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RESUMO

O consumo moderado e constante de alguns compostos naturalmente presentes nos
alimentos pode ser responsavel por diversos efeitos favoraveis a saude. Importantes
pesquisas sdo realizadas visando avaliar a possivel contribuicdo que os antioxidantes
presentes na dieta podem ter na prevencao de diversas doengas. A composigao da cerveja,
se destaca pela presenca de vitaminas, proteinas e compostos fendlicos, provenientes
geralmente da sua matéria-prima. Este estudo teve como objetivo investigar o potencial
antioxidante e compostos fendlicos de cervejas distintas, bem como analisar sua principal
matéria-prima, cevada, e o subproduto gerado, bagac¢o de brassagem na sua forma umida e
seca. Tanto para as cervejas como para a cevada e o bagaco foram realizadas as analises
para determinacdo da atividade antioxidante, através dos métodos quimicos: ABTS (acido
2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin 6-sulfénico) e o DPPH (2,2- Difenil-1-picrilhidrazilo), e para
os compostos fendlicos totais 0 método de Folin-Ciocalteu e para determinar os flavanois o
método DMACA. Com o intuito de determinar se o bagago de brassagem, denominado
também como residuo do processamento, pode ser reaproveitado realizou-se o estudo da
sua composicao centesimal. A cevada e o bagaco de brassagem foram analisados apdés
obtencéo de extratos com trés diferentes solventes (acetona, agua e etanol), pelo método
de extracdo seqliencial e também por extracdo direta com acetona, em diferentes
concentragdes. O solvente extrator de maior desempenho foi a acetona 70%, medida
através do método ABTS. Na cerveja, os compostos fendlicos podem variar de 249,73 a
808,58 mg GAE/L, em ordem crescente a cerveja escura de trigo, apresenta os maiores
valores de polifendis totais, seguida das cervejas escura de cevada, das cervejas clara de
trigo e das cervejas clara de cevada. Apresentando valores de atividade antioxidante
equivalente ao Trolox, TEAC (método ABTS), que variaram de 1048,62 a 3957,97uMol
TEAC/L e pelo método DPPH, de 1051,98 a 3015,29 uMol TEAC/L. Enquanto que no chopp
de cevada, o conteudo de compostos fendlicos pode variar de 314,3-360,7 mg GAE/L, e
atividade antioxidante (método ABTS) média de 2113,02 uMol TEAC/L (lote 3). Na cevada o
conteudo médio de polifendis totais foi 292 mg (GAE)/100g, e de atividade antioxidante
1779,75 uMol TEAC/100g. Consideravel conteudo total de compostos fendlicos
permanecem no bagago, em média 114,81 mg GAE/100g de amostra no bagago umido e
180,58 mg GAE/100g de amostra no bagacgo seco, ambos obtidos pela extragdo sequencial,
e a atividade antioxidante no bagago umido varia de 98,92 a 427,99 uMol TEAC/100g e de
167,26 a 680,81 uMol TEAC/100g de bagago seco. Os resultados obtidos demonstraram
que existe correlagdo entre a atividade antioxidante e os compostos fendlicos, na cerveja e
no chopp, assim como na cevada e no bagaco de brassagem. As cervejas analisadas
podem ser fonte de compostos fendlicos aos quais se atribui a atividade antioxidante.

Palavras-chave: cervejas, cevada, bagago de brassagem, atividade antioxidante, compostos
fendlicos.
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ABSTRACT

A moderate and constant consumption of some naturally present compounds in foods
can be responsible for some favorable effects to the health. Nowadays, there are many
researches aiming to evaluate the possible contributions that antioxidants originating from
diet could have on the prevention of diverse diseases. Compounds that are proeminent in
beer composition are vitamins, proteins and phenolic compounds, usually procceding from
its raw material. The objective of this study was to investigate the antioxidant potential and
phenolic compounds from different types of beers, as well as analyse its principal raw
material, barley, and the subproduct generated, brassage pomace in its humid and dried
form. As much in the beers as in the barley, analyses for the determination of antioxidant
activity were determined using both methods: ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothyazoline
6-sulphonic acid) and DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazil); for the total phenolic content,
the Folin-Ciocalteu’s method; for the determination of flavanols, the flavanols,the DMACA
method. With the intention of determining if the brassage pomace, also called processing
residue, could be reused, the centesimal composition analysis was carried out. The barley
and bagasse pomace were analysed after attainment of their extracts using three different
solvents: acetone, water and ethanol, using the sequential extraction method and also
through direct extraction with acetone in different concentrations. The extraction solvent with
better performance, acetone 70%, was obtained with the ABTS method. In the beers, the
phenolic compounds varied from 249,73 to 808,58 mg GAEI/L, in crescent order the dark
wheat beer presented the highest poliphenolic values, followed by dark barley beer, clear
wheat beer and clear barley beer, presenting trolox equivalent antioxidant activities, TEAC
(ABTS method), which varied from 1048,62 to 3957,97uMol TEAC/L and with the DPPH
method, from 1051,98 to 3015,29 uMol TEAC/L. While in barley fresh beer, the total phenolic
content varied from 314,3-360,7 mg GAE/L, and antioxidant activity (ABTS method) means
varied from 2113,02 uMol TEAC/L (allotment 3). In the barley, the total phenolic content
mean was 292 mg (GAE)/100g, and antioxidant activity was 1779,75 uMol TEAC/100g. A
high total phenolic content could be observed in the pomace, which mean was 114,81 mg
GAE/100g in the humid pomace and 180,58 mg GAE/100g in the dried pomace, both
obtained by the sequential extraction, and the antioxidant activity of the humid pomace
varied from 98,92 to 427,99 uMol TEAC/100g and from 167,26 to 680,81 uMol TEAC/100g in
the dried pomace. The results obtained show that there is correlation between the
antioxidant activity and phenolic compounds in beer and fresh beer, as well as in the barley
and brassage pomace. The beers analysed could be a potential source of phenolic
compounds to which the total antioxidant activity is attributed.

Keywords: beers, barley, brassage pomace, antioxidant activity, phenolic compounds.
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INTRODUCAO

Constantemente os organismos vivos estdo sujeitos a ac&o oxidativa do
oxigénio, diversos estudos tém demonstrado que substancias antioxidantes
presentes na dieta diaria pode produzir uma acgao protetora efetiva contra estes
processos oxidativos no organismo, removendo ou prevenindo a formacgdo de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio. Uma gama de doengas entre as quais
cancer, aterosclerose, diabetes, artrite, malaria, doencas do coragao, podem estar
ligadas aos danos causados por formas extremamente reativas de oxigénio
denominadas de espécies reativas de oxigénio ou EROs (ANGELIS, 1999).

Substéncias antioxidantes presentes nos alimentos de origem vegetal, como
compostos fendlicos, estédo relacionadas a capacidade antioxidante dos mesmos. As
propriedades benéficas desses compostos podem ser atribuidas a sua capacidade
de sequestrar os radicais livres (DECKER, 1997).

Considerando que o estresse oxidativo nos humanos € consequéncia de um
desequilibro antioxidante (espécies reativas de oxigénio contra as defesas e
mecanismos de reparagao), se destaca a importancia de encontrar um equilibrio.
Além das defesas enddgenas como as enzimas superoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase estarem envolvidas no processo antioxidante, estdo as
defesas exdgenas, que podem ser controladas e dosadas na medida das
necessidades humanas. O consumo de antioxidantes exdgenos, € muito importante,
ja que alguns como por exemplo, a vitamina E e o [B-caroteno somente sao
sintentizados pelas plantas e encontrados nos alimentos (vitamina C, selénio e os
compostos polifendlicos) (KUSKOSKI, 2003).

A cerveja é uma das bebidas de baixa graduacao alcodlica, em torno de 4 a
8%, rica em nutrientes e outros componentes, incluindo carboidratos, aminoacidos,
minerais, vitaminas e compostos fenodlicos. Além do mais, o seu consumo moderado
favorece uma maior massa Ossea devido a grande quantidade de flavondides e
silicio na sua composicdo (MARTINEZ, 2004).

O Brasil apresenta hoje mais de 60 cervejarias de médio e grande porte, que
adotam a mais moderna tecnologia cervejeira para fabricar suas cervejas. A
producado brasileira de cerveja soma aproximadamente 9 bilhdes de litros anuais
(2005), o consumo total de cerveja apresentou crescimento de aproximadamente

6,5%, colocando o Brasil em 4° lugar em nivel mundial, atras apenas da China (27
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bilhdes de litros/ano), Estados Unidos (23,6 bilhdes de litros/ano) e Alemanha (10,5
bilhdes de litros/ano). O potencial de consumo brasileiro evolui a medida que
aumenta a populagéo da faixa etaria (18 a 59 anos) que comega a consumir cerveja
e também devido ao aumento do poder aquisitivo. Quanto ao consumo per capita,
no entanto, o Brasil apresenta-se com uma média de 47,6 litros/ano por habitante
(SINDICERV, 2005).

A cevada, além de ser um dos cereais mais utilizados na producdo da
cerveja, € um cereal que apresenta ainda na forma de grdo, 95% da energia do
milho. Como subproduto da cervejaria, sendo também chamado de residuo de
cervejaria, utilizada na alimentagao animal, ela é classificada como suplemento
protéico, sendo comparada ao farelo de soja em valor nutricional. (FARIA, 2003).

O residuo de cervejaria umido (bagaco de brassagem), resultante do
processamento da industria cervejeira, € hoje produzido em larga escala no Brasil,
principalmente na Regido Sudeste. Para cada 100 kg de malte utilizado na
fabricagdo de cerveja sdo gerados entre 118 e 130 kg de bagago com 79% de
umidade. Uma das vantagens do uso do bagaco de brassagem na alimentagao
animal consiste em diminuir o depdsito de residuos das industrias e reduzir a
quantidade de concentrados que devem ser adicionados a dieta (CLARK, MURPHY
e CROOKER, 1987).

Tendo em vista, a importancia em determinar os produtos que possam ser
classificados como fonte de compostos antioxidantes obtidos nas dietas alimentares,
este trabalho tem por objetivo avaliar o conteudo de compostos fendlicos na cerveja,
chopp e na cevada e no subproduto do processamento residuo de cervejaria ou
bagaco de brassagem. Determinar a atividade antioxiodante aplicando os métodos

ABTS e DPPH, e  correlacionar aos valores de fendlicos totais.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Radicais livres

O oxigénio esta associado a condi¢cbes de vida aerébia e como molécula que
mantém o metabolismo e Vviabilidade celular. Também ¢é responsavel pela
degradacgao quimica de inumeras macromoléculas existentes no sistema bioldgico, e
pela producdo de espécies reativas de oxigénio (EROQO’s). De todo o oxigénio
disponivel para célula, 95% se transforma em energia e 5% se transforma em
espécies reativas toxicas de oxigénio (DAVIES,1994).

As moléculas organicas e inorganicas e os atomos que contém um ou mais
elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como
radicais livres (ITO e HIROSE, 1989; FREMONT, 2000). Essa configuracéo faz dos
radicais livres moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e
quimicamente muito reativas. A presenca dos radicais é critica para a manutencgao
de muitas fungdes fisioldgicas normais (LO, CHEUNG e PETER, 2005).

Os radicais livres sdo formados durante processos fisiolégicos comuns,
podendo as ERO’s serem produzidas no citoplasma, nas mitocéndrias durante o
processo respiratério ou na membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA).(ANDERSON, 1996; YU E ANDERSON, 1997).

As espécies reativas do oxigénio (ERO’s) formam as espécies radicalares
cujo elétron desemparelhado esta localizado no atomo de oxigénio. S&do exemplos
de ERO’s o anion radical superdxido (O2°), o radical hidroxila (OH®) e o radical
peroxila (RO,*) (SIES, 1991; KARAKAYA, EL e TAS, 2001; BERGER, 2005)

Em organismos aerébios saudaveis o balango entre a formagdo de ERO'’s
com a producdo de antioxidantes, deve estar em equilibrio. Quando a geragao de
ERO’s sobrepassa as barreiras de defesa do organismo, se inicia a produ¢ao de um
grande numero de danos oxidativos nas estruturas biolégicas de macromoléculas
tais como DNA, carboidratos, proteinas e lipidios. (ERENEL, ERBAS, ARICIOGLU,
1993; HALLIWELL et al., 1995 (a); GONZALEZ SAN JOSE, MUNIZ e VALL BELLES,
2001). O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, com balango maior
para as oxidantes, resulta na indugcdo de danos celulares pelos radicais livres, e é

nomeado de estresse oxidativo (SIES, 1993).
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O estresse oxidativo esta relacionado com doengas como cancer, esclerose
multipla, mal de Parkinson, doenga auto-imune, isquemia, anemia e deméncia senil
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990; RICE-EVANS et al., 1997).

A base do desenvolvimento de muitas doencas crdnicas pode estar
relacionada a quantidade de radicais livre presentes no organismo e aos produtos
subsequentes formados nas reacgdes iniciadas por eles. Alteragdes nas membranas
celulares podem levar a transtornos de permeabilidade, alterando o fluxo ibnico e de
substancias, provocando a perda da seletividade para a entrada ou saida de
nutrientes e substancias toxicas a células, alteracdo do DNA, oxidacdo LDL e
comprometimento dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanos, colageno
e elastina) (TOMAS, 2000; CURI et al.,2002; TEPE et al.,2005).

Os radicais livres podem ser produzidos através de fontes enddgenas e
exdgenas e esses sdo metabolizados no organismo pelo sistema de antioxidantes
enzimaticos (por agdo das enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase) ou, também, podem ser neutralizados através de
substancias antioxidantes ndo enzimaticas (como tocoferdis, acido ascorbico e
carotenos) Figura 1. (DIPLOCH,1991; BERGER,2005; MATHEW e ABRAHAM,
2005).

Fontes enddgenas Fontes exégenas
; - P
- -
el = - // “ -
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Figura 1. Algumas fontes de EROs e mecanismos de defesa. (BIOQUIMICA, 2005).
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Antioxidantes dietéticos, de fontes exdgenas, podem ser efetivos na limitagao
do processo oxidativo em sistemas tanto in vitro como in vivo. Atribui-se como fonte
de antioxidantes exdgenos, diversos vegetais, frutas e verduras, bebidas, ervas e
especiarias (SCHULER,1990).

1.2 Antioxidante

Uma substédncia €& considerada antioxidante quando presente em baixa
concentracdo, comparada a do substrato oxidavel, diminui ou inibe
significativamente a oxidacao daquele substrato (RICE-EVANS et al.,, 1997;
HALLIWELL, 2002).

Antioxidantes também podem ser definidos como compostos, naturais ou
sintéticos, que apresentam elevada estabilidade oxidativa e que tém propriedade de
prevenir a oxidacdo de outras substancias como proteinas, acidos nucléicos e
lipideos (MOREIRA e MANCINI-FILHO, 2003).

Portanto os antioxidantes sdo geralmente classificados como “inibidores da
peroxidacao lipidica e consequentemente da deterioracdo de alimentos”. Em
contraste, no trato-gastrointestinal humano, bem como nos tecidos corporais o dano
gerado pelo desequilibrio entre antioxidantes e radicais livres, as proteinas e a
moléculas de DNA ¢é tdo importante quanto a oxidacéao lipidica, sendo que a lesao
desta molécula pode ser considerada um dos maiores riscos para o desenvolvimento
de doengas como cancer e infarto do miocardio (HALLIWELL, 2002).

Os antioxidantes podem apresentar uma caracteristica primaria, onde atuam
como doadores de protons, impedindo o processo de iniciagao desencadeado pelos
radicais livres. Nesta classe de antioxidantes s&o encontrados os compostos
fendlicos, aminoacidos, tocoferol e carotendides. (SIMIC e JAVANOVIC, 1994;
WEIBURGER, 2001; STEINBERG, BEARDEN e KEEN, 2003).

Os antioxidantes secundarios atuam no bloqueio da decomposicdo dos
peréxidos e hidroperéxidos, convertendo-os na forma inativa por acdo de agentes
redutores, bloqueando a reagdo em cadeia através da captacdo de intermediarios
reativos como os radicais peroxila e alcoxila. Entre eles sdo também caracterizados
os antioxidantes sintéticos, as vitaminas A e E, e os compostos fendlicos
(DONNELLI e ROBINSON, 1995).
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Entre os antioxidantes presentes nas frutas, vegetais e cereais, os mais ativos
e frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos, principalmente a classe
dos flavonoides. As propriedades benéficas desses compostos podem ser atribuidas
a sua capacidade sequestradora de espécies radicales, principalmente as hidroxilas
vicinais ligadas ao anel aromatico (DECKER, 1997; GALATO et al., 1999).

Além das propriedades sequestradoras de radicais, os compostos fendlicos
podem ainda quelar metais de transicdo, impedindo que estes participem de reacdes
redoxes e consequentemente prevenindo eventos oxidativos (JACOB e BURRY,
1996; FREMONT, 2000).

Os compostos fendlicos mais estudados sao: o acido caféico, o acido galico e
0 acido elagico. Esses compostos de consideravel importéncia na dieta podem inibir
o processo de peroxidagao lipidica, consequentemente, podem agir como agentes
anticarcinogénicos e cardioprotetores (HALLIWELL et al., 1995 (b); NARDINI e
GHISELLI, 2004; BAMFORTH, 2002).

1.3 Oxidacéao lipidica

A oxidagao lipidica, sendo um fenbmeno espontaneo e inevitavel, com uma
implicagdo direta no valor comercial seja dos compostos graxos, seja de todos os
produtos que a partir deles sado formulados (SILVA, BORGES e FERREIRA, 1999)
conduz a mudangas que ocorrem durante o processamento, distribuicdo e
preparagao final dos alimentos. A oxidacdo de lipides inicia também outras
mudangas nos alimentos que afetam sua qualidade nutricional, seguranga, cor,
flavor e textura (SHAHIDI, JANITHA e WANASUNDARA, 1992). Este aspecto € de
grande importancia, ndo somente sob o enfoque econémico, através de perdas
devido a diminuicdo da vida-de-prateleira, mas também pela possibilidade dos
radicais livres formados reagirem ou interagirem com outros constituintes dos
alimentos provocando uma queda na qualidade nutricional dos mesmos (NAWAR,
1996).

A autoxidacgao de lipides polinsaturados de alimentos envolve uma reagdo em
cadeia de radicais livres, que é frequentemente iniciada pela exposicao dos lipides a
luz, calor, radiagao ionizante, ions metalicos ou catalise metalo-protéica. A enzima
lipoxigenase pode também iniciar a oxidagao. A rota classica de autoxidagao inclui

reagcdes de iniciacdo (producdo de radicais livres dos lipides), propagacao e
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terminacdo (produgdao de produtos nao radicalares), Reagdes 1-4 (Figura 2),
(SHAHIDI, JANITHA e WANASUNDARA, 1992).

niciacio RH —» R*+H" (1)
Propagacéo R*#+0, —— * ROO- 2)
ROO*+ RH ——» R*®+ ROOH (3)
Terminacéo R®*R"
R*+ ROO* } produtos ndo radicalares (4)
ROO *+ROO *

Figura 2. Quadro da rota classica de autoxidacdo (SHAHIDI, JANITHA e
WANASUNDARA, 1992).

1.4 Polifendis

Os polifendis estao entre os compostos naturais mais disseminados em
plantas registrando-se mais de 8000 estruturas diferentes (KUSKOSKI et al., 2005).
Classificados como um grupo de substéncias fendlicas de baixo peso molecular
formadas pela combinacdo de substancias derivadas da fenilanina e do acido
aceético, via biossintéticas do shiquimato e do acetato, respectivamente. Apresentam-
se frequentemente oxigenados e podem ser encontrados tanto em estado livre
(aglicona ou genina) como na forma de glicosideos, também chamados heterosideos
(ligados a agucares). Ocorrem quase que exclusivamente em plantas superiores,
embora existam também, relatos de sua presengca em algumas algas e fungos;
sendo nessas responsaveis pela coloragdo das flores e dos frutos (ZUANAZZ| e
MONTANHA, 2003).

Embora se possa encontrar flavonéides em diversas formas estruturais, sua

estrutura é baseada num nucleo flavilium (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica do nucleo flavilium (KUSKOSKI, 2003).

Nos compostos triciclicos, as unidades sdo chamadas nucleos A, B e C e os
atomos de carbono recebem a numeracdo com numeros ordinarios para os nucleos
A e C, e os mesmos numeros seguidos de uma linha (’) para o nucleo B. Esta
estrutura tem como nucleo fundamental um esqueleto de carbono C6-C3-C6 (15
atomos de carbono), constituido de grupos fenilas ligadas por uma cadeia de trés
carbonos entre elas (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).

Quanto a aspectos fisico-quimicos, os flavondides sao geralmente soluveis
em agua. Podem ser extraidos com alcool etilico 70% e ficam na fase aquosa, se
este extrato for seguido de uma separagéo liquido-liquido com éter de petréleo.
Flavondides contém sistemas aromaticos conjugados e por isso, mostram intensa
banda de absorcdo em regides do espectro visivel e do ultravioleta (UV)
(HARBORNE e WILLIAMS, 2000).

A estrutura quimica dos compostos fendlicos € que confere sua capacidade
de atuar como captadores de radicais livre. O tipo de composto, o grau de
metoxilagdo e o numero de hidroxilas sao alguns dos parametros que determinam
esta atividade antioxidante.

Assim, segundo RICE-EVANS et al. (1995) os compostos com maior atividade
antioxidante sdo os de estrutura flavonoides. Precisamente os flavondides
majoritarios nas cervejas, sdo 0s que apresentam:

- dois grupos hidroxilas na posicéo orto do anel B, o que confere uma alta
estabilidade ao radical que se forma depois da reacado de captura do radical livre.

- uma dupla ligagao entre o carbono 2 e 3 em conjugagao com carbonila
(C=0) em posicao 4 no anel C.

- grupos OH no carbono 3 e 5 e grupo carbonila (C=0) na posi¢ao 4 dos anéis
AeC.
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Os flavondides sao responsaveis, nas plantas, por diversas fungoes, tais
como protegcdo contra doengas causadas por microrganismos, protecdo contra a
incidéncia de raios UV/Vis, podem também servir como fator dissuasivo contra
insetos e animais herbivoros. Entretanto, como alguns produzem cor, podem ao
mesmo tempo funcionar como atrativos de animais, com finalidade de polinizagao.
Alguns representantes dessa classe podem reagir com enzimas, inibindo-as, e como
consequéncia, interferir em processos bioldgicos da planta. Além disso, podem
também agir como antioxidantes, no controle da acado de horménios vegetais e como
agentes alelopaticos (HARBONE, 1994; HARBORNE e WILLIAMS, 2000; ZUANAZZI
e MONTANHA, 2003).

Os compostos fendlicos conferem propriedades antioxidantes tanto para
alimentos, como para o organismo, sendo indicados na prevencado de alguns
quadros patoldgicos, que envolvem a participagao dos radicais livres, como cancer,
doengas cardiovasculares, catarata, entre outras doengas. Atuam como agentes
redutores, sequestradores de radicais livres, inibidores da lipoxigenase e algumas
vezes como quelantes de metais (SHAHIDI, JANITHA e WANASUNDARA, 1992;
PALLI, 2004).

As principais fontes de polifendis sao: frutas e bebidas (sucos de frutas, vinho,
cha, café, chocolate e cerveja) verduras, legumes e cereais. Os flavonoides formam
o maior grupo dos polifendis, um grupo que pode ser representado principalmente
pelas antocianinas e antoxantinas. As antocianinas sao pigmentos azuis, vermelho a
violeta, e estdo presentes em flores e em frutas. As antoxantinas que incluem os
flavondis, flavandis, flavonas e isoflavonas (DENKE, 2000; WEINREB et al, 2004;
KUSKOSKI et al., 2005).

Uma dieta ideal rica em polifendis seria em torno de 1g/dia. Entretanto,
estudos de biodisponibilidade indicam que os niveis encontrados no plasma nao
refletem essas quantidades. Tem-se observado que existe uma grande variedade na
biodisponibilidade observada tanto entre polifendis como entre individuos
(SCALBERT e WILLIAMSON, 2000). Em geral, a biodisponibilidade esta em fungao
da solubilidade (HOLLMAN et al, 1998; EASTWOOD, 1999) e os polifendis
apresentam diferentes niveis de absorcdo nos meios biologicos (BOURNE et al,
2000).

A biodisponibilidade difere extremamente de um polifenol a outro, de modo

que os polifendéis que sdao os mais abundantes em nossa dieta ndao séao
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necessariamente aqueles que conduzem as concentragdes mais elevadas de
metabdlitos ativos nos tecidos alvo (ZUANAZZI e MONTANHA , 2003; DEL CARLO
et al, 2004; MANACH et al., 2005). O consumo de alimentos ricos em polifendis pode
estar associado com a diminuicdo do risco de cancer, derrames e doencas
coronarias (PAPADOPOULOU e FRAZIER, 2004).

Polifendis tem afinidade de ligagdo com proteinas. A capacidade antioxidante
de polifendis pode ser modificada pela presenca de proteinas (ARTS et al, 2002). A
ligacdo das proteinas dos alimentos pode ter implicagbes em termos de
biodisponibilidade (WOLLGAST e ANKLAM, 2000). Entretanto proteinas presentes
em uma matrix alimentar, no processo digestivo e no sangue podem exercer
influéncia na atividade biologica dos polifendis (PAPADOPOULOU e FRAZIER,
2004).

Uma das propriedades mais conhecidas dos compostos fendlicos € sua
capacidade de unir-se e precipitar as proteinas da dieta, endégenas e de enzimas,
as quais podem formar complexos soluveis e insoluveis. Os complexos insoluveis
polifenol-proteinas passam sem alteracdo pelo trato gastrointestinal, sendo
excretado pelas fezes, e portando reduzindo a digestibilidade das proteinas
(CHARLTON, et al., 2002)

1.5 Alimentos que atuam como antioxidante

No organismo existe um equilibrio entre oxidantes/antioxidantes, quando este
equilibrio se rompe a favor dos oxidantes se produz o estresse oxidativo que esta
implicado em muitos processos patologicos. Portanto, € de vital importancia o
consumo de alimentos que contenham antioxidantes naturais para manter o
equilibrio oxidante/antioxidante. (CAO et al., 1998; YOUNG et al, 1999; KUSKOSKI
et al., 2005).

Alguns estudos visam avaliar a possivel contribuicdo que os antioxidantes
presentes na dieta podem ter na prevencao de doencas, no entanto € importante
ressaltar que para um composto ter capacidade antioxidante, depende da
concentragéo e absorgdo (ANGELIS, 1999).

Os ingredientes benéficos dos alimentos sdo denominados de componentes
funcionais e de componentes bioativos. Tais ingredientes exercem acgoes

antioxidantes, ativando enzimas hepaticas contra intoxicagdes, bloqueando toxinas
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bacterianas ou virais, inibindo a absorg¢ao de colesterol, diminuindo a agregacao de
plaquetas ou inibindo bactérias gastrintestinais indesejaveis. Componentes bioativos
incluem grande numero de compostos quimicos com estruturas variadas, dentre os
quais carotendides, flavondides, esterdis, acidos graxos poliinsaturados e acidos
fenolicos (PENNINGTON, 2002).

O consumo de vegetais tem sido associado a uma dieta saudavel. Além do seu
potencial nutritivo, estes alimentos contém diferentes fitoquimicos, muitos dos quais
desempenham fung¢des bioldgicas, com destaque para aqueles com agéo
antioxidante. Estudos tém demonstrado que além de [(-caroteno, vitamina C e
vitamina E, os compostos fendlicos também estdo relacionados a capacidade
antioxidante de varios vegetais (VELIOGLU et al.,1998; GARDNER et al., 2000;
McDONALD et al., 2001).

Estudos tém demonstrado uma menor incidéncia de enfermidades
cardiovasculares, cancer e outras patologias, nos paises do sul da Europa, onde se
consome uma dieta mediterranea, frente aos paises nérdicos. Este efeito € atribuido
especialmente as vitaminas e compostos fendlicos. O consumo de frutas, verduras,
aceite de oliva, e determinadas bebidas como cerveja, vinho e cha, apresentam uma
relacdo inversa com as enfermidades cardiovasculares (GINGLIANO, 2000).
Diversos trabalhos relatam que o consumo moderado de vinho e cerveja esta
associado com uma menor incidéncia destas enfermidades cardiovasculares. Do
ponto de vista nutricional, as cervejas contém mais proteinas e vitaminas do grupo B
que o vinho. A atividade antioxidante da cerveja é similar a do vinho embora seus
antioxidantes especificos presentes no lupulo e na cevada sejam diferentes dos
compostos antioxidantes presentes na uva (DENKE, 2000).

As cervejas contém muitos componentes, entre eles, acido félico, vitaminas do
complexo B (B1, B2, B12) e polifendis que sao os elementos antioxidantes naturais
presentes em maior quantidade na cerveja e nas matérias primas utilizadas na
elaboracdo da mesma. Certamente, os polifendis da cerveja se originam da casca da
cevada malteada e do lupulo (GONZALEZ SAN JOSE , MUNIZ e VALL BELLES,
2001).

Nos cereais 0os compostos fendlicos podem ser encontrados na forma livre,
soluvel conjugada e conjugados (YU, VASANTAHAN, TEMELLI, 2001), no
endosperma, gérmen e fragdes de farelo. A maior parte destes compostos encontra-

se na forma conjugada, esterificada aos polissacarideos das paredes celulares
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(ADOM e LIU, 2002). Os mais abundantes sao os acidos fendlicos entre eles, acidos
ferulico, vanilico, p-cumarico, protocateico e caféico (ANDREASEN et al., 2001).

Presentes nos grdos e em seus produtos, os compostos fendlicos
apresentam-se como excelente fonte doadora de elétrons, e possuem atividades
antioxidantes associada com beneficios a saude (SLAVIN, 2003). Além disso, o alto
consumo de fendis €& correlacionado com a redugcdo do risco de doencgas
cardiovasculares e certos tipos de cancer (DUTTHIE, DURTHIE e KYLE, 2000;
TAPIERO et al,2002).

1.6 Cerveja, cevada, bagaco brassagem

1.6.1 — Cerveja

A palavra “beer” provém do latim “bibere” que quer dizer beber. Ha 5000
anos, ja existia a cerveja, conforme inscricbes em ruinas da Mesopotamia, do século
37 a.C. O livro dos Mortos, do Antigo Egito, traz mengdes sobre a cerveja fabricada
com cevada. Também na China ha registros de 4000 anos da “kiu”, cerveja feita a
base de cevada, trigo, milho e arroz. Os imigrantes, colonos primitivos ingleses e
holandeses, trouxeram a tecnologia doméstica da fabricagdo da cerveja para a
América, preparando a mesma com milho e lupulo.

No Brasil, em 1900, ja estava estabelecida a industria cervejeira com 27
cervejarias registradas (AQUARONE, LIMA e BORZANI, 1983; MATAIX, 2004).

As bebidas alcodlicas como a cerveja, o vinho e os licores, diferenciam-se na
sua composicdo, na concentracdo de alcool etilico e em outra série de compostos
como 0s agucares, aminoacidos, minerais, polifendis, vitaminas entre outros que
Ihes conferem distintos valores nutritivos. O vinho, por exemplo, uma bebida que
esta fundamentalmente ligada a cultura mediterranea e que faz parte da dieta, onde
o consumo é moderado, regular e ou mesmo diario, durante as refeigdes, tal fato néo
ocorre, por exemplo, com os licores (LLERENA e HUERTA, 1998). No Brasil devido
ao clima o consumo de cerveja é superior ao consumo de vinhos, até mesmo na
regidao sul onde esta localizada a maior producéo de vinhos.

Por ser uma das bebidas mais delicadas e labeis, possuindo um complexo,
mas moderado, aroma e sabor. O equilibrio de seus compostos volateis e nao-

volateis é responsavel pela aceitagdo e qualidade da bebida. A composi¢cao em
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ésteres, aldeidos, dicetonas vicinais, acidos organicos, alcoois superiores, fendis,
iso-a-acidos e outros compostos estdo diretamente relacionados com a qualidade. A
perda de qualidade por sabores indesejaveis € um sério problema nas industrias
cervejeiras (ARAUJO, SILVA e MINIM, 2003).

1.6.1.1  Processamento da cerveja

A cerveja é produzida da fermentacao alcodlica do mosto de cereal malteado,
geralmente malte de cevada, sendo facultativa a adicdo de outra matéria-prima
amilacea ou de lupulo, e em geral o teor alcodlico é baixo, de 3 a 8%. Figura 4. Sob
esta designagcédo podem se encontrar os mais diversos tipos de cerveja, obtidos por
processos que vao da fabricagdo caseira a cerveja de processamento industrial
(AQUARONE, LIMA e BORZANI, 1983; MARTINEZ, 2004).

As matérias-primas essenciais para a fabricacdo da cerveja sdo: agua, malte,
complementos de malte, levedura e Ilupulo. Outros componentes podem ser
utilizados, de acordo com o tipo, a tradicdo ou a preferéncia local (MATAIX, 2004,
MARTINEZ, 2004).
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Figura 4. Cevada, bagago de brassagem e cerveja.
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Malte € um termo técnico utilizado para definir a matéria-prima resultante da
germinagcao de qualquer cereal sob condigdes controladas. Quando nao ha
indicacdo, se subentende que é feito de cevada e em qualquer outro caso, é
acrescentado o nome do cereal, por exemplo: malte de trigo, de centeio e de outros
cereais (KUNZE, 1997).

O processo de fabricagdo do malte chama-se maltagem, que envolve o
controle do umedecimento com agua e posterior germinagdo sob condi¢des
controladas de temperatura com o intuito de obter mudancgas fisicas e quimicas
desejadas, com uma perda minima de energia pelo processo de respiragcao
(KALNIN, 1999).

Dentro da fabrica de cerveja, o processo inicia-se com a moagem do malte,
mosturagao, fervura, fermentacéo e maturacgao (Figura 5).

A mosturagdo consiste em misturar o malte moido, a agua e os sucedaneos
do malte, em dornas com controle de temperatura que iniciam o processo a baixas
temperaturas e vao aquecendo por etapas até 75°C. O objetivo € gomificar o amido
para facilitar a hidrolise deste por parte das enzimas do malte. Quando a massa
estiver a 50°C, estardo agindo as proteases, a 60-65°C, ocorre a sacarificagéo pela
B- amilase e a 70-75°C, a dextrinizagédo do amido pela a- amilase. O ponto final da
mosturagcédo é a degradacdo do amido, que se hidrolisa a agucares fermentesciveis
como maltose, glicose e maltotrioses, além de formar dextrinas (KRAMER, 1999).

As operagbes de mosturagao e de fervura sdo designadas de brassagem na
cervejaria. Nesta fase ha precipitacdo de proteinas, resinas e taninos. Durante a
fermentacao, ocorre a utilizacdo do agucar pelas leveduras e produgdo de CO; e
alcool.

O acompanhamento da fermentacdo pode ser feito através da medida dos
sélidos em solugdo, graus Brix. Dependendo da quantidade de sdélidos no inicio,
traduzidos pelos agucares fermentesciveis, tem-se uma quantidade maior ou menor
de alcool na fase final da fermentagéo.

Apdés a fermentagdo principal, a cerveja verde, que ainda possui uma
suspensdo de leveduras e uma parte de material fermentescivel passa por uma
fermentagao secundaria chamada maturagao. Na verdade € um repouso prolongado
a temperaturas baixas, de 0 a 3°C que contribui para a clarificacdo da cerveja e
melhoria do sabor (AQUARONE, LIMA e BORZANI, 1983; MARTINEZ, 2004).
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Figura 5. Fluxograma do processo de producéo da cerveja (KRAMER, 2004)

1.6.1.2.Tipos de Cervejas

Cervejas sao classificadas em de alta ("ale") e de baixa ("lager") fermentacgao,
sendo os sabores e aromas das cervejas "lager" mais suaves e leves. Cervejas do
tipo "lager" sédo fermentadas a temperatura de 3,3 a 13°C e a duragdo da
fermentacdo e da maturagcdo pode ser de 4 a 12 semanas. Devido as baixas
temperaturas usadas no processo, os sabores e aromas das cervejas "lager" sao
mais suaves e leves em comparag¢do com as "ales" (HARDWICK, 1995).

As cervejas do tipo ‘"lager", que s&o elaboradas com cepas de

Saccharomyces calsbergensis, sao mais populares mundialmente e as do tipo "ale",
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elaboradas com cepas de Saccharomyces cerevisae, sao muito populares na Gra
Bretanha (VARNAM e SUTHERLAND, 1997).

Embora nitidamente diferenciadas em tecnologia cervejeira, as classificagdes
taxondmicas destas leveduras tendem a agrupa-las em apenas uma espécie,
Saccharomyces cerevisae. Como exemplos de cerveja tipo "lager" se pode citar a
Bock, Dortmunder, Munchner, Pilsener e Vienna (Marzen) e de cerveja tipo "ale"
tem-se a Porter, Stout, Salsons, Alt, Light ale, Pale ale, Bitters e Barley wines
(ARAUJO SILVA, e MINIM, 2003).

As cervejas de trigo sao processadas com malte de trigo e sao
freqientemente produzidas sem passar pelo processo de filtragem. Essas cervejas
podem ter sabores de fruta e/ou especiarias, podendo variar de suave a leve. Sua
cor pode variar de palha a cor escura. As cervejas tipo Amber possuem um alto teor
de malte caramelizado, e os sabores provenientes de lUupulo podem variar de muito
suaves a muito forte (ARAUJO SILVA e MINIM, 2003).

1.6.1.3 Compostos fendlicos da cerveja

Os compostos polifendis desempenham um papel importante nas
caracteristicas sensoriais (cor, aroma e sabor) e nutricionais da cerveja (GONZALEZ
SAN JOSE, MUNIZ e VALL BELLES, 2001). Estes compostos sdo importantes para
os cervejeiros, devido a sua influéncia na estabilidade coloidal da cerveja, sendo
responsavel pela turbidez originada pela interagcdo com as proteinas da cerveja.

Os principais polifendis presentes na cerveja provem essencialmente da
casca de cevada malteada e do lupulo. Sdo acidos fendlicos, flavondides de trés
tipos: flavandis (catequinas e epicatequinas), as antocianinas entre elas estdo a
pelargonidina, malvidina, leucocianidinas e leucopelargonidina e seus derivados
produtos de oxidagdo (como as chalconas) e os flavondis (quercitina, kampferol,
mircetina). Também aparecem compostos mais complexos como os taninos sendo
0s mais importantes as proantocianidinas de diversos graus de polimerizagao.
(GONZALEZ SAN JOSE, MUNIZ e VALL BELLES, 2001; CODONER, 2002; HEIM,
TAGLIAFERRO e DENNIS, 2002).

Os antioxidantes naturais presentes nas cervejas, exercem, entre outras, uma
funcdo protetora de qualidade sensorial da cerveja, evitando deterioracdo oxidativa
de sua qualidade (NOEL et al., 1999).
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O conteudo final de compostos fendlicos em uma cerveja ndao depende
exclusivamente das matérias primas empregadas em sua elaboragdo, mas muitos
fatores podem afetar este conteudo final. Alguns dados publicados indicam que os
polifendis da cereja inibem a oxidagédo das LDL in vitro (MIRANDA et al., 2000). As
calconas procedentes da cerveja apresentam atividade antioxidante, protegem a
peroxidacéo lipidica induzida em ensaios com ratas (RODRIGUEZ et al. 2001).

BOBAK e colaboradores (2000) analisaram os possiveis efeitos protetores do
consumo moderado de cerveja, eliminando os fatores relacionados com os habitos
de consumo de alcool. Os mesmos concluiram que o efeito protetor da cerveja é
similar ao do vinho, devido a redugcdo da coagulacdo sanguinea e aumento do
colesterol de lipoproteinas de alta densidade o HDL - e confirmaram os estudos
prévios em que se assina o efeito cardioprotetor limitante a pessoas que bebem
moderadamente.

Segundo SERRA (2002), cerveja € uma fonte importante de vitaminas do
grupo B (folatos, riboflavina, etc.), minerais, fibra soluvel, antioxidantes naturais e
outras substancias. Numerosos estudos cientificos, relatam que o seu consumo
moderado em adultos saudaveis é perfeitamente compativel a uma dieta equilibrada.
O consumo moderado equivale a 500 mL/dia (dado como valor maximo) para
homens e 250 ml/dia para mulheres (MATAIX, 2004).

1.6.2 Cevada

A cevada (Hordeum Vulgare L.) representa o quarto cereal mais utilizado no
mundo, logo apds o trigo, arroz e milho. Sua utilizacdo para fins ndo cervejeiros
inclui ragao animal, alimentagdo humana e aplicagdes industriais (BHATTY,1993).

A cevada tem sido cultivada no Brasil, em pequena quantidade, desde a
época colonial e, a partir de 1976, a producdo deste grédo foi incentivada pelo
governo federal preocupado com a evasdo de divisas causada pela importagcéo
deste produto e do malte (SANTOS, COUTO e ANDRADE, 2001).

O Brasil produziu, na ultima safra, 392.490t, comparado com 275.881t em
2003, com uma produtividade de 2.778 Kg/ha (IBGE,2005).

Em relagdo ao consumo humano, tém-se observado recente interesse pelo
uso deste cereal, por causa de suas propriedades dietéticas, associadas a

beneficios com a saude. A cevada é conhecida pelo seu alto conteudo de fibra
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alimentar soluvel (B-glucanas), a qual diminui o colesterol plasmatico e indice
glicémico, além de reduzir o risco de cancer de colon (ANDERSON, ANDERSON,
AMAN 2000; SLAVIN, MARQUAT, JACOBS, 2000).

O gréo de cevada apresenta a seguinte composicdo média, em termos de
grao inteiro: as camadas celulésicas compreendem 16% do gréo, dos quais 3% sao
aderentes ao mesmo. O endosperma amilaceo corresponde a 81% do grédo e o
germe a 3% do total. Retirando-se a casca, as estruturas do grdo acham-se
distribuidas da seguinte maneira: o endosperma formado pela camada de auleurona
(4,8%) e endosperma amilaceo (76,2%). O germe, por sua vez, compreende o
embrido (1,7%) e o escutelo (1,3%) (AQUARONE, LIMA e BORZANI, 1983).

A cevada pode ser classificada em nua ou vestida, em cevada nua uma
variedade melhorada geneticamente para fins de alimentagcdo humana, a casca é
facilmente separada do gréo durante a colheita, enquanto que a cevada vestida as
cascas mantém-se firmemente aderidas. Geralmente cevada vestida é escolhida
para fins cervejeiros, onde as cascas fazem parte essencial do processo de
producdo do mosto, casca insoluvel possibilita posteriormente, a formacdo de uma
camada filtrante durante a clarificacdo, que é a separacdo do mosto das matérias
sélidas (bagaco) (BHATTY,1986; EHRHARDT e SASSEN,1995).

1.6.3 Bagaco de Brassagem

Na produgédo da cerveja o residuo solido resultante da fase inicial do processo
de fabricacdo de cervejas é retirado do mosto por meio de filtro prensa, e é
denominado de bagacgo de cevada. O produto é resultado do cozimento dos graos
de cevada para a produgao do malte nas cervejarias. A este processo se denomina
brassagem ou também mosturagao (REINOLD, 2003).

O residuo de cervejaria umido (bagago de brassagem), apresenta-se na forma
de casca ou de farelo, com 80% umidade, rico em proteinas brutas (PB), em média
de 25%, possui alto teor de fibras brutas (FB) em média de 20% e indice de
nutrientes digestiveis totais (NDT) de 74% comparaveis a alimentos tradicionais
como o farelo de trigo ou o milho desintegrado com palha e sabugo entre outros.
Estima-se que a disponibilidade no Brasil, ultrapassa a 2.000.000 toneladas/ano
(FARIA, 2003)
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De acordo com LIMA (1993), a elevada porcentagem de umidade encontrada
no residuo de cervejaria umido € o principal fator limitante a sua utilizacdo, usado
tradicionalmente para alimentagdo de gado bovino ou de forma experimental em
outros tipos de criagao tais como aves, suinos e peixes entre outros. O bagago de
cevada tem demonstrado um grande potencial de comercializagdo com a diminuigao
de residuos solidos, ocasionando um menor impacto ambiental e uma redugao de

custos com um consequente aumento nos lucros.
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E DETERMINACAO DE POLIFENOIS DA CEVADA
(Hordeum vulgare L.) E DO CHOPP

Resumo

A cevada (Hordeum vulgare L.) componente essencial na produgdo de
cervejas e chopp, e considerado um cereal de elevado consumo em todo mundo e
por causa de suas propriedades dietéticas, esta associada a efeitos benéficos a
saude humana. Sendo rica em diversos compostos entre eles as B-glucanas (fibra
alimentar soluvel) e os compostos fendlicos (acidos fendlicos). Os flavondides e
outros compostos fendlicos sédo indicados e sugeridos na prevengao de diversas
doencas degenerativas do cérebro e doencas do coragdo, entre outros multiplos
efeitos bioldgicos, incluindo a atividade antioxidante. O objetivo deste trabalho foi
determinar o conteudo de compostos fendlicos totais e flavandis naturalmente
presentes cevada in natura triturada, utilizada na produgdo de chopp e cervejas,
assim como determinar a atividade antioxidante in vitro de extratos obtidos através
de dois métodos de extragao, direto e sequencial. Também se objetivou determinar
a atividade antioxidante e compostos fendlicos do chopp produzidos com esta
cevada. Para determinar atividade antioxidante se utilizou o radical ABTS®*" (acido
2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin 6-sulfénico) e o radical DPPH*® (2,2- Difenil-1-
picrilhidrazilo), na determinagao dos polifendis totais, 0 método de Folin-Ciocalteu e
para determinar os flavandis o método DMACA. Entre todos os extratos, o extrato
acetona 70% foi o mais efetivo sendo representado em TEAC (atividade antioxidante
equivalente a Trolox) a atividade antioxidante encontrada foi 1779,75 uMol
TEAC/100g e o conteudo de polifendis totais de 292 mg equivalente a acido galico
(GAE)/100g. Esses resultados expressam que a cevada analisada apresentou-se
como uma fonte rica em conteudo de compostos fendlicos que estdo relacionadas

com a capacidade antioxidante determinada.

Palavras-chave: cevada, atividade antioxidante, compostos fendlicos
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1. INTRODUCAO

A cevada (Hordeum vulgare L.) representa o quarto cereal mais utilizado no
mundo, logo apds o trigo, arroz e milho. Sua utilizagdo para fins ndo cervejeiros
inclui ragao animal, alimentagao humana e aplicagcées industriais (BHATTY,1993).

O Brasil produziu, nas ultimas safras em torno de 392.490 toneladas,
comparado com 275.881 toneladas em 2003, com uma produtividade de 2.778 kg/ha
(IBGE, 2005). A cevada é um dos cereais mais utilizados na produgdo da cerveja,
consequentemente maior subproduto da cervejaria, aproveitado na alimentagao
animal como suplemento protéico, sendo comparado ao farelo de soja em valor
nutricional (FARIA, 2003).

Em relagdo ao consumo humano, tém-se observado um recente interesse
pelo uso deste cereal, devido as suas propriedades dietéticas, associadas a
beneficios com a saude. A cevada € conhecida pelo seu alto conteudo em fibra
alimentar soluvel (B-glucanas), que diminui o colesterol plasmatico e indice
glicémico, além de reduzir o risco de cancer de colon (ANDERSON, ANDERSON,
AMAN 2000; SLAVIN, MARQUAT e JACOBS, 2000).

Os compostos fendlicos apresentam-se como excelente fonte doadora de
elétrons, atuando como antioxidantes pelo sequestro de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, e também modulando diversas enzimas na defesa do corpo
contra o stress oxidativo (SLAVIN, 2003). O alto consumo de compostos fendlicos
esta correlacionado com a reducgéo do risco de doengas cardiovasculares e certos
tipos de cancer (DUTTHIE; DURTHIE e KYLE, 2000; TAPIERO et al, 2002).

Nos cereais os compostos fendlicos podem ser encontrados na forma livre,
soluvel ou conjugados (YU, VASANTAHAN e TEMELLI, 2001), tanto no
endosperma, como no gérmen e nas fragdes de farelo. A maior parte destes
compostos encontra-se na forma conjugada, esterificada aos polissacarideos das
paredes celulares (ADOM e LIU, 2002). Os principais grupos de compostos fendlicos
encontrados nos cereais sdo os flavandis, derivados hidroxicinamicos e flavondis
(MAILLARD et al., 1996).

Este trabalho teve por objetivo determinar a atividade antioxidante in vitro de
extratos obtidos da cevada, preparados com trés diferentes solventes: acetona,
alcool e agua, utilizando extragcdo direta e extragcdo sequencial, através dos

métodos: ABTS e DPPH, assim como determinar os compostos fendlicos totais e os
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flavandis e correlacionar-los com a capacidade antioxidante. Também se objetivou
determinar a atividade antioxidante e compostos fendlicos do chopp produzidos com

esta cevada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

As amostras da cevada e chopp, provenientes do mesmo processo e
condigdes de fabricagdo foram doadas pela empresa: Cervejaria da llha, Chopp
llhéu, localizada no municipio de Florianépolis (SC). As amostras de chopp foram
desgaseificadas, durante duas horas, e armazenadas em frasco ambar a -18°C até
as posteriores analises. As amostras de graos de cevadas foram trituradas em
moinho analitico (IKA, A11, granulados até 60 mesh) com o objetivo de obter uma
granulometria homogenia para obter uma melhor qualidade de extragdo, e
armazenadas a -18 °C. As amostras foram adquiridas de trés diferentes lotes,

denominados lote 01, 02, 03. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.2 Obtencdo dos extratos da cevada

Com objetivo de otimizar e determinar quais solventes se obteria a melhor
extracdo dos compostos fendlicos e compostos aos quais se poderia atribuir
atividade antioxidante, as amostras, trituradas de cevada, foram submetidas a
extragao sequencial de acordo com o método descrito por MOREIRA e MANCINI-
FILHO (2003), com algumas modificagbes. Os extratos foram preparados utilizando
trés diferentes solventes: acetona, etanol e agua. Foram pesados inicialmente, 5
gramas da amostra e adicionados 25 mL de acetona onde foram agitados em um
homogeneizador por 2 horas a temperatura ambiente (24 + 1°C). Apds, as solugdes
foram filtradas em funil de Bdiichner, completando o volume para 50 mL, com
acetona. Os residuos foram recuperados, secos em estufa a 45°C, e as perdas
foram pesadas e calculadas para a obtencao dos demais extratos com alcool etilico,
e em seguida com agua deionizada, procedendo sempre da mesma forma e
condigbes que foi preparado o extrato acetbnico. Também foram realizadas

extragdes diretas com diferentes concentragdes do melhor solvente extrator, neste
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caso a acetona, em propor¢des de 30, 50, 70 e 100% (v/v). Para a extragao direta
se aplica até a parte em que o volume & completado com o respectivo solvente, a

partir dai os residuos sao descartados e o extrato esta preparado para as analises.

2.3 Determinacdo de compostos fendlicos totais

O indice de polifendis totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
desenvolvido por Folin-Ciocalteu (ROSSI, 1965). Os resultados obtidos foram
calculados com base no acido galico como padréo, preparou-se uma curva e 0s
resultados foram calculados e representados graficamente, utilizando o gradiente
concentragdo em fungéo da absorbancia. Foram expressos em mg acido galico/100g

de massa umida (MU).

2.4 Determinacédo de flavandis

A determinagdo de flavandis foi realizada aplicando o método DMACA (p-
dimetilaminocinmaldeido), descrito por ARNOUS; MAKRIS e KEFALAS, 2002. A
concentracdo total de flavandis foi estimada conforme a curva de calibracao,
preparada com solugdo de catequina (1-16 mg de catequina/L). Os resultados foram

expressos em equivalente a mg catequina/100g de amostra.

2.5 Determinacéao da atividade antioxidante
Método ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico)

O método ABTS utilizado foi o método descrito por RE et al. (1999) e
modificado por KUSKOSKI et al. (2004). O radical ABTS"" & formado por uma reagdo
quimica com persulfato de potassio em uma relacdo estequiométrica de 1:0,5. Uma
vez formado o radical ABTS®" foi diluido em etanol até obter-se uma medida de
absorbancia de 0,70 (£ 0,02) a um comprimento de onda de 754 nm a uma
temperatura de equilibrio de 30°C. Absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
modelo (Hewlett-Packard 8425A), nos tempos 1, 4 e 7 minutos apds a adigado da
amostra. Preparou-se curvas com solu¢des padrdes de Trolox (antioxidante sintético

similar a vitamina E). Os resultados foram expressos em TEAC, atividade
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antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) em uMol TEAC/100g de amostra de cevada e uMol TEAC/L de amostra
de chopp.

Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Desenvolvido por BRAND-WILLAMS et al., (1995) o método DPPH tem como
base a redugédo da absorbancia na regido visivel de comprimento de onda de 515
nm do radical DPPH* por antioxidantes. Com modificagdes KIM et al., (2002) aplicam
método com base na absorbancia do radical de DPPH® 100 uM (3,9 mL) dissolvido
em metanol a 80% no comprimento de onda de 517 nm. Ao adicionar 0,1 mL da
amostra ou padrao, se homogeneiza cuidadosamente e se mantém em local escuro,
a temperatura ambiente, por 30 minutos. A medida de absorbancia é realizada no
comprimento de onda de 517 nm, do radical antes de adicionar a amostra (Ao) e
depois de adicionar amostra 30 e 60 minutos de reagao (As). A concentracdo de
DPPH® no meio de reacdo calcula-se conforme a curva de calibragdo obtida por
regressédo linear. Os resultados também s&o expressos em TEAC, em uMol
TEAC/100g de amostra de cevada e uMol TEAC/L de amostra de chopp.

2.6 Andlise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata, e todos os resultados foram
apresentados como média + desvio padrao (DP). Foram realizadas analises de
variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para identificar diferengas significativas entre
as médias, usando o programa Statistica® 6.0. Diferencas entre as medias no nivel

de 5% (P < 0,05) foram consideradas significantes.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O conteudo de compostos fendlicos totais em cereais pode variar de 20-130
mg/100g GAE (KAHKONEN et al., 1999). Os resultados dos diferentes solventes
utilizados na extragdo sequencial na determinagcdo dos polifendis totais estado
representados na Tabela 1. Observa-se que a acetona foi mais efetiva, extraindo
209,42 + 2,33 mg/100g GAE (lote 1) que representa cerca de 65,1% do valor total,

seguida da extragdo aquosa (29,1%) e extracdo etandlica (5,8%). Nao foram
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observadas diferencas estatisticas significativas a nivel de 95% de confianga, entre
os lotes 1, 2 e 3, em todos os solventes aplicados, tanto para o conteudo de
compostos fendlicos como no valor TEAC obtido as analises de atividade

antioxidante (Figura 1).
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Figura 1. Representacédo grafica da atividade antioxidante (TEAC), pelo método ABTS dos
extratos de cevada obtidos por extragdo sequencial. CVA: extrato obtido da cevada com
acetona (lotes 01,02 e 03); CVE: extrato obtido da cevada com etanol (lotes 01,02 e 03);
CVH: extrato obtido da cevada com agua (lotes 01,02 e 03);

A soma total de polifendis obtido no procedimento de extragdo sequencial
(acetona, alcool etilico e agua) foi de aproximadamente 320 mg equivalente a acido
galico (GAE)/g de cevada em po6 (P<0,05) (Tabela 1). Sendo 321,54 mg/100g GAE
obtidos para o lote 1, de 316,92 mg/100g GAE para o lote 2 e 321,75 mg/100g GAE
para o lote 3.

Os resultados obtidos da capacidade antioxidante, por lote, determinadas pelo
método ABTS, foram em média de 1266 uMol TEAC/100g de cevada em p6. Sendo
de 1195,62 uMol/100g obtidos para o lote 1, de 1172,41 uMol TEAC/100g para o lote

2 e de 1429,77 uMol/100g para o lote 3 obtidos nas medidas em 1 minuto de reagéo.
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Tabela 1. indice de polifendis totais e atividade antioxidante de extratos obtidos da

cevada (Hordeum vulgare L.) determinada pelo método ABTS.

Amostra IPT® TEAC? TEACP TEAC®
(mg/100g) (uMol/100g) (uMol/100g) (uMol/100g)
CVAO01 209,42 +2,33 | 1007,94 + 95,62 | 1207,50 + 83,73 | 1242,96 + 80,92
CVAO02 205,21 + 4,07 | 1014,68 + 45,41 | 1204,85 + 23,43 | 1240,89 + 27,87
CVAO03 208,87 + 1,57 | 1232,13 + 21,97 | 1248,98 + 37,81 | 1273,35 + 32,23
CVEO01 18,59 +1,17 | 43,87+ 7,09 | 97,01+24,64 | 104,51 27,09
CVEO02 18,61+1,18 | 46,84+1294 | 97,56 +14,62 | 108,44 + 24,65
CVEO03 18,85+1,55 | 4530+ 3,97 | 97,65+16,78 | 108,70 21,17
CVHO1 93,53+3,85 | 143,81+ 27,41| 343,06 + 33,29 | 393,87 + 49,61
CVH02 93,10+1,55 | 110,89+ 4,51 | 325,14 + 34,74 | 367,56 + 31,94
CVHO3 94,03 +3,48 | 152,34+ 16,45 | 352,67 +7,24 | 395,07 + 30,14

CVA: extrato obtido da cevada com acetona (lotes 01,02 e 03); CVE: extrato obtido da
cevada com etanol (lotes 01,02 e 03); CVH: extrato obtido da cevada com agua (lotes 01,02
e 03); “atividade antioxidante obtida em 1 min; batividade antioxidante obtida em 7 min;
“atividade antioxidante obtida em 10 min;

No chopp o conteudo de compostos fendlicos varia de 314,3-360,7 mg GAE/L
(Tabela 2). Os lote,
determinadas pelo método ABTS, foram em média de 2778,03 uMol TEAC/L no lote
1, de 2407,42 puMol TEAC/L no lote 2 e de 2113,02 uMol TEAC/L no lote 3. Se

observa que houve diferenga estatisticamente significativa entre lotes, isto se deve

resultados obtidos da capacidade antioxidante, por

possivelmente a diferente composicado na elaboragao e condi¢gdes de fabricagao.

Tabela 2. indice de polifendis totais e atividade antioxidante de chopp determinadas
pelo método ABTS.

Amostra IPT? TEAC? TEACP TEAC®
(mg/L) (uMol/L) (uMol/L) (uMol/L)
Chopp01 | 360,71+20,1* | 1864,63 + 149,4 | 2521,31 + 145,8 | 2778,03 + 139,1
Chopp02 | 351,37 +7,36° |1380,73 + 184,1 | 2199,12 + 251,7 | 2407,42 + 260,3
Chopp03 | 314,31 +11,38° | 1019,48 + 148,3 | 1924,76 + 162,9 | 2113,02 + 145,7

Chopp: lotes 01, 02 e 03. ? atividade antioxidante obtida em 1 min; ° atividade antioxidante obtida
em 7 min; ®atividade antioxidante obtida em 10 min; Letras diferentes na mesma coluna implicam
diferencga significativa (P<0,05) entre as amostras pelo Teste de Tukey.
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O coeficiente de correlagao entre o conteudo de polifendis totais e a atividade
antioxidante encontrado para as amostras de cevada foi de r? 0,9612 (P<0,05)
(Figura 2). E para as amostras de chopp a correlagdo entre o conteudo de
compostos fendlicos continua elevada, r? 0,8496 (P<0,05). Os resultados obtidos
indicam que a cevada € um produto com capacidade antioxidante significativa, e que

esta correlacionados ao conteudo de compostos fendlicos totais.
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Figura 2. Correlacao entre o indice de polifendis totais dos extratos de cevada (Hordeum

vulgare L.) e do chopp, com atividade antioxidante determinada pelo método ABTS.

A atividade antioxidante encontrada para as extragdes obtidas com acetona 30%,
50%, 70% e 100%, variam de 1141,38 a 1779,75 uMol TEAC/100g de cevada em po
(Tabela 3). Sendo estes valores similares para os trés lotes analisados. A maxima
atividade encontrada foi para amostra de cevada extraida com acetona 70% foi de
1779,75 uMol TEAC/100g, medida no tempo de 1 minuto. O valor obtido da atividade
antioxidante com acetona 70% foi superior ao valor maximo obtido com a soma da
extracédo sequencial (1266 uMol TEAC/100g).



Capitulo 2 51

Tabela 3. indice de polifendis totais (IPT), flavandis e atividade antioxidante (ABTS e
DPPH) de extratos obtidos da cevada (Hordeum vulgare L.) com acetona em

diferentes concentracoes.

Amostras IPT Flavanéis? ABTS - TEAC? DPPH — TEAC”
(mg/100g) (mg/100g) (uMo1/1009) (wMol/100g)
CP6 ac 30% 253,36 + 3,64 a 23,74 +0,33 a 1528,65 + 52,43 a 866,31 +5,38 a
CP6 ac 50% 275,73+24,36 a,b |32,15+0,59b | 1644,56 + 103,03 a,b | 892,62 + 31,16 a,b
CP6 ac 70% 291,83+11,45b [34,01+£0,63c 1779,75+ 77,01 b 997,68 +2,7c
Cpo6 ac 100% 208,18 +2,32 ¢ 25,58 +0,72d 1141,38 £ 18,63 c 897,42 + 6,03 a,b

Cp6 ac 30%: extrato cevada obtido com acetona 30% (v/v); Cp6 ac 50%: extrato cevada obtido com
acetona 50% (v/v); Cpé ac 70%: extrato cevada obtido com acetona 70% (v/v); Cpd ac 100%:
extrato cevada obtido com acetona 100%. ? atividade antioxidante obtida em 1 min; ° atividade
antioxidante obtida em 30 min.

Letras diferentes na mesma coluna implicam diferenga significativa (P<0,05) entre as amostras pelo
Teste de Tukey.

A atividade antioxidante encontrada para as extracdes obtidas com acetona
30%, 50%, 70% e 100%, variam de 1141,38 a 1779,75 uMol TEAC/100g de cevada
em po (Tabela 3). Sendo estes valores similares para os trés lotes analisados. A
maxima atividade encontrada foi para amostra de cevada extraida com acetona 70%
foi de 1779,75 uMol TEAC/100g, medida no tempo de 1 minuto. O valor obtido da
atividade antioxidante com acetona 70% foi superior ao valor maximo obtido com a

soma da extrag&o sequencial (1266 uMol TEAC/100g).

Segundo YILMAZ et al (2006) etanol e agua deionizada como solventes
isolados foram ineficazes para extrair compostos fendlicos. Observando os valores
obtidos com cevada em pd neste trabalho, em extragdo sequencial, realizamos a
extracdo com melhor solvente observado, acetona em diferentes proporcdes de

agua deionizada (Figura 3).
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Figura 3. indice de polifendis totais dos extratos obtidos da cevada (Hordeum vulgare L.)
com diferentes concentragbes de acetona dos extratos de cevada obtidos por extracado
direta. CP6 ac 30: extrato obtido da cevada com acetona 30%; CP6 ac 50: extrato obtido da
cevada com acetona 50%; CP6 ac 70: extrato obtido da cevada com acetona 70%; CP6 ac
100: extrato obtido da cevada com acetona100%.

Dos solventes aplicados, acetona 30%, 50% e 70% e 100%, para extrair
compostos fendlicos. A acetona a 70% foi melhor solvente extrator, para compostos
fendlicos, se obteve cerca 292 mg equivalente a acido galico (GAE)/100g (Tabela 2).

Na analise estatistica da atividade antioxidante dos extratos obtidos tanto com
acetona 30%, 50% ,70% e 100%, determinadas pelo método ABTS e medidas nos
tempos 1, 4 e 7 minutos (Figura 4), a nivel de 95% de confianga (P < 0,05)
demostrou que as medidas obtidas em 1 minuto apresentam diferenca estatistica
enquanto que as amostras obtidas nos tempos 4 e 7 ndo apresentam diferencas

significativas.
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Figura 4. Atividade antioxidante determinada pelo método ABTS dos extratos obtidos da
cevada (Hordeum vulgare L.) com diferentes concentragcdes de acetona dos extratos de
cevada obtidos por extragao direta. CP6 ac 30: extrato obtido da cevada com acetona 30%;
CP6 ac 50: extrato obtido da cevada com acetona 50%; CP6 ac 70: extrato obtido da
cevada com acetona 70%; CP6 ac 100: extrato obtido da cevada com acetona100%.
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Tanto para as analises de compostos fendlicos e atividade antioxidante os
valores obtidos com extracao a 30% e 70% nao diferem estatisticamente com os
valores obtidos a 50%, ja os valores obtidos a 100% s&o estatisticamente diferentes,
a nivel de 95% de confianga (P < 0,05). Na determinacdo de compostos flavandis
resultados expressos em catequina, se obteve para todas as extracdes valores

estatisticamente diferentes (Tabela 3).

O coeficiente de correlagao entre o conteudo de polifendis totais e a atividade
antioxidante dos extratos obtidos com acetona 30%, 50% e 70% foi maior (r* 0,9976)

que o coeficiente obtido com a extracéo seqiiencial (r* 0,9612) (Figura 5).
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Figura 5. Correlagao entre o indice de polifendis totais dos extratos obtidos da cevada
(Hordeum vulgare L.) em diferentes concentragdes de acetona (30, 50, 70 e 100%) com
atividade antioxidante determinada pelo método ABTS.

Os resultados da atividade antioxidante determinada pelo método DPPH sao
reprodutiveis (Tabela 3), embora sejam menores, variando de 866,31 a 997,68 uMol
TEAC/100g se determinado em 30 minutos e de 927,52 a 1035,23 uMol TEAC/100g
em 60 minutos. Observa-se que o extrato obtido com acetona 70% foi melhor
solvente extrator, e foi diferente estatisticamente dos demais extratos. Enquanto que
os extratos obtidos com acetona 50% e 100% n&o apresentaram diferencas

significativas.
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Figura 6. Atividade antioxidante (DPPH) de extratos de cevada (Hordeum vulgare L.) com
acetona em diferentes concentracbes nos tempos 30 e 60 minutos, obtidos por extracao
direta. CP6 ac 30: extrato obtido da cevada com acetona 30%; CP6 ac 50: extrato obtido
da cevada com acetona 50%; CP6 ac 70: extrato obtido da cevada com acetona 70%; CP6
ac 100: extrato obtido da cevada com acetona100%.

Graficamente, na Figura 6, se demonstra a influéncia da proporgdo aquosa
na extracdo dos compostos fendlicos e por consequéncia na influéncia da
determinacdo da atividade antioxidante (DPPH) e a diferengca entre os valores

obtidos em 30 e 60 minutos de determinagao.
4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que a cevada € um produto que
apresenta capacidade antioxidante, e que esta correlacionada ao conteudo de
compostos fendlicos, e pode ser fonte de compostos fendlicos na producédo de
cervejas e chopp. Os extratos obtidos com acetona 70% foram superiores ao valor
maximo obtido com a soma da extracdo sequencial, sendo assim a extracio direta
com acetona foi mais efetiva. Entre os métodos aplicados, o método ABTS
apresentou melhor resultado no tempo de 7 minutos. Os resultados da atividade
antioxidante foram elevados tanto para a determinacdo pelo método ABTS como

DPPH, embora o método ABTS tenha apresentado maiores valores.
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CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E COMPOSICAO DO RESIDUO (Bagaco de
brassagem) DA PRODUCAO DE CHOPP EM MICROCERVEJARIA

Resumo

Bagacgo da cevada é produto da brassagem ou mosturagdo, que se forma
durante a maltagdo da cevada. Quando se procede a mistura do malte com a agua
em temperaturas pré-estabelecidas as enzimas que se formaram durante a maltacéo
da cevada comegam a atuar sobre a molécula do amido, fazendo com que este se
reduza em um agucar fermentativo, na producdo da cerveja e chopp. Este residuo
tem sido empregado na forma de farinha, na produgao de biscoitos, com o objetivo
de incrementar o teor de fibras e proteinas deste alimento. Com objetivo de
determinar se este residuo pode ser fonte de compostos fendlicos, foi realizado o
estudo da sua composi¢cao centesimal e dos compostos fendlicos obtidos no
processo de extragao com diferentes solventes, na forma umida e seca. Determinou-
se a atividade antioxidante in vitro de extratos acetdnico, alcodlico e aquoso, através
de dois diferentes métodos. Para determinar atividade antioxidante se utilizou o
radical ABTS®" (acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin 6-sulfénico) e o radical
DPPH?® (2,2- Difenil-1-picrilhidrazilo), para determinar os polifendis totais aplicou-se o
método de Folin-Ciocalteu e para determinar os flavandis,o método DMACA.
Elevado conteudo total de compostos fendlicos permaneceram no bagago, em
média 114,81 mg GAE/100g de bagaco umido e 180,58 mg GAE/100g de bagaco
seco, ambos obtidos pela extracdo sequencial. A atividade antioxidante no bagago
umido variou de 98,92 a 427,99 uMol TEAC/100g e de 167,26 a 680,81 pMol
TEAC/100g de bagaco seco. Ja o conteudo total de polifendis extraido com acetona
70% foi 122,64 mg GAE/100g de amostra e a atividade antioxidante determinada
pelo método ABTS foi de 580,36uMol TEAC/100g e de 496,59 uMol TEAC/100g
determinada com método DPPH. Os coeficientes de correlagdo entre conteudo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante foram maiores no bagago seco, tanto

para amostras extraidas pelo método sequencial ou método direto.

Palavras-chave: bagacgo de brassagem, atividade antioxidante, compostos fendlicos
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1. INTRODUCAO

As matérias-primas essenciais para a fabricagcdo da cerveja sdo: agua, malte,
complementos de malte, levedura e ldpulo. Outros componentes podem ser
utilizados, de acordo com o tipo, a tradicao ou a preferéncia local (MATAIX, 2004;
MARTINEZ, 2004).

Malte € um termo técnico utilizado para definir a matéria-prima resultante da
germinagdo de qualquer cereal sob condigdes controladas. Quando nao ha
indicagdo, subentende-se que é feito de cevada e em qualquer outro caso,
acrescenta-se o nome do cereal, por exemplo: malte de trigo, de centeio e de outros
cereais (KUNZE, 1997).

O processo de fabricagdo do malte chama-se maltagem, que envolve o
controle do umedecimento com agua e posterior germinacdo sob condi¢cdes
controladas de temperatura com o intuito de obter mudancas fisicas e quimicas
desejadas, com uma perda minima de energia pelo processo de respiragéo
(KALNIN, 1999).

Na Alemanha a maioria das cervejas segue a lei de pureza promulgada pelo
principe William IV da Bavaria em 1516 que obriga o uso de cevada, agua e lupulo,
e nenhum outro ingrediente na elaboragéo da cerveja (DELOS, 1994 apud KALNIN,
1999). No entanto no Brasil, ha cervejas feitas de trigo como, por exemplo, a
Weizenbier que tem em sua formulacdo cerca de 50 % de malte de trigo, e é
fermentada por uma levedura especial, dando a cerveja um sabor frutado
ligeiramente acido (KALNIN, 1999).

Quando se procede a mistura do malte com a agua em temperaturas pré-
estabelecidas as enzimas que se formaram durante a maltagao da cevada comegam
a atuar sobre a molécula do amido (polissacarideo), fazendo com que este se
reduza em um acgucar fermentativo (de menor cadeia molecular) (REINOLD, 2003).
A este processo se denomina brassagem ou também mosturagdo. Apds se obter a
sacarificagdo completa da brassagem é feita a separagdo do liquido agucarado
denominado mosto, do restante dos residuos pastosos como casca, proteina, amido
nao convertido e outras substancias impréprias para a boa formagdo do mosto e
consequentemente da cerveja. Estas impurezas sdo denominadas de bagaco
(REINOLD, 2003).
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O bagaco da cevada tem um periodo relativamente curto de conservagao por
conter elevados valores de umidade, ao redor de 80 %, favorecendo o aparecimento
de mofos e fungos, diminuindo o consumo por parte dos animais e aumentando as
perdas do material, o que significa descarte de grandes quantidades de uma
possivel matéria-prima ou fonte de compostos fendlicos com propriedades
antioxidantes (FARIA, 2003). Algumas pesquisas tém sugerido o emprego do
bagaco de cevada (sob forma de farinha de bagago de cevada), em substituicdo a
farinha de trigo, aplicados em biscoitos tipo “gressinis”, com o objetivo de
incrementar o teor de fibras e proteinas deste alimento (CORREA e VALDUGA,
2002).

O principal objetivo deste trabalho foi determinar a atividade antioxidante in
vitro de extratos acetdnico, alcodlico e aquoso obtidos dos residuos (bagago de
brassagem) obtidos na produgcdo de chopp, através de dois diferentes métodos:
ABTS e DPPH, assim como determinar os a composi¢cao centesimal deste bagaco,
os compostos fendlicos totais e os flavandis e correlacionar-los com capacidade

antioxidante.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de bagaco de brassagem

As amostras de bagaco residual de brassagem foram cedidas por uma micro
cervejaria e divididas em duas partes, uma parte foi utilizada na sua forma umida,
assim denominado como “Bagacgo umido” (BGU) e submetida a trituragdo com o
auxilio de um moinho (IKA, A11 Basic), com a finalidade de reduzir o tamanho das
particulas da amostra, aumentando a superficie de contato e melhorando o
rendimento de extragdo dos compostos. A outra parte da amostra sofreu o processo
de secagem. A principio as enzimas foram inativadas a 80°C por 10 min (MAILLARD
et al., 1996) logo se prosseguiu com a secagem das amostras em estufa de ar
circulante a 40°C por 24 horas, denominadas entdo como “Bagago seco” (BGS). Em
seguida as amostras foram acondicionadas em embalagens plasticas e entéo
armazenadas em freezer a -18 °C até a posterior extracdo de compostos bioativos
com diferentes tipos de solventes. Estas amostras foram adquiridas de trés lotes

diferentes, denominados lote 01, 02, 03. As analises foram realizadas em triplicata.
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2.2 Composigéao centesimal

Para a analise da composicdo centesimal, foram utilizados residuos de
cervejaria umido (bagaco de brassagem). As andlises para a determinacdo dos
teores de matéria seca, proteina (N x 5,36), extrato etéreo, fibra total e de cinzas
foram realizadas de acordo com a metodologia indicada pela AOAC, 2005 .A
determinacao de carboidrato  foi calculada por  diferenca: 100-

(umidade+cinza+extrato etéreo+proteina+fibras) (MORETTO et al., 2002).

2.3 Processo de obtencao dos extratos do bagaco da cevada

Para obter os extratos, o bagaco de cevada foi submetido a extragéo
sequencial de acordo com o método descrito por MOREIRA e MANCINI-FILHO
(2003), com algumas modificagbes. Os extratos foram preparados utilizando trés
diferentes solventes: acetona, etanol e agua. Foram pesados inicialmente, 5 gramas
da amostra e adicionados 25 mL de acetona onde foram agitados em um
homogeneizador por 2 horas a temperatura ambiente (24 + 1°C). Apds, as solugdes
foram filtradas em funil de Biichner, completando o volume para 50 mL, com
acetona. Os residuos foram recuperados, secos em estufa a 45°C, e as perdas
foram pesadas e calculadas para a obtencao dos demais extratos com alcool etilico,
e em seguida com agua deionizada, procedendo sempre da mesma forma utilizada
para a preparagao do extrato aceténico. Também foram realizadas extra¢des diretas
com diferentes concentracdes do melhor solvente extrator, neste caso a acetona, em
proporgdes de 30, 50, 70 e 100% (v/v). Para a extragao direta se aplica até a parte
em que o volume é completado com o respectivo solvente, a partir dai os residuos

sao descartados e o extrato esta preparado para as analises.

2.4 Determinacdo de compostos fendlicos totais

O indice de polifendis totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
desenvolvido por Folin-Ciocalteu (ROSSI, 1965). Os resultados foram representados
utilizando acido galico como padrao, preparou-se uma curva e os resultados foram

calculados e representados graficamente, utilizando o gradiente concentragdo em
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funcao da absorbancia. Os resultados foram expressos em mg acido galico/100g de
amostra (mg GAE/100g).

2.5 Determinacéao de flavanois

A determinacao de flavandis foi realizada aplicando-se o método DMACA (p-
dimetilaminocinmaldeido), descrito por ARNOUS; MAKRIS y KEFALAS, 2002. A
concentragdo total de flavanois foi estimada conforme a curva de calibragéo,
preparada com solugéo de catequina (1-16 mg de catequina/L). Os resultados foram

expressos em equivalente a mg catequina/100g de amostra.

2.6 Determinacao da atividade antioxidante

Método ABTS (4cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico)

O método ABTS utilizado, foi o método descrito por RE et al. (1999) e
modificado por KUSKOSKI et al. (2004). O radical ABTS"" é formado por uma reagéo
quimica com persulfato de potassio em uma relacdo estequiométrica de 1:0,5. Uma
vez formado o radical ABTS®" foi diluido em etanol até obter-se uma medida de
absorbancia de 0,70 (x0,02) a um comprimento de onda de 754 nm a uma
temperatura de equilibrio de 30°C. Absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
modelo (Hewlett-Packard 8425A), nos tempos 1, 4 e 7 minutos apds a adi¢cao da
amostra. Preparou-se curvas com solug¢des padrées de Trolox (antioxidante sintético
similar a vitamina E) e vitamina C (acido ascérbico). Os resultados foram expressos
em TEAC, atividade antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em uMol TEAC/100g de amostra.

Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Desenvolvido por BRAND-WILLAMS et al., (1995) o método DPPH tem como
base a redugédo da absorbancia na regido visivel de comprimento de onda de 515
nm do radical DPPH* por antioxidantes. Com modificagdes KIM et al., (2002) aplicam
método com base na absorbancia do radical de DPPH® 100 uM (3,9 mL) dissolvido
em metanol a 80% no comprimento de onda de 517 nm. Ao adicionar 0,1 mL da

amostra ou padrao, se homogeniza cuidadosamente e se mantém em local escuro, a



Capitulo 3 63

temperatura ambiente, por 30 minutos. A medida de absorbancia é realizada no
comprimento de onda de 517 nm, do radical antes de adicionar a amostra (Ao) e
depois de adicionar amostra 30 e 60 minutos de reagao (As). A concentracdo de
DPPH® no meio de reagdo se calcula conforme a curva de calibragdo obtida por
regresséo linear. Os resultados também s&o expressos em TEAC, Trolox (uMol
TEAC/100g de amostra).

2.7 Andlise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata, e todos os resultados foram
apresentados como média + desvio padrao (DP). Foram realizadas analises de
variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para identificar diferengas significativas entre
as médias, usando o programa Statistica® 6.0. Diferencas entre as medias no nivel

de 5% (P < 0,05) foram consideradas significantes.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na determinagdo da composi¢cao do bagag¢o umido, se
encontram na Tabela 1. Pode-se observar que o conteudo de proteinas e lipidios,
permanece em quantidades consideraveis. A fibra bruta foi reduzida, considerando

gue na cerveja a maior fragao seria da fibra soluvel (alimentar).

Tabela 1. Composigéo centesimal do bagago umido de cevada

Composic&o (% m/m) Média + DP’
Umidade 76,29 + 0,21
Cinzas 0,77 + 0,02
Proteinas (N x 5,36) 420+0,18
Lipidios 1,87 £ 0,12
Fibra Bruta 0,24 + 0,01
Carboidratos 16,62 + 0,24

*Base seca

Na extracdo sequencial, do bagaco de brassagem umido se observa que
acetona foi o melhor solvente extrator, extraindo 47,45 % do conteudo total, em
média de 54,48 + 7,87 mg GAE/100g (Tabela 2), seguido do sistema aquoso 48,18 +
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1,08 mg GAE/100g (33,3%) e do solvente etandlico extraindo em média 12,15 + 1,03
mg GAE/100g (21,9%).

Sao escassas as informagdes a respeito da determinagcdo dos conteudos
totais de polifendis no bagaco. As pesquisas normalmente estdo centradas no gréo
ou na cerveja. MAILLARD et al., (1996) realizaram um estudo com diversas espécies
de cevada, encontraram valores de compostos fendlicos que variam de 93 a 114
mg/100g de massa seca. Segundo KAHKONEN et al., (1999) em cereais o contetido
de compostos fendlicos pode variar de 20 a 130 mg GAE/100g, sendo que para o
grao da cevada os mesmos autores encontraram 400mg GAE/100g de massa seca.
Considerando que o bagago de brassagem é residuo da separagao do mosto, do
restante dos residuos como casca, proteina, amido n&o convertido e outras
substancias impréprias para a boa formacdo do mosto e consequentemente da
cerveja, foi elevado o conteudo total de compostos fendlicos que ainda
permaneceram no bagaco, em média 114,81 mg GAE/100g de bagaco umido
obtidos da soma dos trés extratos resultantes da extragao sequencial.

Tabela 2. indice de polifendis totais e atividade antioxidante de extratos obtidos do

bagaco umido determinado pelo método ABTS.

Amostra IPT TEAC? TEAC® TEAC®
(mg/100g) (uMol/100g) (uMol/100g) (uMol/100g)
BGUAO1 |5515+2,75a| 272,25+6,78 | 406,45+39,56 | 426,89+ 19,72
BGUAO2 |54,12+2,70a| 251,59+5,36 | 402,37 +29,21 | 42571+ 13,04
BGUAO3 | 54,16+ 1,19a | 253,14 + 11,48 | 409,16 + 4,04 431,38 £ 6,02
BGUEO1 | 12,15+1,17c| 46,00+7,69 66,65 + 4,55 76,37 + 3,03
BGUEO2 | 11,89+0,76c | 43,56 +6,50 65,58 + 1,24 76,54 + 7,66
BGUEO3 | 12,42+1,18c | 46,93+10,33 | 68,14+ 15,12 79,85+ 10,63
BGUHO1 |47,58+0,86b| 87,61+ 9,76 91,02 + 5,34 96,80 + 2,85
BGUHO02 |48,20+1,53b| 91,83+ 3,07 95,51+ 2,83 97,94 + 3,70
BGUHO03 | 48,77+0,87b | 91,33+4,76 97,28 + 7,68 102,04 + 5,14

BGUA: extrato obtido do bagaco umido com acetona (lotes 01,02 e 03); BGUE: extrato obtido do
bagaco umido com etanol (lotes 01,02 e 03); BGUH: extrato obtido da bagago umido com agua
(lotes 01,02 e 03); °“atividade antioxidante obtida em 1 min; Patividade antioxidante obtida em 7
min; ‘atividade antioxidante obtida em 10 min; Letras diferentes na mesma coluna implicam
diferenca significativa (P<0,05) entre as amostras pelo Teste de Tukey.

Os resultados obtidos da atividade antioxidante do bagago umido,
determinado pelo método ABTS, foram em média de 427,99 uMol TEAC/100g de
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extrato de acetona obtido dos trés lotes, 98,92 uMol TEAC/100g do extrato aquoso e

77,58 uMol TEAC/100g do extrato etandlico, calculados no tempo 10 minutos de

reacao (Tabela 2).
N&o foram observadas diferengas estatisticas significativas a nivel de 95% de

confianga, entre os lotes 1, 2 e 3, para o conteudo de fendlicos e valores de TEAC

obtidos nas analises de atividade antioxidante (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo grafica dos compostos fendlicos totais obtidos por extracéo
sequencial do bagaco de brassagem seco dos lotes 1, 2 e 3. BGSA: extrato obtido do
bagaco seco com acetona (lotes 01, 02 e 03); BGSE: extrato obtido do bagago seco com
etanol (lotes 01, 02 e 03); BGSH: extrato obtido do bagag¢o seco com agua (lotes 01, 02 e

03).

Considerando que o bagacgo analisado era o mesmo resultante da brassagem,
umido, e que poderia sofrer mudangas ou seguir fermentando, submeteu-se parte
das amostras ao processo de secagem, primeiro as enzimas foram inativadas a
80°C e em seguida prosseguiu-se a secagem das amostras de bagago em estufa de
ar circulante a 45°C e foram novamente analisadas apos obtengao dos extratos. Os
resultados do conteudo de compostos fendlicos foram reprodutiveis, em relagao ao
processo de extragao. A acetona prosseguiu apresentando-se como melhor solvente
extrator, extraindo 44,7 % do conteudo total, uma média 80,73 + 3,54 mg GAE /100g
de amostra (Tabela 3) dos trés lotes, seguido do sistema aquoso que extraiu em
média 60,15 + 2,73 mg GAE/100g de amostra (33,3%) e no sistema etandlico extraiu
em média 39,7 = 3,17mg GAE/100g de amostra (21,9%). Nao foram observadas

diferencgas estatisticas significativas a nivel de 95% de confianga, entre os lotes 1, 2
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e 3, tanto para o conteudo de compostos fendlicos como no valor TEAC obtido as
analises de atividade antioxidante.

Os resultados obtidos da atividade antioxidante do bagago seco,
determinadas pelo método ABTS, foram em média de 680,81 uMol TEAC/100g de
MS de extrato de acetona obtido dos trés lotes, 286,71 uMol TEAC/100g de MS do
extrato aquoso e 167,26 uMol TEAC/100g de MS do extrato etandlico calculados no

tempo de 10 minutos de reagao (Tabela 3).

Tabela 3. indice de polifendis totais e atividade antioxidante de extratos obtidos do
bagaco seco determinado pelo método ABTS.

Amostra IPT® TEAC? TEACP TEAC®
(mg/1009) (uMo1/100g) (uMo1/100g) (uMo1/1009)
BGSAO1 79,59 +248 | 498,32+26,40 | 611,11+17,07 | 678,54 + 12,76
BGSA02 84,74 +3,92 | 481,97 +20,58 | 606,46 + 9,28 | 694,47 + 15,04
BGSA03 77,86 +4,24 | 477,92+1861 | 610,40+0,62 | 669,42 +21,05
BGSEO1 39,69+3,85 | 102,20 + 2,15 | 158,01 +37,04 | 165,63 + 35,07
BGSE02 41,23 £2,78 | 100,41+ 12,05 | 155,00 + 6,57 170,84 + 24,07
BGSE03 38,18+1,55 | 104,91+3,78 | 157,83+16,62 | 165,36 + 20,27
BGSHO1 60,28 +4,24 | 209,58 +3,78 | 284,93+ 13,61 | 383,27 + 8,61
BGSHO02 59,25 +2,51 | 214,39+9,57 | 280,20 + 22,27 | 335,42 + 43,51
BGSHO03 60,91+£2,75 | 211,43+£3,94 | 29502+ 3,29 | 386,67 + 19,75

BGSA: extrato obtido do bagago seco da cevada com acetona (lotes 01,02 e 03); BGSE: extrato
obtido do bagaco seco da cevada com etanol (lotes 01,02 e 03); BGSH: extrato obtido do bagaco
seco da cevada com agua (lotes 01,02 e 03); ®atividade antioxidante obtida em 1 min; ® atividade
antioxidante obtida em 7 min; ° atividade antioxidante obtida em 10 min;

As amostras de bagaco que foram submetidas a secagem, apresentaram
maior conteudo de compostos fendlicos, quando comparado com o bagag¢o umido,
assim como maior valor TEAC, determinado pelo método ABTS, conforme se pode
observar na Figura 2. O bagago seco e o umido apresentaram diferencas
significativas a nivel de 95% de confianga. Segundo MAILLARD et al., (1996) estes
resultados pode ser devido a baixa extracdo de compostos fendlicos, por causa da
elevada umidade desta amostra. Esta inibicdo da enzima pode ser explicada por um

aumento de compostos fendlicos livres, porque segundo MAILLARD et al., (1996) os
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produtos da reacdo Maillard ndo mostram efeito no método da lipoxigenase e nao

teriam atividade antioxidante.
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Figura 2. Polifendis e atividade antioxidante (ABTS), no tempo de 1 minuto, dos extratos
umido e seco do bagago de brassagem obtidos com extragdo seqliencial (média dos lotes
01, 02 e 03). BGUA: extrato obtido do baga¢o umido com acetona; BGUE: extrato obtido do
bagaco umido com etanol; BGUH: extrato obtido do bagaco umido com agua; BGSA: extrato
obtido do bagaco seco com acetona; BGSE: extrato obtido do bagago seco com etanol;
BGSH: extrato obtido do bagago seco com agua.

Os compostos fendlicos como antioxidantes sao excelentes doadores de
hidrogénio ou eletrons. O coeficiente de correlagdo entre a atividade antioxidante e o
conteudo de polifendis totais nas amostras de bagaco seco pesquisada, foi de r?
0,90. ZIELINSKI e KOZLOWSKA (2000) encontraram coeficiente de correlagdo r?
0,80. Observou-se que para amostras de bagago seco o coeficiente de correlagao foi
maior enquanto que para as amostras de bagagco umido o coeficiente de correlagao
foi de r* 0,57 (Figura 3).

Correlacdo Ext. Sequencial

1 _
5 00 y = 0,0758x + 32,243
£ 80 2 ==
g5 R?=0,9043
2 S 60 - L * ¢ BGU
€3 40 . » =T7,0683x + 13,724 = BGS
2E | R’= 0,577
g L
O T T T 1
0 200 400 600 800

Atividade antioxidante (uMol TEAC/100g)

Figura 3. Correlagao entre o indice de polifendis totais dos extratos obtidos de bagaco de
brassagem (Umido e seco) pela extragdo sequencial e atividade antioxidante determinada
pelo método ABTS.
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Na extragcao sequencial, a acetona foi o solvente que apresentou melhores
resultados, seguido da extragdo em meio aquoso. Segundo YILMAZ et al., (2006)
etanol e agua deionizada como solventes isolados foram ineficazes para extrair
compostos fendlicos. Como acetona e agua apresentaram-se como melhores
solventes, realizou-se a extracdo com acetona com diferentes propor¢des de agua
deionizada (Tabela 4).

O conteudo total de polifenois extraido de 122,64 mg GAE/100g de MS foi
obtido com acetona a 70% do bagaco seco e do bagaco umido se obteve 69,58 mg
GAE/100g. Na extragao sequencial os valores obtidos séo superiores, possivelmente
pelo fato de que apds cada extragdo os residuos secos em estufa, e a temperatura
atuava, ajudando a obtencdo de mais compostos fendlicos livres e
consequentemente extraiveis. O conteudo de flavanois também foi maior no bagago
seco e extraido com acetona 70%, obteve-se 10,41 mg/100g de MS e 6,66 mg/100g

de bagaco umido.

Tabela 4. indice de polifendis totais (IPT), flavandis e atividade antioxidante (ABTS e

DPPH) de extratos obtidos do bagaco seco e umido com acetona a distintas

concentragoes.

Amostras IPT Flavanéis ABTS - TEAC® | DPPH-TEAC’

(mg/100g) (mg/100g) (uMol/100g) (uMol/100g)
BGSA 30% 76,57 + 3,43 5,60 £ 0,16 494 .14 + 26,02 275,08 +£ 14,98
BGSA 50% 107,27 + 3,46 9,90 + 0,07 555,87 £ 12,04 422,71 + 12,00
BGSA 70% 122,64 + 4,24 10,41 £0,10 580,36 +£ 9,12 496,59 + 15,11
BGSA 100% 80,73 + 2,47 9,39+0,14 475,89 + 24,02 345,36 + 10,52
BGUA 30% 48,50 + 2,87 3,48 £ 0,08 239,54 + 6,96 152,07 £ 16,01
BGUA 50% 54,04 + 2,79 5,87 £ 0,07 322,60 + 6,31 273,95 +£9,72
BGUA 70% 69,58 + 2,31 6,66 + 0,15 374,82 + 11,24 297,18 £ 18,37
BGUA 100% 54,77 + 2,75 5,47 + 0,10 328,28 + 24,09 178,04 +£ 2,92

BGSA: extrato Bagacgo Seco obtido com acetona nas concentragbées 30%, 50%, 70 % e 100% (v/v);
BGUA: extrato Bagaco umido obtido com acetona nas concentracdes 30%, 50%, 70 % e 100%
(v/iv). ®atividade antioxidante obtida em 7 min; ® atividade antioxidante obtida em 60 min;

O coeficiente de correlacdo entre a atividade antioxidante e o conteudo de

polifendis totais nas amostras de bagaco foi de R?= 0,58 para bagaco imido, para o
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bagaco submetido & secagem foi de R? 0,94, apresentando maior correlacdo que os
valores obtidos para as extracdes obtidas no sistema seqiiencial (R?*=0,90),
demonstrando assim que a acetona com diferentes proporgdes de agua, extrai mais

polifendis que estdo correlacionados a atividade antioxidante (Figura 4).
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Figura 4. Correlagado entre o indice de polifendis totais dos extratos obtidos do bagaco de
brassagem umido (BGU) e seco (BGS) com atividade antioxidante determinada pelo método
ABTS.

Os resultados da atividade antioxidante determinada pelo método DPPH sao
menores, variando de 152,07 a 297,18 uMol TEAC/100g nas amostras de bagacgo
umido e no bagaco seco 275,08 a 496,59 uMol TEAC/100g medidos em 60 minutos.
Observa-se o extrato obtido com acetona 70% foi o melhor solvente extrator, e foi
diferente estatisticamente (p< 0,05) dos demais extratos. Enquanto que os extratos

obtidos com acetona 50% e 100% nao apresentaram diferengas significativas.
4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que o bagaco da cevada € um residuo
que apresenta valor nutritivo e terapéutico se bem aproveitado. Consideravel
conteudo total de compostos fendlicos permaneceu no bagago, determinados tanto
pelo método de extracdo direta como sequencial. O bagago seco apresentou maior
conteudo de compostos fendlicos, e isto pode ser devido ao efeito da temperatura,
deixando os acidos fendlicos livres. Na extragéo direta a acetona 70% apresentou
ser o melhor solvente aplicado para extrair os compostos fendlicos. Os resultados de
atividade antioxidante foram elevados tanto para determinagéo pelo método ABTS
como DPPH, embora o método ABTS tenha apresentado maiores valores. Os

coeficientes de correlagdo entre conteudo de compostos fendlicos e atividade
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antioxidante foram maiores no bagaco seco, tanto para amostras extraidas pelo

meétodo sequencial ou método direto.
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AVALIAGAO ANTIOXIDANTE DE CERVEJAS APLICANDO OS METODOS ABTS
E DPPH

Resumo

A cerveja € uma bebida de baixa graduagdo alcodlica resultante da
fermentagdo de uma levedura selecionada em um mosto, procedente do malte de
cevada, trigo ou outros produtos amilaceo transformaveis em agucares por digestao
enzimatica cozimento e aromatizada com flores de Iupulo. A composi¢cao da cerveja,
se destaca pela presenca principalmente de vitaminas, proteinas e compostos
fendlicos. Os compostos fendlicos sdo os grupos de compostos de especial
interesse na cerveja, por serem responsaveis por diversas propriedades funcionais.
Desde a estabilidade coloidal da cerveja, como também suas caracteristicas
sensorias (cor, aroma e sabor), nutricionais e terapéuticas. O objetivo deste trabalho
foi determinar o conteudo de compostos fendlicos totais e flavandis em diversos
tipos de cervejas comercializadas no Brasil, e determinar a capacidade antioxidante
in vitro realizada por dois métodos, o radical ABTS®" (acido 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin 6-sulfénico) e o radical DPPH® (2,2- Difenil-1-picrilhidrazilo). Para
determinar os polifendis totais foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu e o método
DMACA para os flavandis. Os conteudos fendlicos nas cervejas analisadas podem
variar de 249,73 (+ 8,44) a 808,58 (+ 7,42) mg/L, em ordem crescente, a cerveja
escura de trigo apresenta os maiores valores de polifendis totais, seguida das
cervejas escura de cevada, as cervejas claras de trigo e clara de cevada. Elevados
valores de atividade antioxidantes foram determinados pelo método ABTS, de
1048,62 (+ 26,37) a 3957,97 (+ 29,68) uMol TEAC/L e pelo método DPPH, de
1051,98 (+ 63,76) a 3015,29 (+ 44,02) uMol TEAC/L. As cervejas analisadas podem
ser fontes de compostos fendlicos aos quais se atribui a atividade antioxidante

determinada.

Palavras-chave: cervejas, atividade antioxidante, compostos fendlicos
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1. INTRODUCAO

A Cerveja & uma bebida milenar originaria da cultura Mediterranea classica,
vinculada desde a antiguidade com fins terapéuticos. As primeiras referéncias
historicas existem ja ha 6.000 anos, e demonstram que a cerveja por ser uma bebida
fermentada, era consumida pela civilizagdo com o objetivo de evitar enfermidades
infecciosas adquiridas ao beber agua nao higienizada (MATAIX, 2004; SERRA,
2002).

Produzida da fermentagao alcodlica do mosto de cereal malteado, geralmente
malte de cevada, sendo facultativa a adicdo de outra matéria-prima amilacea ou de
lupulo, e em geral o teor alcodlico € baixo, de 3 a 8%. Sob esta designacdo podem
se encontrar os mais diversos tipos de cerveja, obtidos por processos que vao da
fabricacado caseira a cerveja de processamento industrial. (AQUARONE et al., 1983;
MARTINEZ, 2004).

O processo de fermentagdo da cerveja € considerado complexo devido ao
numero de produtos que sdo originados, alguns de reag¢des quimicas, outros de
atividade microbiana. Entre estes ultimos predominam o etanol e o gas carbdnico,
além do glicerol, acido acético e alcoois superiores (GONZALEZ SAN JOSE et al,
2002; SERRA, 2002). A cerveja elaborada a partir de cevada e lupulo, fornece ao
organismo grande quantidade de vitaminas, especialmente do tipo B, minerais e
outras sustancias com propriedades funcionais e ndo contém gorduras, por isso que
seu consumo moderado pode incluir-se em qualquer dieta equilibrada (MARTINEZ,
2004).

O equilibrio de compostos volateis e nao-volateis € responsavel pela
aceitagdo e qualidade da cerveja. A composi¢cao em ésteres, aldeidos, dicetonas
vicinais, acidos organicos, alcoois superiores, fendis, iso-a-acidos e outros
compostos esta diretamente relacionada com a qualidade da cerveja. (ARAUJO et
al., 2003). Segundo FANTOZZI et al., (1998) a cerveja pode conter moléculas com
potencial antioxidante como também micronutrientes que ativam a superoxido
dismutase e a glutationa peroxidase, enzimas que contribuem potencialmente a
atividade de antioxidante global in vivo.

Diversos estudos demonstram uma diminuicdo na incidéncia de doencgas
cardiovasculares e cancer, entre outras patologias, em paises do sul da Europa, que

possuem uma dieta mediterrdnea, comparados aos paises nérdicos (BELLEVILLE,
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2002). Moderado consumo de bebidas alcodlicas, em particular o vinho e a cerveja,
estdo associadas a diminuicdo de mortalidades causadas por doengas
cardiovasculares (GRONBAEK et al., 1995). Alcool (em baixas doses) e os
compostos fendlicos tém papel importante na protecdo da agregagao plaquetaria,
além do mais o etanol tem efeito direto nas plaquetas, no metabolismo HDL e na
fribrinolisis, e apresenta papel importante na absor¢ao de compostos fendlicos
(GUISELLI et al., 2000).

Os fendlicos sao compostos aromaticos, hidrossoluveis, e facilmente soluveis
em etanol, o aumento de solubilidade destes compostos em solugdes
hidroalcoolicas pode afetar a concentragdo e a propor¢do que sao absorvidos
(RICE-EVANS et al., 1997). GHISELLI et al., (2000) determinaram que na absorgao
de fendlicos, a cerveja com alcool transferiu mais eficazmente compostos fendlicos
para fluidos de corpo humano do que a cerveja sem alcool.

Do ponto de vista nutricional, a cerveja contém mais proteinas e vitaminas (do
tipo B) que o vinho. A atividade antioxidante da cerveja pode ser similar ao do vinho,
embora os antioxidantes especificos presentes na cevada e no lupulo sejam
distintos dos encontrados na uva (DENKE 2000). Os polifendis presentes na cerveja
sdo principalmente acidos fendlicos (acido ferulico, acido galico e siringico),
flavanoides (flavandis, antocianinas e flavonois), também contém compostos mais
complexos como os taninos (procianidinas). Segundo GORINSTEIN et al. (2000), o
conteudo de procianidinas, epicatequinas e acido ferulico sdo estatisticamente
maiores na cerveja que no vinho branco.

Os compostos fendlicos tém papel importante nas caracteristicas sensoriais
da cerveja, como também contribuem no sabor, adstringéncia, cor e aroma, além de
serem responsaveis pela turbidez, por interagcbes com as proteinas e os
polissacarideos presentes na cerveja (GONZALEZ SAN JOSE et al., 2002).

O principal objetivo deste trabalho foi determinar os compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante in vitro (métodos quimicos) de cervejas brasileiras.
Avaliar e comparar as analises de amostras de cerveja elaboradas de diferentes
mateérias primas: cevada, trigo e cervejas sem adigao de antioxidantes. Assim como,
correlacionar a atividade antioxidante das cervejas encontrada com seu conteudo de

polifendis totais.



Capitulo 4 76

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Algumas amostras de cerveja provenientes de mercados de consumo no
Brasil foram adquiridas aleatoriamente em Floriandpolis (SC), e outras foram
adquiridas através de uma empresa de Blumenau (SC). Entre as amostras
analisadas: 2 cervejas de trigo escura, 1 cerveja de trigo clara, 4 cervejas de cevada
escura, 4 cervejas de cevada clara, 2 cervejas de cevada ambar, 1 cerveja organica
de cevada clara. As amostras de cerveja foram desgaseificadas, e armazenadas em
frasco ambar a -18°C até as posteriores analises, que foram imediatas. Todas as

analises foram realizadas em ftriplicata.

2.2 Determinacgéo de compostos fendlicos totais

O indice de polifendis totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
desenvolvido por Folin-Ciocalteu (ROSSI, 1965). Os resultados foram representados
utilizando acido galico como padréo, preparou-se uma curva e os resultados foram
calculados e representados graficamente, utilizando o gradiente concentragdo em
funcdo da absorbancia. Os resultados foram expressos em mg acido galico/L de

amostra.

2.3 Determinacao de flavanois

A determinacao de flavandis foi realizada aplicando-se o método DMACA (p-
dimetilaminocinmaldeido), descrito por ARNOUS; MAKRIS y KEFALAS, 2002. A
concentragdo total de flavanois foi estimada conforme a curva de calibragéo,
preparada com solugéo de catequina (1-16 mg de catequina/L). Os resultados foram

expressos em equivalente a mg catequina/100g de amostra.
2.4 Determinacdao da atividade antioxidante

Método ABTS (4cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico)
O método ABTS utilizado, foi o método descrito por RE et al. (1999) e modificado por
KUSKOSKI et al. (2004). O radical ABTS"" é formado por uma reagdo quimica com
persulfato de potassio em uma relagao estequiométrica de 1:0,5. Uma vez formado o
radical ABTS"" foi diluido em etanol até obter-se uma medida de absorbancia de 0,70

(x 0,02) a um comprimento de onda de 754 nm a uma temperatura de equilibrio de
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30°C. Absorbancia foi medida em espectrofotbmetro modelo (Hewlett-Packard
8425A), nos tempos 1, 4 e 7 minutos apos a adicao da amostra. Preparou-se curvas
com solugbes padrbes de Trolox (antioxidante sintético similar a vitamina E) e
vitamina C (acido ascérbico). Os resultados foram expressos em TEAC, atividade
antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido

carboxilico) em umol TEAC/L de amostra.

Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Desenvolvido por BRAND-WILLAMS et al., (1995) o método DPPH tem como
base a redugédo da absorbancia na regido visivel de comprimento de onda de 515
nm do radical DPPH* por antioxidantes. Com modificagdes KIM et al., (2002) aplicam
método com base na absorbancia do radical de DPPH® 100 uM (3,9 mL) dissolvido
em metanol a 80% no comprimento de onda de 517 nm. Ao adicionar 0,1 mL da
amostra ou padrao, se homogeniza cuidadosamente e se mantém em local escuro, a
temperatura ambiente, por 30 minutos. A medida de absorbéncia do radical é
realizada no comprimento de onda de 517 nm. A concentragdo de DPPH®* no meio
de reacgao se calcula conforme a curva de calibragao obtida por regressao linear. Os
resultados também sao expressos em TEAC, Trolox (uMol TEAC/100g de amostra).

Aplicacdo do método preconiza medir a capacidade antioxidante passado 30
minutos de reacdo, para assegurar de que a reagao fosse medida por completo e
que a amostra seria estavel, foram realizadas medidas no tempo de 60 minutos. A
concentragdo de DPPH® no meio de reagdo se calcula conforme a curva de
calibragdo obtida por regresséo linear. Os resultados também sao expressos em
TEAC, Trolox (umol TEAC/L de amostra).

2.7 Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em ftriplicata, e todos os resultados foram
apresentados como média + desvio padrao (DP). Foram realizadas analises de
variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para identificar diferengas significativas entre
as médias, usando o programa Statistica® 6.0. Diferencas entre as medias no nivel

de 5% (P < 0,05) foram consideradas significantes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O consumo de cerveja esta registrado em data anteriores a 4000 A.C
(PEPPER, 1997). Um consumo moderado e constante de cerveja pode ser fonte de
compostos fendlicos ao ser humano. Os compostos fendlicos determinados neste
estudo estdo representados na Tabela 1, e podem variar de 249,73 (+ 8,44) a
808,58 (+ 7,42) mg/L em consequéncia do tipo de cerveja. Observa-se que a cerveja
escura de trigo, apresenta os maiores valores de polifendis totais, e ndo diferem
estatisticamente entre si (CVT e CVB) mesmo mudando de marca comercial. Em
seguida as cervejas com maior conteudo de polifendis sdo as cervejas escuras de

cevada, as cervejas claras de trigo e as cervejas claras de cevada.

Tabela 1. indice de polifendis totais (IPT) e atividade antioxidante (ABTS) de

diversos tipos de cervejas.

Amostras PT ABTS - TEAC? | ABTS-TEAC® | ABTS-TEAC®
(mg/L) (Mol/L) (RMol/L) (Mol/L)

CVS 249,73 +8,44a | 581,72+27,36 | 911,79+22,09 | 1048,62 + 26,37
CVP 406,34 +5,01 b,c | 1782,47 +81,0 | 2693,04 +82,3 | 3010,68 + 128,87
CVN 535,67 + 6,28 h | 2026,90 + 51,11 | 2846,87 + 113,55 | 3234,39 + 114,46
CVK | 431,44 +353d,e | 1736,26 + 62,45 | 2670,70 + 118,71 | 3007,94 + 83,22
CVO 435,99 + 3,22 ef | 1846,99 + 18,44 | 2617,03 +4546 | 3012,87 + 54,04
CVA | 42935+6,22c,d | 1779,85 + 46,28 | 2492,93 +56,26 | 2840,12 + 109,01
CVR 727,67 +4,17k | 2684,54 +8,93 | 352278+ 14,46 | 3957,97 + 29,68
CVD 687,06 + 5,08 | 2384,53 +46,08 | 2892,30 + 117,35 | 3317,64 + 52,96
CVE 440,06 +2,39 e,f | 1276,82+ 43,18 | 158568 +47,47 | 1802,23 + 4,94
CVH 458,70 +1,20f,g | 147519+5,93 | 1706,19+2,97 | 193929 +2,97
CVL 636,23+ 7,491 | 1393,90 + 24,72 | 1928,87 +39,56 | 2273,27 + 32,14
cvw 402,58 +3,37 b | 2012,25+ 30,44 | 2829,89 +153,8 | 3294,91 + 172,68
CVB 791,54 +18,01 |297821+3552 | 3857,66+60,71 | 4290,77 + 61,92
CVT 808,58 + 7,42 | |2854,04+22,75 | 3187,96 +45,00 | 3607,54 + 45,00

CVS: cerveja de cevada clara; CVP: cerveja de cevada clara; CVN: cerveja de cevada clara; CVK:
cerveja de cevada clara; CVO: cerveja organica de cevada clara; CVA: cerveja de cevada ambar;
CVR: cerveja de cevada ambar; CVD: cerveja de cevada escura; CVE: cerveja de cevada escura;
CVH: cerveja de cevada escura; CVL: cerveja de cevada escura; CVW: cerveja de trigo clara; CVB:
cerveja de trigo escura; CVT: cerveja de trigo escura. “atividade antioxidante obtida em 1 min;
Patividade antioxidante obtida em 4 min; ‘atividade antioxidante obtida em 7 min. Valores com letra
igual ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas para P = 0,05.
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Em um estudo com cervejas enriquecidas com fibra dietética (soluvel),
SAURA et al. (2003) determinam os compostos fendlicos de cervejas espanholas.
Em cervejas normais (sem ser enriquecidas), estes autores encontraram valores de
polifendis para a cerveja clara de cevada de 336 + 8 mg/L e para cerveja escura de
cevada de 570 £ 10 mg/L. Comparadas com as cervejas brasileiras analisadas neste
trabalho, encontramos uma média de 425,77 + 13,3 mg/L para as cervejas claras de
cevada e de 683,65 + 45,8 mg/L para as cervejas escuras de cevada. Observa-se
que neste trabalho obtivemos melhores resultados tanto para as cervejas claras de
cevada como as cervejas escuras de cevada.

Os resultados obtidos da atividade antioxidante, determinadas pelo método
ABTS medidas no tempo de 7 minutos, foram em média de 2580,07 uMol TEAC/L
para as cervejas claras de cevada, enquanto que para a cerveja escura de cevada
encontramos 2691,98 uMol/L e valores de 3933,24 uMol/L para as cervejas escuras
de trigo.

Elevados valores foram encontrados neste trabalho para cerveja clara de
cevada se comparado com resultado de outras cervejas. PELLEGRINI et al., (2003)
realizaram uma pesquisa sobre a capacidade antioxidante de diversas bebidas,
plantas e azeites de consumo na lItalia e encontraram valores 1040 uMol TEAC/L em
cervejas italianas (cervejas claras de cevada), aplicando método ABTS e gerando
radical com persulfato de potassio.

Analise estatistica das amostras medidas da atividade antioxidante pelo
método ABTS em 1, 4 e 7 minutos, a nivel de 95% de confianca (P < 0,05)
demostrou que as medidas obtidas em 1 minuto apresentam diferenca estatistica
enquanto que as amostras obtidas nos tempos 4 e 7 ndo apresentam diferengas

significativas (Figura 1).



Capitulo 4 80

4500
4000+
3500
3000 (=
2500 =
20001 |5
1500
1000+

500

m
o4
m7

TEAC (uMol/100g)

Cvw CVvP CVK CVO CVA CVD CvB CVN CVR

amostras

Figura 1. Atividade antioxidante determinada pelo método ABTS de cervejas nos
tempos 1, 4 e 7 minutos. CVW: cerveja de trigo clara; CVP: cerveja de cevada clara;
CVK: cerveja de cevada clara; CVO: cerveja organica de cevada clara; CVA: cerveja de
cevada ambar; CVD: cerveja de cevada escura; CVB: cerveja de trigo escura; CVN:
cerveja de cevada clara; CVR: cerveja de cevada dmbar;

Os resultados obtidos na determinagao de compostos fendlicos totais estao
correlacionados com a atividade antioxidante (ABTS) como se pode observar na

Figura 2.
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Figura 2. Correlagéo entre o indice de polifenéis totais com atividade antioxidante
determinada pelo método ABTS das cervejas.
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Os resultados médios obtidos aplicando método DPPH para determinar a
atividade antioxidante de 9 tipos de cervejas (Tabela 2), foram de 1364,48 uMol
TEAC/L de cervejas claras de trigo, de 1370,14 uMol TEAC/L para as cervejas
claras de cevada, seguidos de 1991,50 uMol TEAC/L obtidos da cerveja escuras de
cevada e de 3015,29 uMol TEAC/L para as cervejas escuras de trigo, todos medidos

no tempo de 60 minutos.

Tabela 2. Flavandis e atividade antioxidante (DPPH) de extratos obtidos de cervejas.

Amostras Flavandis DPPH - TEAC? DPPH — TEAC®
(mg/L) (uMol/L) (uMol/L)
CVP 2,67 +£0,12 1144,01 £ 31,42 1311,47 £ 11,77
CVN 2,41 +0,09 1495,45 + 159,28 1583,56 + 95,70
CVK 1,91 £ 0,04 1034,26 + 11,92 1331,24 £ 63,08
CVvO 1,93 + 0,07 1014,30 £ 30,19 1254,30 + 35,25
CVA 2,14 + 0,04 855,08 + 42,12 1051,98 + 63,76
CVR 4,66 + 0,05 2088,23 + 12,21 2300,63 + 9,46
CVD 4,51+0,12 2417,54 + 159,36 2621,91 + 72,17
Cvw 2,79 £ 0,08 1124,97 + 67,22 1364,48 + 65,95
CVB 5,09 £ 0,08 2815,22 + 149,16 3015,29 + 44,02

CVP: cerveja de cevada clara; CVN: cerveja de cevada clara; CVK: cerveja de cevada clara;
CVO: cerveja organica de cevada clara; CVA: cerveja de cevada ambar; CVR: cerveja de cevada
ambar; CVD: cerveja de cevada escura; CVW: cerveja de trigo clara; CVB: cerveja de trigo
escura; ? atividade antioxidante obtida em 30 min; ° atividade antioxidante obtida em 60 min.

Observou-se que o tempo de 30 minutos foi suficiente para medir a reacao,
que amostra foi estavel, e que ndo houve diferenca estatisticamente significativa a

nivel de 95% de confianga (Figura 3).
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Figura 3. Atividade antioxidante determinada pelo método DPPH de cervejas, nos tempos
30 e 60 minutos. CVW: cerveja de trigo clara; CVP: cerveja de cevada clara; CVK: cerveja
de cevada clara; CVO: cerveja organica de cevada clara; CVA: cerveja de cevada ambar;
CVD: cerveja de cevada escura; CVB: cerveja de trigo escura; CVN: cerveja de cevada
clara; CVR: cerveja de cevada ambar.

O conteudo de flavandis, também foi determinado nestes lotes de cervejas, e
se obteve em média valores de 2,79 mg/L nas cervejas clara de trigo, de 2,23 mg/L
para as cervejas clara de cevada, seguidos de 3,77 mg/L obtidos das cervejas
escura de cevada e de 5,09 mg/L para as cervejas escura de trigo (Tabela 2).

Observa-se que o método DPPH (Tabela 2) apresenta valores TEAC inferior
aos valores obtidos com método ABTS (Tabela 1), no entanto, o coeficiente de
correlacdo dado pelo método DPPH (r? 0,9229) (Figura 4) é maior que o obtido com
método ABTS (r* 0,8959) (Figura 3) indicando melhor relacdo ao contetido de
compostos fendlicos que o método ABTS, este fato pode ser justificado pelo tipo de
radical e tempo de medida de reagao que se obtém entre estes dois métodos.

Os métodos quimicos de determinagdo da atividade antioxidante sao
geralmente baseados na captura de radicais livres ou na avaliagdo da sua
capacidade redutora, e oferecem informagdes muito diversas dos métodos com base
em medidas biolégicas ou que avaliam a atividade antioxidante especifica, no
entanto, as informag¢des obtidas em ambos os métodos sdo complementares. De
fato, os métodos quimicos, permitem obter boas correlacbes entre a atividade

antioxidante e meia vida dos produtos, e normalmente sdo os ensaios preliminares,
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no entanto somente permite aproximacdes a seus efeitos protetores a saude
(GONZALEZ SAN JOSE et al, 2002).

Além do mais, a atividade antioxidante €& dependente de varios fatores,
incluido as propriedades coloidais dos substratos, das condigdes e etapas de
oxidacdo, da formacdo e estabilidade dos radicais, assim como da possivel
localizacdo dos antioxidantes e estabilidade em distintas fases do processamento

nos alimentos.
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Figura 4. Correlagéo entre o indice de polifendis totais com atividade antioxidante
determinada pelo método DPPH das cervejas.

Diversos estudos relativos a atividade antioxidante da cerveja, tem
correlacionado esta propriedade com a composi¢cdo da cerveja (MAILLARD et al.,
1996; GOUPY et al., 1999; BRIGHT et al., 1999), em que a reagao de Maillard forma
produtos do malte (MAILLARD et al, 1996) ou produtos resultantes da ebuligdo. Com
relacdo ao produto final, GHISELLI et al., (2000) relataram que a cerveja ingerida por
humanos, induziu ao aumento significativo da atividade de antioxidante no plasma,
como resultado da transferéncia de acidos de fendlicos da cerveja para os fluidos do
corpo. WEI e colaboradores (2001) realizaram uma pesquisa estabelecendo relagéo
entre os compostos volateis da cerveja e atividade antioxidante, no entanto, os
mesmos autores descrevem a dificuldade em atribuir estas habilidades antioxidantes

somente a compostos volateis isolados.
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4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que o consumo moderado e frequente
de cerveja pode ser fonte de compostos fendlicos ao ser humano. A cerveja escura
de trigo, apresentou maiores valores de polifendis totais, seguida das cervejas
escura de cevada, cervejas clara de trigo e cervejas clara de cevada. Consideraveis
valores foram encontrados neste trabalho na determinacdo da atividade
antioxidante, tanto pelo método ABTS como DPPH, estes valores estédo
correlacionados ao conteudo de compostos fendlicos, sendo maior para o método
DPPH (r* 0,9229) que para o método ABTS (r* 0,8959). Obtendo assim maior
correlagdo com o método DPPH que com o método ABTS.

5. AGRADECIMENTOS

Ao CNPq pelo auxilio financeiro, e a Cervejaria Sudbrack - Eisenbahn®
Blumenau/SC, pelo fornecimento das amostras de cerveja, para realizagdo deste

estudo.
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CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos no decorrer deste estudo, pode-se
concluir que a cerveja e o chopp, se consumidos de forma moderada e constante,
podem ser fontes de compostos fendlicos com atividade antioxidante. Tanto para
atividade antioxidante como para o conteudo de compostos fendlicos, a cerveja
escura de trigo, apresentou maiores valores de polifendis totais, seguida das
cervejas escura de cevada, das cervejas clara de trigo e as cervejas clara de
cevada.

Os resultados demonstraram que a cevada como componente essencial na
producao de cervejas, contém elevado conteudo de compostos fendlicos e, pode ser
considerada fonte principal de fendlicos na cerveja com capacidade antioxidante
significativa.

Os extratos do bagaco da cevada obtidos tanto pelo método de extragao
direta como sequencial demonstram que no bagagco permaneceram valores
expressivos de fendis totais. Sendo que na extracdo sequencial, a acetona
apresentou melhor poder extrator, e nas diferentes proporcdes, a 70% obteve-se
melhor resultado, para extrair os compostos fendlicos. Alem do mais, observou-se
gue o bagacgo seco, apresentou maior conteudo de compostos fendlicos, e isto pode
ser devido ao efeito da temperatura, deixando os acidos fendlicos livres.

Os resultados permitem considerar que na determinagdo da atividade
antioxidante, tanto pelos métodos quimicos: ABTS ou DPPH, os valores obtidos se
correlacionam ao conteudo de compostos fendlicos, sendo, no caso das cervejas,
um pouco maior aplicando o método DPPH (r* 0,9229) que o método ABTS (r?
0,8959). Obtendo-se assim melhor correlagdo com o método DPPH do que com o

método ABTS, embora o valor TEAC para método ABTS seja maior.
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