblazeimurrill.com.br/
http://www.agaricusblazeimurrill.com.br/
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Figura 8. Amostras de AbM recebidas

Fonte: Autora (2022).

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS

Foram preparados dois extratos para incorporagdo nas cervejas,
adaptados de Stefanello et al (2015), sendo um hidroalcodlico e um aquoso. Os
cogumelos foram previamente triturados em liquidificador industrial (Vitalex® -

LQI-08) para facilitar a extragao (figura 9).

Figura 9. Cogumelos recebidos e apos trituragao.

Fonte: Autora (2022).
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Os extratos (figura 10) foram preparados na propor¢ao 1:10 (m/v)
utilizando 100g dos cogumelos secos e triturados para 1 litro de solvente, sendo,
alcool de cereais 80% para o extrato hidroalcodlico e agua deionizada para o
extrato aquoso.

As misturas permaneceram em aquecimento até 70 °C em banho-maria
(Bio-Eng® — BE 3100) por 60 minutos, com agitagdo constante. Em seguida os
extratos foram filtrados a vacuo utilizando papel filtro qualitativo (100g/m?). Ao
final de cada extragao obteve-se cerca de 600 mL de extrato cada.

Apenas o extrato hidroalcodlico foi submetido a rota evaporagéo (25-30
rom) a 60 £ 5 °C para evaporagao do solvente, pois a Instrugdo Normativa n° 65
de 2019, estabelece que € proibida a adicdo de alcool de qualquer origem na
cerveja. ApoOs rotaevaporagdo o extrato hidroalcdolico apresentou um
rendimento de 300 mL.

Ambos os extratos liquidos foram adicionados aos fermentadores no
momento inicial da maturacao de cada cerveja, sendo 600 mL do extrato aquoso

e 300 mL do extrato hidroalcodlico.

Figura 10. A esquerda o extrato aquoso e a direita o extrato

hidroalcéolico.

Fonte: Autora (2022).
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4.3 PRODUCAO DA CERVEJA

4.3.1 Matéria Prima da Cerveja

Os materiais utilizados na produgdo das cervejas estdo descritos na
tabela 3, com as quantidades necessarias para a produgao de uma cerveja com

30 litros. Foram realizadas no total trés brasagens de cerveja.

Tabela 3. Materiais utilizados para uma brasagem de 30 litros.

Materiais Quantidade
Malte Pilsen (70%) 4,40 kg
Malte de Trigo Claro (30%) 1,90 kg
Lupulo Magnum 14 g
Ldpulo Tradition 14 g
Levedura Saccharomyces cerevisiae 1 envelope (119)
(Munich)

Agua deionizada 30L
Extrato liquido de AbM 300 — 600 mL*

* 300 mL para o extrato hidroalcéolico e 600 mL para o extrato aquoso.

Fonte: Autora (2022).

4.3.2 Processo Cervejeiro

O processo, representado na figura 11, foi realizado a partir de
adaptagcdes da metodologia de Rossoni (2017), onde foram realizadas 3
brassagens de 30 litros cada. Ambas as produgdes foram realizadas com as
mesmas quantidades de matéria-prima e metodologia, diferindo entre elas
apenas na adigdo dos extratos durante a maturagao. Produziu-se entdo uma
cerveja para adicdo do extrato aquoso, uma cerveja para adicado do extrato
hidroalcodlico e uma cerveja base, sem adicdo de nenhum extrato.

As cervejas foram desenvolvidas no laboratério de tecnologia de
alimentos do Instituto Federal do Parana (IFPR) — Campus Palmas, com o auxilio
de um equipamento semi-automatizado de Brassagem BEERMAX - EVOLUTEC
® (Figura 12).



Figura 11. Fluxograma do processo de produgao das cervejas.
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Fonte: Autora (2022).
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Figura 12. Panela Semi-automatizada de Brassagem BEERMAX —
EVOLUTEC®.

Fonte: Autora (2022).

4.3.2.1 Moagem

A producéo se inicia com a homogeneizagdo e moagem dos gréaos. Os
graos foram previamente umedecidos com agua em temperatura ambiente e
utilizando um moedor de rolos manual, os maltes foram moidos por duas vezes,

até a abertura ou quebra dos graos.

4.3.2.2 Mosturagéao

No equipamento de brassagem adicionou-se 30 litros de agua deionizada
juntamente com a cesta de metal contendo os grdos, dando inicio ao
aquecimento até cerca de 30 °C.

A mosturagao foi realizada em 2 etapas, com temperaturas e tempos
distintos para hidrélise do amido, a primeira etapa a 65 °C por 60 minutos e a
segunda etapa a 75 °C por 10 minutos. Apos a mosturagao, ocorre a recirculagéo

do mosto sobre os graos e a retirada destes do equipamento.
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4.3.2.3 Fervura, whirlpool e resfriamento

A fervura do mosto foi realizada por 60 minutos a cerca de 96 °C. No inicio
desta etapa adiciona-se o lupulo magnun ao equipamento e apos 30 minutos de
fervura adiciona-se o lupulo tradition. Ao concluir a fervura, € realizado o
whirlpool, pratica que consiste em uma agitagao vigorosa do mosto em apenas
um sentido, sua finalidade € concentrar os sedimentos no fundo do equipamento.

O mosto foi resfriado até a temperatura de 25 °C utilizando o chiller de

imersao do equipamento e entao transferido para os fermentadores (figura 13).

Figura 13. Fermentador lacrado.

4.3.2.4 Preparo das leveduras

Foram utilizados 3 envelopes (11g) de Saccharomyces cerevisiae (Munich
- para cervejas de trigo), que foram preparadas separadamente. As leveduras
foram previamente hidratadas com 200mL de agua para cada envelope e sua
contagem em microscopio foi realizada, chegando a 2,25 x 10° cél/mL em cada
fermentador. Antes da inoculacdo no fermentador, as leveduras receberam

200mL do mosto para cada envelope e permaneceram em agitagdo constante
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com um agitador magnético (Global Trade Technology® — GTAMB20L), em

presencga de oxigénio por 15 minutos.
4.3.2.5 Fermentacéao

A fermentagao das cervejas foi acompanhada diariamente através do teor
de sélidos soltveis (°Brix) utilizando o refratbmetro manual portatil (Megabrix® -
RHB-32/ATC). A fermentagéo ocorreu em refrigerador (Consul® - CRA30, figura
14) com temperatura controlada a 17 °C durante 5 dias. As cervejas iniciaram a
fermentacdo com 14 °Brix e considerou-se o término da fermentacdo com a

estabilizacdo do mesmo, sendo 7 °Brix.

Figura 14. Fermentador na etapa de fermentagdo em geladeira.

Fonte: Autora (2022).

4.3.2.6 Maturacao e adicdo dos extratos.

No inicio dessa etapa os extratos recém preparados e filtrados foram
adicionados no topo dos fermentadores por toda a sua extensao, sendo 300 mL
do extrato hidroalcéolico e 600 mL do extrato aquoso. Os fermentadores

continham cerca de 25-26 litros de cerveja cada e apds a adigéo, as cervejas
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permaneceram maturando em refrigerador (Consul® - CRA30) por 10 dias a 1
°C.

4.3.2.7 Priming, envase e pasteurizagao

Antes do envase das cervejas realizou-se a adigdao do priming nos
fermentadores, que consiste no preparo de uma solugdo contendo 6 g de
sacarose por litro de cerveja dissolvidos em cerca de 200 mL de agua. As
cervejas foram envasadas em garrafas de vidro ambar devidamente
higienizadas e lacradas com tampas de aluminio com o auxilio de um arrolhador
de garrafas manual.

A pasteurizagao (figura 15) das cervejas foi realizada com metodologia
validada de acordo com Dangui et al (2018), utilizando o equipamento de
brasagem para a pasteurizacéo. As garrafas foram aquecidas até 60 °C por 15

minutos e em seguida resfriadas em gelo.

Figura 15. Garrafas lacradas apds envase.

Fonte: Autora (2022).
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4.4 ANALISES Fisico-QuiMICAS

As analises fisico-quimicas foram realizadas a fim de avaliar e comparar
a qualidade das cervejas produzidas com a legislacdo e a literatura, avaliando
também a possivel interferéncia da adicdo dos extratos nesses parametros.

Para isso, foram realizadas analises de pH, acidez total, extrato seco,
alcool densidade, RDF e calorias, todas em sextuplicata, nas 3 cervejas ja
pasteurizadas, com escolha aleatéria das garrafas. Todas as amostras (figura
16) foram previamente descarbonatadas por agitagdo e para inser¢gdo no
equipamento Alcolyzer Beer (Anton Paar®) foram também filtradas em papel
filtro.

As metodologias de analises foram realizadas conforme os protocolos do
Instituto Adolfo Lutz (2008) para bebidas fermentadas.

Figura 16. Amostras de cerveja em sextuplicata.

Fonte: Autora (2021).

4.4.1 pH
A analise de pH foi realizada nas cervejas e nos extratos através de

método potenciométrico utilizando um pHmetro de bancada (PHS-38W, lonlab®)
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e um eletrodo de vidro (Kasvi®). Apds calibragido do equipamento com solugdes
padroes de pH 4 e 7, mergulhou-se o eletrodo nas amostras e aguardou-se

leitura constante do pH.

4.4 .2 Acidez Total

A analise de acidez total foi realizada pelo método titulométrico utilizando
uma bureta digital portatil (VWR Jencons® — Digitrate Pro). A andlise é baseada
na reagdo de neutralizagdo dos acidos das cerveja com uma solugéo
padronizada de NaOH 0,1 mol/L. Adicionou-se 10mL da amostra em um
erlenmeyer com 100mL de agua destilada, uma barra magnética e 0,5mL de
fenolftaleina. Realizou-se a titulagdo com o auxilio de um agitador magnético
(Global Trade Technology® — GTAMB20L), um pHmetro (PHS-38W, lonlab®) e
um eletrodo de vidro (Kasvi®) imerso na amostra. Considerou-se o ponto de
viragem quando a amostra atingiu o pH 8,2 - 8 4.

Os resultados foram expressos em meg/L através da equacéo:

nxfxNx1000/V = Acidez em meq/L

Onde, n: volume da solugédo de NaOH gasto na titulagdo (mL), f: fator de corregéo
da solugédo de hidroxido de sdédio, N: Normalidade da solugédo de NaOH e v:

Volume da amostra (mL).

4 4.3 Extrato Seco

O extrato seco foi determinado através da pesagem do residuo seco apos
a evaporacao da agua e alcool com aquecimento. Foram adicionados 25mL de
cerveja em capsulas de porcelana que permaneceram em aquecimento lento em
banho-maria (Bio-Eng® — BE 3100) até se obter um residuo seco. As capsulas
foram inseridas na estufa (100 £ 5 °C) por 30 min, resfriadas em dessecador e
pesadas apos 1 hora. O procedimento de secagem em estufa e resfriamento em
dessecador foi repetido até se obter peso constante. O calculo utilizado para

obtencao do resultado foi:
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% ext (m/v) =100 x N/V

N: massa do residuo seco em gramas e V: volume da amostra em mililitros. Os

resultados foram expressos em % m/v.

4.4.4 Alcolyzer Beer

As analises de alcool (%v/v), densidade (g/cm?®), RDF (%) e calorias
(kcal/100 mL) foram determinadas com o auxilio do Sistema de Analise de
Cervejas Alcolyzer Beer (Anton Paar, DMATM 4500M®). As amostras foram

previamente filtradas em papel filtro para insercdo no equipamento.

4.5 ANALISES DE COMPOSTOS FENOLICOS

As analises de compostos fendlicos tiveram por objetivo quantificar,
avaliar e comparar o teor desses nas cervejas e nos extratos produzidos, bem
como a possivel interferéncia da adigdo dos extratos nas cervejas. Para isso, foi
realizada a quantificacdo de compostos fendlicos totais e a caracterizagao

cromatografica com analise de espectrometria de massas dos compostos.

4.5.1 Quantificagdo de Compostos Fendlicos Totais com o Reagente de

Folin-Ciocalteu

A quantificagdo de compostos fendlicos totais foi realizada nas amostras
de cerveja e extratos em sextuplicata pelo método espectrofotométrico conforme
descrito por Singleton e Rossi (1965) com adaptacgdes. Para realizagdo dessa
analise as amostras foram diluidas com etanol 70% em 1:20 para as cervejas e
1:50 para os extratos. Foram preparadas solucbes de Folin-ciocalteu
(Dinamica®) a 0,2N e carbonato de célcio (Alphatec®) a 7,5% para andlise das
amostras.

Em um tubo de ensaio foram adicionados 500 uyL da amostra diluida,
2,5mL do reagente de Folin Ciocalteau (0,2N) e 2mL de Na2CO3 (7,5%). Apods a

homogeneizagao, esta solugdo ficou sob protegcdo da luz e em temperatura
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ambiente por 2 horas com posterior leitura em espectrofotbmetro UV-VIS
(Zhoulin Bio-Spectrum Technology®, modelo SP-22, Beijing, China) a 725 nm.
A curva de calibracao foi realizada utilizando uma solugéo padrao de acido
galico (Sigma-Aldrich®) nas concentragbes de 5 a 150 ug/mL, obtendo a equagao
dareta: y = 0,0115x + 0,0378 com um r2=0,99
Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico

(GAE) por litro de cerveja.

4.5.2 UHPLC-HRMS/MS

A caracterizagao cromatografica das cervejas e dos extratos foi realizada
pelo Laboratério da Central de Produtos Naturais do COMCAP (Complexo de
Centrais de Apoio a Pesquisa) da Universidade Estadual de Maringa, conforme
Mizuta et al. (2020) com adaptagdes.

As amostras de cerveja permaneceram refrigeradas e os extratos
congelados até o envio ao laboratorio. Previamente a analise, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos, onde o sobrenadante foi analisado no equipamento.

A analise de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia foi realizada
utilizando o equipamento da Shimadzu Nexera X2. A separagao dos compostos
fendlicos foi realizada através da coluna C18 (75 x 2,0 mm i.d.; 1,6 ym Shim-
pack XR-ODS lllI). Com volume de inje¢ao de 3uL. Utilizando como gradiente: A
(H20) e B (acetonitrila): 2% B 0-1min, 70% B 2-15min, 98% B 16-20min, mantida
a 98% B 20-24 min, e 2% B 25-30min, a 40 °C.

A espectrometria de massas de alta resolucédo foi realizada utilizando
espectrometro Bruker IMPACT II, com fonte de ionizagédo electrospray (ESI),
analisador quadrupolo-tempo de vbéo (Q-TOF) e detector de placa multicanal
(MCP). Tensdo do capilar 4500 V, com formiato de sddio (10pM) como
calibrante. Os parametros do gas de secagem foram de 8 L min-1 a 200 °C, com
4 bar de pressao. O gas de colisao foi o argbnio (Ar) e energia de colisdo foi 10-
45 eV. Fragmentagao de varredura automatica MS/MS com faixa de m/z de 50
a 1000.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nas analises fisico-quimicas e quantificacdo de
compostos fenolicos foram submetidos & Analise de Variancia (ANOVA) com
post hoc Student-Newman-Keuls (SNK), para comparacéo das médias. A analise
foi realizada através do programa SPSS Statistics versdo 23.0 para Windows,

considerando um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FisIico-QUIMICAS

5.1.1 Acidez Total, Extrato Seco e pH

O resultado das analises de acidez total, extrato seco e pH estdo

expressos na tabela 4 e representam a média de seis repeti¢gdes analiticas.

Tabela 4. Analises fisico-quimicas das amostras de cerveja.

AMOSTRAS ACIDEZ TOTAL EXTRATO SECO

(meg/L) (%) PH
Cc 24,12 +0,63 2 6,61+ 0,09 @ 4,41+0,01°
CEH 24,35+ 0,47 @ 6,91 +0,16 @ 4,53 +0,012
CEA 24,66 £ 0,322 6,92+0,122 4,39+0,01°

*C: Cerveja sem extrato; CEH: Cerveja com extrato hidroalcodlico; CEA: Cerveja com extrato aquoso.
**QOs resultados foram expressos como média + erro padrao médio (n=18).
***| etras iguais na mesma coluna indicam que n&o houve diferenca estatistica adotando p<0,05 (Student-

Newman-Keuls apés ANOVA oneway).

Pode-se observar que ndo houve diferenca significativa entre as amostras
com relacdo as analises de acidez total e extrato seco, ndo havendo interferéncia
pela adicdo do extrato. Enquanto na analise de pH a cerveja com adigdo do
extrato hidroalcoolico apresentou um pH de 4,53, levemente maior em relagao
as demais (tabela 4).

Nao foram encontrados estudos que realizaram a incorporagao de AbM
em cerveja para base de comparagao, mas Sousa e Fogaca (2019) realizaram
analises fisico-quimicas em cervejas artesanais e comerciais, encontrando
valores de acidez total de 29,7 a 38,2 meq/L para cervejas artesanais, valores
esses acima dos encontrados nesse estudo.

Almeida e Belo (2017) encontraram valores de 20 a 53 meq/L em cervejas
artesanais, sendo este ultimo, o mais elevado, referente a uma cerveja Weiss,

com adigao de malte de trigo.
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Araujo et al. (2019) analisaram cervejas puro malte que apresentaram
valores de 41,09, 25,08 e 23,17 meq/L, valores proximos ao encontrado nesse
estudo.

A analise de acidez total € um teste coadjuvante das analises fisico-
quimicas, pois ndo existem parametros definidos pela legislagdo vigente
(BRASIL, 2009). O nivel de acidez é relativo ao tipo de produgao e matéria prima
utilizada na cerveja, assim como altos niveis podem indicar contaminagao
bacteriana na bebida (ALMEIDA; BELO, 2017).

A analise de extrato seco apresentou valores de 6,61, 6,91 e 6,92%, sem
diferencga estatistica entre os dados, demostrando que a adi¢gao dos extratos néo
interferiu no teor de residuos sélidos na bebida. Aimeida e Belo (2017) em suas
analises encontraram porcentagens de 5,12 a 5,34% em cervejas artesanais do
tipo Pale Ale, enquanto a cerveja artesanal do tipo Weiss apresentou 4,29%. As
cervejas industriais apresentaram taxas menores, sendo de 2,10 a 3,72% para
Pilsen e 4,25% para Pale Ale. Resultados entre 2 e 7% de extrato seco séo
esperados para cervejas de qualidade. Neste sentido, os valores apresentados
pelas cervejas (Tabela 4) estdo de acordo com o descrito na literatura.

Sousa e Fogacga (2019) apresentaram resultados de 6,41 até 7,89% para
as cervejas artesanais, enquanto as cervejas industriais ficaram na faixa de 3,30
a 4,25%. O extrato seco é a porcentagem dos sélidos presentes na bebida,
resultante da evaporacgéo de agua e alcool. As elevadas taxas dessa analise em
cervejas artesanais resultam dos componentes utilizados e se houve filtragdo ou
nao da bebida durante o processo produtivo, visto que as cervejas artesanais
sao mais encorpadas do que as industriais.

Com relagdo a analise de pH das cervejas, a cerveja com adigdo de
extrato hidroalcéolico de AbM apresentou um pH de 4,53, enquanto a cerveja
com adicdo do extrato aquoso e a cerveja sem extrato tiveram valores de 4.41 e
4,39 respectivamente. O pH do solvente e os compostos extraidos podem ter
contribuido para essa alteracao.

A cerveja é uma bebida de carater acido com pH entre 4 e 5, portanto,
mesmo com a adicdo dos extratos, os valores (tabela 4) estdo dentro do
esperado para cervejas (ALMEIDA; BELO, 2017).

As cervejas artesanais analisadas por Sousa e Fogaga (2019)

apresentaram pH entre 4,38 a 4,45. O estudo de Goiana e colaboradores (2016)
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com cervejas artesanais do tipo Pale Ale apresentaram valores de pH entre 4,15
€ 4,49. Araujo et al. (2019) também relataram valores semelhantes para cervejas
artesanais puro malte, entre 4,25 a 4,41 de pH.

Teixeira e Padilha (2021) produziram cervejas do tipo Stout com adigao
de cogumelos Champignon, Shiitake e Cordyceps. As cervejas com adigdo do
Champignon e do Cordyceps apresentaram pH de 4,06, a cerveja com Shiitake
3,85 e a cerveja controle 3,77 em média. A diferenca de pH dessas cervejas
pode ter relagdo com o pH dos cogumelos, visto que foram adicionados secos

durante a etapa da fervura.

5.1.2 Alcolyzer Beer

A tabela 5 descreve os resultados encontrados nas analises de teor RDF,

teor alcodlico, densidade e calorias.

Tabela 5. Analises fisico-quimicas das amostras de cerveja realizadas com o

equipamento Alcolyzer Beer.

AMOSTRAS RDF ALCOOL DENSIDADE CALORIAS
(%) (% viv) (g/cm?) (kcal/100ml)
Cc 67,82+0,062 6,42+0,01° 1,008+0,00° 52,90+0,08°
CEH 68,32+0,062 6,63+0,022 1,008+0,00° 54,17+0,132
CEA 65,37 +£0,27° 590+0,05° 1,009+0,002 50,42+0,29°

*C: Cerveja sem extrato; CEH: Cerveja com extrato hidroalcodlico; CEA: Cerveja com extrato aquoso.
**Os resultados foram expressos como média * erro padrao médio (n=18).
***| etras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica adotando p<0,05 (Student-Newman-
Keuls apés ANOVA oneway).

Nota-se que houve diferenga estatistica entre as amostras em todos os
parametros analisados, porém, as analises de RDF e densidade apresentaram
diferenga apenas na CEA para as demais, enquanto o teor alcodlico e calorias
apresentaram diferenga entre as trés cervejas (tabela 5).

O RDF, ou grau real de fermentagdo, nos permite avaliar em
porcentagem a transformagao do agucar, contido no mosto, em alcool e CO2,

avaliando a eficiéncia da fermentagcdo (TOZETTO, 2017). A CEA apresentou



46

uma porcentagem de 65,37% de RDF, valor menor do que as demais amostras,
que obtiveram 67,82% para C e 68,32% para CEH.

Oliveira, Faber e Plata-Oviedo (2015) desenvolveram cervejas realizando
a substituicdo parcial do malte por mel, onde o grau real de fermentagédo das
cervejas ficou entre 64,2 a 64,4%. Botelho (2009) analisou cervejas
comercializadas em Belo Horizonte (MG) e encontrou valores de RDF entre
37,47 a 69,02%. Segundo Nielsen e Erdal (2005) as cervejas devem apresentar
valores de RDF entre 65 a 85%, e apesar de apresentarem diferencgas entre si,
as amostras estdo dentro do padrao proposto.

As trés cervejas elaboradas neste estudo foram desenvolvidas de forma
artesanal, em escala piloto e fermentadas separadamente. Varios fatores podem
ter influenciado na diferenca de RDF, como: Alteracdes de temperatura durante
a fermentacdo, quantidade e moagem de matéria prima, viabilidade das
leveduras e alteragbes na temperatura das rampas na brassagem, gerando
menor quantidade de agucares fermentesciveis disponivel.

A diminuicdo no grau de fermentacado da CEA refletiu no teor alcodlico
final, onde esta apresentou o menor valor entre as amostras (5,90%). A amostra
C apresentou 6,42%, e CEH a maior porcentagem alcodlica de 6,63%. Por mais
que tenha sido realizada a rota evaporagao do solvente no extrato hidroacoolico
sugere-se que este pode nao ter sido eliminado completamente, gerando um
aumento no teor alcodlico de CEH, visto que seu RDF ndo diferiu da cerveja sem
o extrato.

A Instrugcao Normativa n° 65 de 2019, estabelece os padrdes de qualidade
e identidade para cervejas, definindo a bebida quando essa conter mais de
2,00% de alcool (BRASIL, 2019). A adigado de alcool de qualquer origem é
proibida pela legislagao.

As cervejas do tipo Stout com adicdo de cogumelos, produzidas por
Teixeira e Padilha (2021) apresentaram diferentes teores de alcool, sendo 6,1%
para a cerveja controle, 7,3% para a cerveja com champignon e 5,2% para a
cerveja de shitake e a cerveja com cordyceps, valores proximos aos encontrados
neste estudo.

Araujo et al. (2019) relataram diferentes porcentagens de teor alcodlico

para cervejas puro malte, de 3,02 a 5,07%. Assim como Sousa e Fogacga (2019)
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com porcentagens entre 3,15 a 5,4%. As cervejas Pale Ale analisadas por
Goiana et al. (2016) apresentaram um teor de 5,3 a 6,2%.

A densidade da C e CEH foram de 1,008 g/cm?® enquanto a CEA
apresentou uma densidade de 1,009 g/cm3. Apesar da diferencga, as cervejas
encontram-se dentro dos valores esperados para cervejas artesanais, sendo de
1,007 a 1,022 g/cm?3 (SOUZA; FOGACA, 2019).

As cervejas analisadas por Goiana et al (2016) apresentaram densidade
entre 1,005 a 1,020 g/cm?® e Sousa e Fogaca (2019) relataram densidades entre
0,9903 a 0,9944 g/cm?, valores menores do que os encontrados nesse estudo.
A densidade esta relacionada com a quantidade de sélidos soluveis e a % de
alcool final, por isso CEA que apresentou um menor teor de RDF e menor
graduacgéo alcodlica também teve a maior densidade.

O valor energético de um alimento pode variar de acordo com a matéria
prima utilizada e o modo de processamento (VENTURINI, 2016). As trés cervejas
produzidas apresentaram valores distintos de calorias, sendo 52,90, 54,17 e
50,42 kcal/100mL para C, CEH e CEA respectivamente. A graduagéo alcodlica
influencia diretamente no valor energético da cerveja, pois o etanol fornece 7,1
kcal/g para a bebida (Kachani et al., 2008). Segundo a legislagcao (BRASIL, 2019)
para ser considerada uma “cerveja light" a cerveja deve apresentar teor maximo
de 35 kcal/100 mL, o que ndo se encaixa para as cervejas produzidas.

Tozetto (2017) desenvolveu uma cerveja com adicdo de gengibre que
contém 27 kcal/100 mL, enquanto Reis (2016) encontrou valores de 40,31
kcal/100 mL para cerveja pilsen com milho, 47,9 kcal/100 mL para cerveja 100%
pilsen e 39,7 para cerveja pilsen industrializada, valores menores do que os

encontrados nesse estudo.

5.2 ANALISES DE COMPOSTOS FENOLICOS

5.2.1 Quantificagdo de Compostos Fendlicos Totais com o Reagente de Folin-

ciocalteu

Os resultados da analise de quantificacdo de compostos fendlicos das

cervejas e dos extratos estdo descritos na tabela 6.
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Tabela 6. Resultados da analise de quantificagdo de compostos fendlicos nas

amostras.
AMOSTRAS Compostos Fendlicos
(mg EAGIL)

C 268,81+ 1,80 ¢

CEH 298,43 +4,46 2

CEA 282,83+5,81°
EH 1250,583 + 6,02 @
EA 1069,388 + 5,33 P

*C: Cerveja sem extrato; CEH: Cerveja com extrato hidroalcodlico; CEA: Cerveja com extrato aquoso; EH:
Extrato hidroalcodlico; EA: Extrato Aquoso.
**Os resultados foram expressos como média + erro padrao médio (n=18/6).
*** etras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica adotando p<0,05 (Student-Newman-

Keuls apos ANOVA oneway).

Analisando a tabela pode-se notar que houve diferenga estatistica em
todas as amostras. Entre as cervejas, CEH foi a que apresentou maior teor de
fendlicos, seguida da CEA e C. Entre os extratos, EH também apresentou maior
teor de compostos fendlicos, corroborando com os dados encontrados nas
cervejas.

Os valores sugerem que houve incorporagao dos compostos fendélicos nas
cervejas através da adigdo dos extratos, destacando-se a cerveja com o extrato
hidroalcoolico, que demonstrou um maior teor de fendlicos em relagao a cerveja
com o extrato aquoso.

A cerveja € uma bebida que ja contém compostos fendlicos oriundos do
malte (70-80%) e do lupulo (20-30%), porém, a quantidade tende a variar
conforme a matéria prima utilizada, tipo de cerveja e de fabricagcao
(GERHAUSER, 2005).

Julido et al. (2020) analisaram o teor de compostos fendlicos em cervejas
sem adjunto comercializadas em Sobral - CE. As cervejas artesanais
apresentaram maior quantidade de compostos em relagcdo as cervejas
industrializadas, sendo 149,82 (mg L-') a cerveja com maior teor das artesanais
e 80,86 (mg L") a de maior teor das industrializadas. Ambas com quantidades

menores que as encontradas nesse estudo. Resultados semelhantes foram
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encontrados por Albanese et al. (2018) onde o teor maximo encontrado em
cervejas produzidas em laboratério foi de 122 mg AG/L.

Na literatura pode-se encontrar muitos estudos realizando a incorporagao
de frutas, plantas e especiarias em cerveja, com o intuito ou ndo de aumento dos
compostos bioativos. As cervejas com cogumelos produzidas por Teixeira e
Padilha (2021) também demonstraram a um aumento do teor de compostos
fendlicos com relagdo a cerveja controle. A cerveja com shiitake e cordyceps
apresentaram valores de 27,90 e 29,82 mgGAE/g.L-'. A cerveja controle e com
champignon tiveram valores menores, em torno de 22 mgGAE/g.L""

Vogel (2017) desenvolveu cervejas com adi¢ao de frutas “berries” como o
morango e mirtilo. A fruitbier desenvolvida pelo autor apresentou maior
quantidade de compostos fendlicos que as demais analisadas, sendo de 95 mg
AG L' e sugerindo que os compostos da fruta foram incorporados na cerveja.

Fonseca (2020) produziu cervejas do tipo Ale com adigao de extratos de
hibisco em diferentes quantidades, temperatura e tempo de extragao. Os valores
de fendlicos obtidos pelo autor variaram de 389,66 a 749,41, observando que
valores mais altos estavam associados a maiores temperaturas, tempo de
extracdo dos extratos e quantidade do adjunto.

Para uma extragao eficiente é prudente utilizar solventes com diferentes
polaridades, obtendo maior quantidade de compostos. A utilizacdo do etanol
como solvente tende a extrair compostos como os acidos fendlicos pela sua
caracteristica polar (MAZZUTTI, 2012).

Os extratos de AbM desenvolvidos por Mazzutti (2012) com diferentes
solventes e técnicas, apresentaram maior rendimento com utilizagdo da agua e
etanol como solvente, porém, a maior quantidade de compostos fendlicos foi
encontrada no extrato realizado por maceragao etandlica.

Resultados distintos foram relatados por Soares et al. (2007), onde o
extrato de AbM com maior quantificacdo de fendlicos foi o aquoso a quente
(60°C), que simula a producado do cha e obteve 2,55 mg/mL. A extragdo com
alcool de cereais 25% resultou em 1,97 mg/mL e a extragdo com etanol absoluto
foi a que apresentou menor dosagem, sendo 0,49 mg/mL. Comparando com os
dados desse estudo, o extrato aquoso a quente de Soares et al. (2007)

apresentou uma quantidade de fendlicos menor do que a cerveja sem o extrato.



50

5.2.2 UHPLC-HRMS/MS

Foram detectados 4 compostos fendlicos presente nas amostras (Tabela
7) com massas correspondentes ao acido benzoico, acido hidroxibenzadico, acido
para-cumarico e acido galico. Os espectros de massas estdo dispostos no
Apéndice.

Os compostos detectados possuem baixo peso molecular e sugerem
pertencer a classe dos acidos fendlicos. Nao foram detectados compostos

correspondentes a classe dos flavondides.

Tabela 7. Compostos fendlicos identificados nas amostras.

Composto Formula Presenca nas
Identificado molecular amostras
Acido Benzoico CeHsCOOH | EH; EA; C; CH; CA
Acido hidroxibenzéico C7HeO3 EH; EA; CH; CA
Acido para-cumarico CoHsOs3 EH; CH
Acido galico C7HeOs EH; EA

*C: Cerveja sem extrato; CEH: Cerveja com extrato hidroalcodlico; CEA: Cerveja com extrato aquoso; EH:

Extrato hidroalcodlico; EA: Extrato Aquoso.

Gasekca et al (2018) avaliou o perfil fendlico de cogumelos Agaricus e
relatou a presenca de diversos acidos fendlicos. O Agaricus brasiliensis (AbM)
foi 0 que apresentou o maior teor desses acidos, principalmente o acido galico,
sendo detectados também os compostos encontrados nesse estudo, sendo o
acido benzoico, acido hidroxibenzoico, acido para-cumarico e acido galico.

A auséncia de flavonoides em cogumelos Agaricus, relatado nesse e em
outros estudos, deve-se a falta das enzimas necessarias para sua sintese,
porém, flavonoides podem estar presentes em cogumelos pois estes podem
absorvé-los a partir de substratos de plantas (GESEKCA et al. 2018).

Pode-se observar que o acido benzodico (figura 17) foi identificado em
todas as amostras analisadas e o unico encontrado na amostra de cerveja sem
extrato. O acido benzdico é considerado o acido carboxilico aromatico mais
simples e ¢é vastamente utilizado como conservante em alimentos,
medicamentos e cosmeéticos. Encontrado naturalmente em plantas, cogumelos,

frutas e produtos fermentados como cervejas, vinho e iogurte. Este composto foi
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identificado também por Moura-Nunes et al. (2016) em diferentes estilos de

cerveja.

Figura 17. Formula estrutural do acido benzéico.

Db%fDH

i

L
Fonte: Autora, 2022.

O acido hidroxibenzoico (figura 18) foi encontrado em todas as
amostras com excegdo da cerveja sem extrato. O composto € do grupo dos
acidos fendlicos e € um isémero do acido salicilico, normalmente encontrado em
cervejas por estar presente no malte e no lupulo. Foi identificado também por
Cheiran et al. (2019) em cervejas de diferentes estilos.

Zhai et al. (2021) utilizaram cepas de Agaricus brasiliensis e Agaricus
bisporus para fermentar trigo integral e identificaram o acido 4-hidroxibenzdico

nas amostras.

Figura 18. Formula estrutural do acido hidroxibenzdico.

CI%H,,DH
Tz
o

OH
Fonte: Autora, 2022.

O acido para-cumarico (figura 19) foi encontrado apenas na amostra do

extrato hidroalcéolico e na cerveja com o extrato hidroalcoolico. A presencga
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desse acido apenas nestas amostras sugere melhor extragdo com o solvente
hidroalcoolico do que com o aquoso. O acido para-cumarico € um acido fendlico
derivado do acido cinamico e encontrado tanto em cogumelos como em cervejas
(ZHAO et al., 2010; GESEKCA et al. 2018).

O acido para-cumarico foi encontrado em cervejas tido lager por Zhao et
al. (2010), em diferentes estilos de cervejas por Cheiran et al. (2019), Moura-
Nunes et al. (2016) e Marques et al. (2017).

Figura 19. Formula estrutural do acido para-cumarico.
ﬂ
= e op

HK\'\'\-\.
Fonte: Autora, 2022.

HO

O acido galico foi encontrado apenas no extrato hidroalcéolico, que
consequentemente apresentou maior dosagem na analise de quantificagcao de
fendlicos utilizando o reagente de folin ciocalteau e acido galico como padréao.
Esse composto € um dos principais fendlicos encontrados em cogumelos e tem
baixo peso molecular, o que facilita na absor¢ao do composto pelo intestino.
(STEFANELLO, 2013; FISCHMANN et al. 2020).

Figura 20. Férmula estrutural do acido galico
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T
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Fonte: Autora, 2022.

Apesar do conhecimento existente sobre o potencial antioxidante dos

acidos fendlicos in vitro, € prudente realizar mais estudos a cerca da sua agéao in
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vivo, pois ainda nao se tem dados relativos a absorg¢ao, concentragcao plasmatica
ideal e biodisponibilidade para efeito benéfico em DCNT (SOARES, 2002).
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CONCLUSOES

A incorporagéao de extratos de AbM na cerveja se mostrou uma alternativa
rentavel para incrementacdo de compostos fendlicos na bebida, visto que a
matéria prima utilizada para producdo da cerveja ndo é explorada
comercialmente, devido aos padrdes estéticos desejados para comercializagao.

As cervejas desenvolvidas apresentaram estar dentro dos padrbes
descritos para analises fisico-quimicas e com quantidades maiores de
compostos fendlicos do que a cerveja sem extrato. Porém & interessante
ressaltar que a produgao artesanal é passivel de erros que podem trazer
diferengas para cada cerveja produzida. As cervejas apresentaram um alto teor
alcodlico, provocado inclusive pela adicao do extrato, sugere-se mais pesquisas
para diminuicdo desse teor ou remogao completa do solvente. Uma analise
sensorial das bebidas desenvolvidas demonstraria a preferéncia do consumidor,
visto que os extratos podem alterar as caracteristicas organolépticas.

Foram identificados 4 compostos fendlicos nas amostras, sendo o acido
benzdico, acido hidroxibenzoico, acido para-cumarico e acido galico. Na cerveja
com adigdo do extrato hidroalcoolico foi detectada mais diversidade de
compostos fendlicos e em maior concentragao.

A analise utilizou uma metodologia de busca n&o direcionada e de carater
exploratorio, varios fatores podem ter influenciado esse resultado, como
armazenamento das amostras, métodos de extragcao e analise.

Nao foram encontrados trabalhos semelhantes a esse utilizando o AbM,
portanto, de acordo com os resultados obtidos, o presente trabalho demonstra
grande potencial da bebida como um alimento funcional, inclusive com acgéo

coadjuvante no tratamento de DCNT.
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APENDICES

ANEXO 1. Sobreposigcao dos cromatogramas das amostras.
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ANEXO 2. Cromatograma do Extrato Hidroalcodlico com picos identificados.
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ANEXO 3. Composto 2 detectado em 7,64 minutos no extrato hidroalcdolico correspondente ao acido hidroxibenzéico (137,0234

Intens. 3 -MS2(137.0233), 15.9eV, 7.64min #3048
[o/o]__
x104 7
2.5
] Oy, -OH
2.0
. | "
e 7 \
1.0 4 OH
] 137.0234
05
0.0 T T T T T T T T T T T T T
50 60 70 100 110 130 mz
ANEXO 4. Composto 4 detectado em 9,70 minutos no extrato hidroalcéolico correspondente ao acido benzoico (121,0287 m/z).
Intens. -MS2(121.0285), 15.5eV, 9.70min #3868
[%] 121.0287
*
600
] O%/OH
400 - =
I P
200 93.0337
77.0394
i 118.9234
0 ) ) ) ) ) ) T T T T ) T T
50 60 70 80 90 100 110 120 mz
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ANEXO 5. Composto 3 detectado em 8,76 minutos no extrato hidroalcdolico correspondente ao acido para-cumarico (163,0389

Intens. | -MS2(163.0389), 16.6eV, 8.76min #3496
0,
[ 1 119.0494
x1047]
2- [|3
1 . HO =
1 163.0389
] *
0 ¥ |
T T T T T T T
60 80 100 120 140 160 mz
m/z).
ANEXO 6. Composto 1 detectado em 7,09 minutos no extrato hidroalcoolico correspondente ao acido galico (169,0130 m/z).
Intens. ] -MS2(169.0130), 16.7eV, 7.09min #2825
o]
[A’]Z 125.0237
2000
1 0. OH
1500 e
1000
HO & on
500 O
] 83.0132
] 95.0121
0 7 | | ] 1 ?
T T T T T T T i
60 80 100 120 140 160 mz
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ANEXO 7. Cromatograma do Extrato Aquoso com picos identificados.
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ANEXO 8. Composto 1 detectado no extrato aquoso em 7,09 minutos correspondente ao acido galico (169,0135 m/z).

Intens. - -MS2(169.0135), 16.7eV, 7.09min #2818
o ]
(%] ] 125.0239
1000 x5
500 G
’ OH
J 95.0134
J | 111.0077 139.0006 &
0 T T T T . T ! T : T = T T T
60 80 100 120 140 160 m'z
ANEXO 9. Composto 3 detectado no extrato aquoso em 8,91 minutos correspondente ao acido benzoico (121,0269 m/z).
Intens. - -MS2(121.0293), 15.5eV, 8.91min #3547
[%] 121.0269
1 *
60 - O%/OH
E o 119.0491
40 -
P
20
0 T T T 1 1

70 80 90 100 110 120 miz
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ANEXO 10. Composto 2 detectado no extrato aquoso em 7,65 minutos correspondente ao acido hidroxibenzoico (137,0241 m/z).

Intens. -MS2(137.0239), 15.9eV, 7.65min #3043

0/ 1 -
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O%\\/OH
| i
e \
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ANEXO 11. Cromatograma da cerveja sem extrato com pico identificado.
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ANEXO 12. Composto 1 detectado na cerveja sem extrato em 8,32 minutos correspondente ao acido benzoico (121,0921 m\z).

] -MS2(121.0291), 15.5eV, 8.32min #3287
] 121.0291
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ANEXO 13. Cromatograma da cerveja com o extrato hidroalcoolico.
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ANEXO 14. Composto 3 detectado na cerveja com o extrato hidroalcéolico em 8,83 minutos correspondente ao acido para-
cumarico (163,0392 m/z).

Intens. -MS2(163.0394), 16.6eV, 8.83min #3503
1
[A)]: 119.0498
3000 -]
: I
2000 - = | S oy
] 2
1000 Ho
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ANEXO 15. Composto 1 detectado na cerveja com o extrato hidroalcéolico em 7,74 minutos correspondente ao acido
hidroxibenzoico (137,0245 m/z).

Intens. - -MS2(137.0238), 15.9eV, 7.74min #3071
0,
[%] 93.0339
4000 -
] OQN\/OH
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] | 2
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ANEXO 16. Composto 2 detectado na cerveja com o extrato hidroalcoolico em 8,25 minutos correspondente ao acido benzoico
(121,0288 m/z).

Intens. 1 -MS2(121.0291), 15.5eV, 8.25min #3274
(%] 121.0288

x1% 0. _OH *
: g
0.8 4
0.6 4
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ANEXO 17. Cromatograma da cerveja com o extrato aquoso e picos identificados.
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ANEXO 18. Composto 2 detectado na cerveja com o extrato aquoso em 8,29 minutos correspondente ao acido benzoico (121,0286

m\z).
Intens. -MS2(121.0287), 15.5eV, 8.29min #3289
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ANEXO 19. Composto 1 detectado na cerveja com o extrato aquoso em 7,79 minutos correspondente ao acido hidroxibenzoico

(137,0227 m\z).

Intens.— -MS2(137.0236), 15.9eV, 7.79min #3089
[%]]
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