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O consumo de cerveja artesanal tem aumentado, destacando-se como bebida funcional pelos
beneficios para a saude, devido a presenca de compostos antioxidantes. O objetivo do trabalho
foi avaliar a atividade antioxidante e toxicidade hepatica, in vitro, de estilos de cervejas artesanais
portuguesas e espanholas, com e sem incorporacao de extrato de cereja variedade “Lapins”.
Analisaram-se nove cervejas artesanais e duas industriais apds desalcoolizacao,
desgaseificacao e liofilizacao. Determinou-se o teor de fendlicos totais (TPC), a atividade
antioxidante, e a toxicidade hepdtica em células de hepatocarcinoma (HepG2). As cervejas
artesanais BP-N e IS-N demonstraram o maior TPC (9,5:t03 e 8302 mg GAE/g,
respetivamente), e a IS-N apresentou capacidade antioxidante moderada no ensaio ABTS
(IC50=80,1+1,1 ug/mL) e alta no ensaio perdxido de hidrogénio (H.02) (ICs0=27,0+1,5 ug/mL). A
incorporacao do extrato aquoso (EAC) e etandlico (EEC) de cereja ocorreu na cerveja com
resultados dos ensaios antioxidantes e viabilidade celular mais promissores (IS-N). A adicao dos
extratos a cerveja diminuiu significativamente (p < 0,05) a sua atividade antioxidante, e nao
reduziu a citotoxicidade induzida pelo t-BOOH, exceto no caso de IS-N em solvente aquoso com

EEC, em co-incubacao.

Palavras-chave: cervejas artesanais; compostos fendlicos; atividade antioxidante; toxicidade

hepatica; hepatoprotecao



Abstract

The consumption of craft beer has increased, standing out as a functional drink for its health
benefits, due to the presence of antioxidant compounds. The objective of the work was to
evaluate the antioxidant activity and liver toxicity, in vitro, of Portuguese and Spanish craft beer
styles, with and without incorporation of cherry extract from the ‘Lapins’ variety. Nine craft and
twoindustrial beers were analyzed after dealcoholization, degassing and freeze-drying. The total
phenolic content (TPC), the antioxidant activity of the samples, and the liver toxicity in
hepatocellular carcinoma (HepG2) cells were determined. Craft beers BP-N and IS-N
demonstrated the highest TPC (9.5+0.3 and 8.3+0.2 mg GAE/q, respectively). IS-N showed
moderate antioxidant capacity in the ABTS assay (ICs0=80.1+1.1 ug/mL) and high in the hydrogen
peroxide (H.02) assay (ICs=27.0+1.5 pg/mL). PA-ET showed the best iron reducing power
(FRAP) (44.7+0.0 umol TE/g). The incorporation of aqueous (EAC) and ethanolic (EEC) cherry
extract occurredin beer with results from the most promising antioxidant and cell viability assays
(IS-N). The addition of the extracts to beer significantly (p<0.05) decreased its antioxidant
activity, and did not reduce the cytotoxicity induced by t-BOOH, except in the case of IS-N in

aqueous solvent with EEC in co-incubation.

Keywords: craft beers; phenolic compounds; antioxidant activity; liver toxicity; hepatoprotection
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1. Introducao

A industria cervejeira tem passado por transformacoes nas ultimas décadas, verificando-se
um aumento exponencial da producao e do consumo de cerveja artesanal. A expansao de
cervejeiras artesanais teve inicio na década de 1970 nos Estados Unidos, tendo a Europa
Ocidental aderido a esta tendéncia na década de 1980 (Pokriveak et al., 2019). Em Portugal,
embora a producao de cerveja industrial se tenha consolidado no final do século XVIll e ao longo
do século XIX, as empresas produtoras de cerveja artesanal sé a partir de 2010 comecaram a ter
verdadeira expressao (Museu Da Cerveja, n.d.).

De acordo com a legislacao portuguesa, a cerveja é uma “bebida obtida por fermentacao
alcodlica, de um mosto preparado a partir de agua potavel e de malte de cereais, por acao de
leveduras, ao qual sdo adicionadas flores de ltipulo e/ou seus derivados, cujos maltes de cereais
deverao corresponder a, pelo menos, 50% em massa do total das matérias-primas fontes de
aclicares empregues” (Portaria n.° 91/2022, de 9 de fevereiro, 2022).

A definicao de cerveja artesanal nao se encontra legislada em Portugal e varia entre paises
(Tabela 1). Deste modo, a cerveja artesanal é caracterizada por vdrios autores como sendo uma
cerveja produzida por métodos tradicionais, utilizando matérias-primas tradicionais e de
qualidade, as quais podem ser adicionadas matérias-primas inovadoras como frutas, extratos de
plantas aromaticas e/ou medicinais e probidticos que conferem aromas e sabores diferenciados,
podendo ser uma bebida promotora da saude, pelas propriedades nutricionais e bioldgicas
promissoras (Aquilani et al., 2014; Bfezinova, 2021; Tirado-Kulieva et al., 2023). Além disso, as
cervejas artesanais, habitualmente, ndao sao filtradas, nem pasteurizadas, nem sao alvo de adicao
de diéxido de carbono (CO>) (Capece et al., 2018). As caracteristicas mencionadas contrastam
com as cervejas industriais que sdao produzidas em grandes quantidades, recorrendo a
ingredientes padrao, sendo submetidas a niveis de controlo de qualidade rigorosos, bem como a
processamento e filtracao (Jaeger et al., 2020).

Assim sendo, a autenticidade, inovacao, criatividade e qualidade do produto fazem com que
as cervejas artesanais se diferenciem das industriais, pelo que se verifica 0 aumento da sua
popularidade, bem como o interesse de as tornar num produto de valor acrescentado para o

consumidor (Donadini & Porretta, 2016; Mascia et al., 2014: S. Silva et al., 2022).



Tabela 1. Definicao de cerveja/cervejeira artesanal em diferentes paises.

Pais Definicao de cerveja/cervejeira artesanal Referéncia
(Independent
Producao inferior a 400 mil hectolitros/ano; Brewers
Austradlia -~
Menos de 20% do capital detido por uma grande cervejeira. Association,
2018)
Producao de cerveja até 50 mil hectolitros/ano;
Brasil (R.Silva, 2018)
Cervejeiraindependente de qualquer cervejeira maior.
Producao maxima de 50 mil hectolitros/ano;
Usa somente malte, cevada e/ou trigo, como fonte de amido;
Espanha (AECAI nd.)
Nao ser propriedade direta ou indireta de uma empresa que nao
cumpra os volumes/método/ingredientes da cerveja artesanal.
Producao anual de 6 milhGes de barris de cerveja ou menos;
Menos de 25% da cervejeira artesanal é da propriedade ou
Estados
controlada porum membro dainddstria de bebidas alcodlicas, que (Brewers
Unidos da 5 . o
nao uma cervejeira artesanal; Association, n.d.)
América
A cerveja é feita com ingredientes tradicionais, mas podem ser
adicionados ingredientes nao tradicionais para distincao.
Producao de cerveja inferior a 200 mil hectolitros/ano; (Disegno Di Legge
Itdlia Cerveja nao submetida a pasteurizacao e microfiltracao; N.1328-B, Art.35,
Cervejeira totalmente independente de qualquer cervejeira maior. 2017)
Producao de cerveja inferior a 200 mil hectolitros/ano;
Cervejeira totalmente independente de qualquer cervejeira maior; (SIBA Journal,
Reino Unido

Cumpre com os padrdes de qualidade e seguranca alimentar da

Society of Independent Brewers.

2017)




11. Mercado e Consumo de Cerveja Artesanal

Segundo a Organizagao Mundial de Saude, em 2018 a cerveja foi 0 sequndo tipo de bebida
mais consumido em todo mundo, representando 25% e 44% do consumo de alcool registado per
capitaem Portugal e em Espanha, respetivamente (World Health Organization, 2018, 2022).

O mercado global de cerveja artesanal, no mesmo ano, estava avaliado em 108,91 hilhdes
US$, sendo expectavel uma taxa de crescimento anual de 8%, atingindo, desta forma, 186,59
bilhdes US$ até 2025. Na Europa prevé-se um potencial de crescimento de 1324,31 milhdes de
litros de cerveja artesanal até 2024, o que representa a maior participacao de mercado em
termos de valor e volume. Os Estados Unidos e a Europa sao os maiores distribuidores de cerveja
artesanal respondendo por 46% e 43%, respetivamente (Baiano, 2021).

Embora a cerveja industrial seja a mais consumida, a producao e consumo de cerveja
artesanal tem vindo a aumentar. Assim, em Portugal, um total de 686 mil individuos consumiram
cerveja artesanal, em 2021, verificando-se uma maior expressao entre individuos do sexo
masculino (10,3%), face a um consumo de 6,6% entre individuos do sexo feminino. Além disso,
um em cada quatro consumidores de cerveja artesanal encontra-se na faixa etaria entre 55-64
anos (Grupo Marktest, 2022). Por sua vez, dados do mercado espanhol refletem um crescimento
de 79,6% na producao de cerveja artesanal de 2015 a 2019, passando de 12,4 milhdes de litros
para 22,4 milhdes de litros (AECAI, n.d.). Desta forma, o mercado de producdo de cerveja
artesanal espanhola é detentor de uma quota de mercado de 1,1% (AECAI, n.d.).

O setor cervejeiro é considerado um setor-chave para o crescimento da economia em
Portugal, contabilizando um total de 100 empresas cervejeiras, das quais 96 sao
microcervejeiras que se dedicam principalmente a producdo de cerveja artesanal (APCV-
Associacao Cervejeiros de Portugal, 2021; Duarte & Brinca, 2021). Em Espanha, até 2020, foram
contabilizadas 420 produtoras de cervejas artesanais, sendo produzido um total de 17 498 475
litros (AECALI, n.d.).

Em suma, na Europa, tem-se verificado um aumento do nimero dos microprodutores que se
dedicam ao fabrico de cerveja artesanal a fim de atenderem a procura do consumidor por este
tipo de produto, dado este ser considerado pelos mesmos um produto de qualidade superior, que
oferece uma vasta diversidade de sabores, autenticidade, sustentabilidade e reconhecimento
social (Duarte & Brinca, 2021; Salant et al., 2020; The Brewers of Europe, 2020).



1.2. Processo de Producao de Cerveja

No fabrico de cerveja recorre-se a quatro ingredientes base, ou seja, dgua, malte, lipulo
(Humulus lupulus L.) e levedura (Vivian et al., 2016; Wunderlich & Back, 2009). Porém, o produto
final pode ser diversificado com a adicao de outros ingredientes que conferem caracteristicas e
propriedades tnicas a cerveja (Habschied, Zivkovi'czivkovi'c, et al., 2020: Vivian et al., 2016).

A producao de cerveja artesanal inicia-se com o processo de maltagem (Figura 1), no qual
durante a germinacao dos cereais (principalmente cevada, mas também trigo, aveia, centeio e
arroz) sao ativadas e produzidas enzimas hidroliticas, como enzimas que digerem as proteinas
(aminopeptidases e carboxipeptidase), o amido («-amilase e B-amilase), as paredes celulares
(B-glucanases) e os dcidos gordos (lipoxigenase). Desta forma, o malte nao é mais do que os
graos de um cereal que foram sujeitos a um processo de maltagem, em que, de forma controlada,
0 processo deixa que 0s graos germinem até um certo ponto (Vivian et al., 2016; Wunderlich &

Back, 2009).
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Figura 1. Esquematizacao do processo de maltagem (Adaptado de Wunderlich e Back (2009)).

De forma a interromper a atividade enzimatica, procede-se a secagem dos graos a uma
temperatura entre 85 °C e 200 °C, dependendo do aroma e coloracao pretendido (Figura 2)

(Vivian et al., 2016; Wunderlich & Back, 2009). Desta forma, os maltes podem ser categorizados



de diferentes formas, como por exemplo, High aroma, Biscuit, Caramel, Crystal, Chocolate, Coffee
e Black, contendo sabores caracteristicos (torrado, frutado, caramelizado, entre outros) (Su et al,,

2022).

Figura 2. Coloracao das diferentes variedades de malte (Adaptado de Academia Artesanal (2018) e
EZbrew (2021)).

De sequida, procede-se a moagem dos graos maltados (Figura 3), de forma a aumentar a
superficie de atividade das enzimas, bem como facilitar a dissolucao dos ingredientes do malte
(Wunderlich & Back, 2009). O malte triturado é misturado com dgua e aquecido a diferentes
temperaturas (brassagem), com o intuito do amido ser convertido em aclicares mais simples,
como maltose e glicose, por acao das enzimas (Vivian et al., 2016; Wunderlich & Back, 2009).
Deste modo, forma-se o mosto, que além de ser rico em aglcares, possui proteinas soltiveis,

péptidos e aminodcidos (Vivian et al., 2016).
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Figura 3. Esquematizacao do processo de producao de cerveja (Adaptado de Wunderlich e Back (2009)).



0 mosto é transferido para a caldeira de ebulicao, e durante a sua ebulicao é adicionada uma
ou varias variedades de Idpulo, dependendo do amargor pretendido. Esta etapa resulta na
evaporacao de substancias que possuem sabor indesejado (como o dimetilsulfureto), floculacao
de proteinas, concentracao do mosto pela evaporacao da agua, formagao de substancias que
influenciam a cor e sabor (como melanoidinas), isomerizagao de substancias amargas de Itipulo,
esterilizacao do mosto e inativacao enzimatica. Posto isto, realiza-se afiltracao e clarificacao do
mosto, a fim de serem removidos residuos insoltveis, como as cascas dos cereais e residuos de
ldpulo (Wunderlich & Back, 2009).

Segue-se o processo de fermentacao, que consiste na adicao da levedura ao mosto, no
fermentador, verificando-se a conversao dos acticares em alcool etilico e diéxido de carbono
(CO2) (Wunderlich & Back, 2009). Este processo € influenciado por varios fatores, tais como a
temperatura, o pH, a agitacao, a disponibilidade de aclcares e a quantidade de levedura que é
inoculada (Vivian et al., 2016; Wunderlich & Back, 2009). Finalizada a fermentacao, ocorre a
maturacao, que consiste no repouso da cerveja, permitindo a fermentacao do extrato residual
(promove a formacao de CO.), remocao de compostos indesejdveis (como diacetil, aldeidos e
compostos de enxofre), bem como a estabilizacao dos sabores e aromas. Além disso, ocorre a
clarificacao da cerveja devido a sedimentacao das leveduras (Wunderlich & Back, 2009). Por fim,
procede-se ao enchimento da cerveja artesanal com o intuito de conservar a sua qualidade e dar
uma aparéncia mais atraente ao produto final.

Realca-se que as cervejas industriais antes do enchimento, passam pelo processo de
filtracao e clarificacao recorrendo a polivinilpirrolidona para remocao de compostos fendlicos,
que quando presentes, reagem com proteinas causando turvacao (Marques et al., 2017;
Wunderlich & Back, 2009). Além disso, fazem uso de antioxidantes exégenos com o intuito de
realcar o sabor (Marques et al., 2017).

Apds o enchimento, as cervejas industriais podem passar por um processo de pasteurizacgao,
para aumentar a sua estabilidade microbioldgica (Wunderlich & Back, 2009). Por sua vez, as
cervejas artesanais sendo um produto diferenciador, nao utilizam aditivos e, habitualmente, nao

sao filtradas nem pasteurizadas (Capece et al., 2018; Marques et al., 2017).



1.3. Estilos de Cerveja

As cervejas categorizam-se, principalmente, com base no processo de fermentacao,
dividindo-se, desta forma, em cervejas do tipo Ale, Lager (Figura 4) e cervejas de fermentacao
auténoma. Além disso, as cervejas podem diferir em vdrios aspetos como na coloragao, aroma,
amargor, extrato primitivo (concentracdo especifica de aclicares no mosto) e teor alcodlico
(Rodhouse & Carbonero, 2019).
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Figura 4. Principais estilos de cerveja artesanal (Cervejeiros de Portugal, n.d.).

Nas cervejas Ale, utiliza-se, tipicamente, estirpes de levedura Saccharomyces cerevisiae,
ocorrendo a fermentacao a temperaturas relativamente elevadas, que segundo Breda et al.
(2022) variam entre 15 °C e 25 °C. Apds a fermentacao a levedura sobe a superficie da cerveja, no
fermentador, o que Ihe confere uma maior variedade de aromas e sabores, sendo uma cerveja
mais encorpada e vigorosa. Deste tipo de fermentacao surge uma vasta variedade de cervejas,
tais como a India Pale Ale, a Barley wine e aTriple (Cervejeiros de Portugal, n.d.).

Nas cervejas Lager, a fermentacao ocorre a temperaturas mais baixas, que segundo Breda et
al. (2022) variam entre 5 °C e 10 °C, sendo utilizada, habitualmente, a estirpe de levedura S.
pastorianus, também designada de S. carlsbergensis. Ap6s a fermentacao, as leveduras
depositam-se no fundo do fermentador, o que confere a cerveja um sabor leve e limpo (auséncia

de aroma frutado/floral derivado do éster etilico). Desta forma, este € o tipo de cerveja mais



produzido, podendo destacar-se a Pilsner, a Vienna Lager e a Bock (Cervejeiros de Portugal, n.d.;
Krogerus et al., 2015; Rodhouse & Carbonero, 2019).

Por sua vez, as cervejas de fermentacao auténoma, embora menos comuns, caracterizam-
se pela inexisténcia de inoculacao de uma estirpe de levedura, ou seja, a fermentacao ocorre
naturalmente devido a leveduras e bactérias presentes no ar e nos barris de carvalho onde a
cerveja é fermentada e envelhecida (Keersmaecker, 1996; Rodhouse & Carbonero, 2019). Este
tipo de fermentacao confere notas frutadas e acidas a cerveja, tornando-a complexa e Unica.
Deste tipo de fermentacao surgem cervejas como a Lambic, a Gueuze e a Flanders Red Ale

(Keersmaecker, 1996).

1.4. Composicao da Cerveja

A cerveja possui uma grande variedade de compostos, que derivam diretamente das
matérias-primas ou surgem durante o processo de producao. A agua é o principal ingrediente da
cerveja, representando mais de 90% da sua composicao, pelo que o seu contetido mineral possui
uma elevada influéncia no produto final (Buiatti, 2008; Quesada-Molina et al., 2019). Os
compostos inorganicos, nomeadamente, calcio, magnésio, potdssio, sddio, cloreto, sulfato,
nitrato e fosfato, provém da agua da fermentacao e do malte, e tém influencia na qualidade da
cerveja (Buiatti, 2008).

O malte €é a principal fonte de compostos proteicos, lipidos, hidratos de carbono e polifendis,
sendo responsadvel pelo sabor, aroma, cor e corpo da cerveja. Os compostos azotados incluem os
aminoacidos, péptidos, polipéptidos, aminas e compostos heterociclicos, tendo um valor
estimado de 0,3-1,0 g/L. Os lipidos estao presentes na forma de acidos gordos, digliceraldeidos
e trigliceraldeidos (Buiatti,2008). Por sua vez, os hidratos de carbono sao o principal componente
nao voldtil na cerveja (3,3-4,4%), e incluem 75-80% de dextrinas, 20-30% de monossacdridos
e oligossacaridos e 5-8% de pentosanas. O malte também possui na sua constitui¢ao vitaminas
hidrossoltiveis, nomeadamente, vitamina B9 (folato), vitamina B12 (riboflavina), vitamina B5
(cido pantoténico), vitamina B6 (piridoxina) e vitamina B3 (niacina) (Quesada-Molina et al.,
2019).

O ldpulo confere a cerveja o amargor e aroma que lhe é caracteristico, contribui para a
formacao de espuma e protege a cerveja de contaminacées por microrganismos (Quesada-

Molina et al., 2019). Além disso, possui compostos que beneficiam a salide, como resinas, 6leos



essenciais e uma grande variedade de compostos fendlicos (Kobus-Cisowska et al., 2019). As
resinas contém humulonas (x-dcidos) e lupulonas (p-dcidos), sendo que os o-dcidos sao
isomerizados em iso-c-acidos (iso-humulonas), que sdo os compostos amargos mais
relevantes da cerveja. Por sua vez, os dleos essenciais conferem aroma a cerveja,
compreendendo duas fracdes principais, ou seja, os hidrocarbonetos (70%) e uma fracao de
oxigénio (30%) (Buiatti, 2008; Kobus-Cisowska et al., 2019).

Os hidrocarbonetos dividem-se em hidrocarbonetos alifdticos, monoterpenos e
sesquiterpenos. O mirceno (monoterpeno) e o humuleno, farneseno e cariofileno
(sesquiterpenos) sao os que existem em maior concentracao (Kobus-Cisowska et al., 2019). Os
compostos contendo oxigénio incluem ésteres, aldeidos e alcoois terpénicos (linalol e geraniol)
(Buiatti, 2008).

Relativamente aos compostos fendlicos, estes derivam do malte (dois tercos) e do lipulo (um
terco). Os compostos fendlicos presentes em maior concentracao sao os acidos hidroxicinamicos
(o mais importante é o dcido fertlico) e dcidos hidroxibenzdicos (por exemplo, dcido galico)
(Buiatti, 2008). Além disso, o ldpulo possui na sua constituicdo chalconas preniladas,
nomeadamente, o xanthohumol e o desmetilxanthohumol, das quais se formam flavanonas
isoméricas como isoxanthohumol e 8-prenilnaringenina (Figura 5) (Kobus-Cisowska et al., 2019;

Tirado-Kulieva et al., 2023).

Xanthohumol Isoxanthohumol Desmetilxanthohumol 8-prenilnaringenina

Figura 5. Principais chalconas preniladas e flavanonas isomérias do ltipulo (Adaptado de Kotota et al.

(2014) e Tirado-Kulieva et al. (2023)).

A tabela 2 resume alguns compostos fendlicos identificados em estudos realizados em

diferentes paises e com diferentes cervejas artesanais e industriais.



Tabela 2. Identificacao de compostos fendlicos em cervejas artesanais e industriais.

Pais/Estilo Cerveja Técnica Compostos Fendlicos Identificados Referéncia
Cerveja Artesanal
Acido benzdico, &cido cafeico, acido cindmico, acido clorogénico, catequina, (Andersonetal,,
Estados Unidos/SD LC-QTOF-MS
esculina, hidroxicumarina, miricetina, naringina, quercetina e vanilina 2021)
Acido cafeico, acido ferdlico, acido galico, dcido p-cumarico, dcido trans-cinamico
. . . ' o ' (Bredaetal,
De Portugal/SD RP-HPLC-DAD catequina, epicatequina, galocatequina, kaempferol-3-0-glicgsido, luteolina e 2022)
quercetina
8-prenilnaringenina, acido 3-cafeoilquinico, dcido 4-cafeoilquinico, dcido 4-
hidroxibenzdico, dcido cafeico, acido galico, acido sindpico, acido siringico, acido
Italia/Ego, Alter, Triplo Malto, o T ) . (Corteseetal,,
HPLC-ESI-MS/MS trans-ferdlico, dcido trans-p-cumarico, dcido vanilico, catequina, cohumulona,
Ubi, Fiat Lux e Maior 2020)
colupulona, epicatequina, humulona, isoxantohumol, lupulona, quercetina e
xantohumol
Brasil/Withier, Catharina )
Acido clorogénico, dcido fertlico, acido p-cumadrico, dcido p-hidroxibenzdico, acido (Hornetal,
Sour, Belgian Blond Ale, HPLC-ESI-MS/MS
siringico, acido vanilico, catequina, epicatequina e seringaldeido 2021)
American IPA e Imperial Stout
SD/Brown Porter, Classic
) (Marques etal.,
American Pilsner, Irish Red HPLC-DAD Acido cafeico, acido ferudlico, acido gdlico e dcido p-cumdrico 2017)

Ale and American Pale Ale
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Tabela 2. Identificacao de compostos fendlicos em cervejas artesanais e industriais (continuacao).

Pais/Estilo Cerveja Técnica Compostos Fendlicos Identificados Referéncia

Cerveja Industrial

(Habschied,
Da Crodcia, Alemanhae , )
HPLC-PDA Acido cafeico, acido galico, dcido p-cumarico e epicatequina Loncari¢, et al,,
Reptiblica Checa/SD
2020)
Da Sérvia, Holanda, Hungria, (-)-epicatequina, (+)-catequina, dcido cafeico, dcido cumadrico, d&cido M |
iticetal.,
Eslovénia, Bélgica, Irlanda e HPLC-PDA dihidroxibenzdico, dcido ferdlico, acido gdlico, acido hidroxibenzdico, acido 5014)
. 14
Austria/SD protocatecuico, dcido salicilico, acido sindpico e acido vanilico
Brasil/American Brown Ale,
American Pale Ale, Bock, i
Acido 3,4-di-hidroxibenzdico, &cido 3,4-dihidroxifenilacético, dcido 4-
Rauchbier, Schwarzbier, ) S o L o (Moura-Nunes
HPLC-UV-Vis hidroxifenilacético, acido benzaico, acido ferdlico, acido galico, acido p-cumarico,
German Weizen, Premium etal, 2016)
dacido siringico e dcido vanilico
American Lager, Standard
American Lager e Sem alcool
Da China, Coreia do Sul,
HPLC- dual A (-)-epicaquina, (+)-catequina, acido cafeico, acido ferdlico, acido gdlico, dcido (Zhaoetal,,
Holanda, México, Bélgica, EUA
absorbance protocatecuico, dcido p-cumadrico, dcido siringico e dcido vanilico 2010)

e Alemanha/SD

SD: Sem dados; LC-QTOF-MS: Espectrometria de massas em tandem de tempo de voo de cromatografia liquida-quadrupolo; RP-HPLC-DAD: Fase reversa - cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecdo com arranjo de diodos; HPLC-ESI-MS/MS: HPLC- espetrometria de massa em tandem com ionizacdo por eletrospray: HPLC-DAD: HPLC com detecao por arranjo de diodos; HPLC-

PDA: HPLC com um detetor de arranjo de fotodiodos; HPLC- UV-Vis: HPLC com detetor ultravioleta-visivel; HPLC- dual A absorbance: HPLC com detetor de absorbancia dual 1.

n



A levedura utilizada na producao de cerveja é o microrganismo responsavel pela
fermentacao, tendo um papel crucial na qualidade e no perfil sensorial da cerveja. Aquando da
fermentacao a levedura produz nao sé etanol e CO,, mas também dlcoois superiores (peso
molecular superior ao etanol), dcidos organicos, ésteres, aldeidos, cetonas e compostos
sulfurados. O teor alcodlico e o teor de CO; da maioria das cervejas produzidas varia entre 3,0% a
6,0%, e entre 3,5 a 4,5 g/L, respetivamente (Buiatti, 2008).

Os alcoois superiores presentes na cerveja sao maioritariamente, o 3-metilbutanol, 2-
metilbutanol, 2-metilpropanol, propanol e 3-feniletanol. Destaca-se que o glicerol é classificado
como dlcool, sendo produzido durante a fermentacao dos hidratos de carbono. Este possui um
teorde1,5a3,5 g/L, o que influencia o sabor e melhora a suavidade da cerveja (Buiatti, 2008).

Os acidos organicos, sao, essencialmente, subprodutos da metabolizagao excretados pelas
leveduras, e contribuem para a acidez caracteristica da cerveja. Os mais comuns na cerveja sao
o0 dcido acético, o dcido ldtico e o acido succinico (Buiatti, 2008).

Dado que todos os alcoois e acidos presentes nas cervejas sao suscetiveis de sofrer
esterificacdo, a cerveja possui uma grande quantidade de ésteres (60-80 mg/L), sendo o
acetato de etilo o mais comum. Os aldeidos derivam dos alcoois por desidrogenacao, sendo o
acetaldeido, o aldeido mais comum na cerveja. As cetonas também fazem parte da composicao
das cervejas, sendo produzidas a partir de metabolitos excretados pela levedura, sendo a cetona
diacetil a mais importante, dado o aroma que confere a esta bebida (Buiatti, 2008).

Os compostos sulfurados podem estar no malte, e podem tambhém advir do metaholismo ou
de microrganismos que contaminam a cerveja. Deste modo, o didxido de enxofre e o sulfeto de
hidrogénio sao os compostos voldteis de enxofre mais comuns na cerveja (Buiatti, 2008).

Assim sendo, constata-se que as cervejas podem diferir na sua composicao, dada a grande
variedade de compostos presentes nas matérias-primas utilizadas, bem como as condicoes a
que as mesmas sao sujeitas. Além disso, a utilizacao de matérias-primas de menor qualidade e
mais baratas pode fazer com que as cervejas industriais tenham menor concentracao de
compostos benéficos a salide, nomeadamente compostos fendlicos, quando comparadas as

cervejas artesanais (Salant et al., 2020).
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1.5. Cerveja como Behida Funcional

A cerveja podera ser considerada uma hebida funcional dado o seu valor nutritivo e o seu
enriquecimento com ingredientes que possuem propriedades benéficas para a saude do
consumidor (Habschied, Zivkovi'czivkovi'c, et al., 2020). Desta forma, as cervejeiras artesanais
procuram produzir cervejas inovadoras, com ingredientes funcionais e com foco na
sustentabilidade (Bharat Helkar & Sahoo, 2016; Olajire, 2012). A possibilidade de incorporacao de
ingredientes funcionais na cerveja artesanal € infinita, destacando-se a incorporacao de plantas

medicinais, algas, propolis, frutos, probidticos e fungos.
1.5.1. Incorporacao de Plantas Medicinais e de Frutos na Cerveja

Bustos et al. (2019) estudaram a adicao de folhas secas da planta Parastrephia lucida a
cerveja, durante a maturacao. A concentracao de compostos bioativos, nomeadamente,
flavondis, flavanonas, flavonas e dcidos fendlicos, transferidos para a cerveja aumentou face a
concentragao de P. lucida adicionada (0,1,0,5, 1 e 5% m/V), traduzindo-se numa maior atividade
antioxidante da cerveja. A adicao de 5% m/V da P. lucida aumentou significativamente (p < 0,05)
a atividade antioxidante comparativamente a cerveja controlo. Assim, no ensaio do poder redutor
do ferro (FRAP) observou-se um valor expresso em equivalentes de Trolox (TE)/L, de 5,46 +
0,04 mmol TE/L em comparacao com 1,88 + 0,05 mmol TE/L do controlo; no ensaio do acido
2,2'-azino-his(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) obteve-se o valor de 3,34 + 0,11 mmol
TE/L em comparacao com 1,15 + 0,10 mmol TE/L do controlo; e no ensaio de capacidade de
absorcao dos radicais de oxigénio (ORAC) observou-se o valor de 30,58 + 1,20 mmol TE/L face
ao valor de 7,86 + 0,14 mmol TE/L do controlo (Bustos et al., 2019).

Também no estudo de Ducruet et al. (2017) a incorporacao das bagas de goji (50 g/L), em
diferentes etapas do processo de producdo de cerveja (adicdo ao mosto, fermentacao e
enchimento), permitiu a extracao de uma elevada concentracdo de compostos bioativos. A
adicao das bagas de goji ao mosto foi a etapa que resultou no maior aumento da atividade
antioxidante, variando de 60% a quase 80%, e conferiu as melhores caracteristicas sensoriais a
cerveja, incluindo cor intensa e sabor a caramelo e café. As bagas de goji tém propriedades
antienvelhecimento, hepatoprotetoras e estao associadas a um aumento da imunidade, face a
elevada concentracao de compostos hioativos, como polissacaridos e carotendides, pelo que a

suaincorporacao na cerveja revelou-se promissora (Ducruet et al., 2017).
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Nedyalkov et al. (2022) estudaram a adicao de mirtilos a cerveja (167 g/dm3), durante a
maturacao, por serem frutos ricos em compostos fendlicos, nomeadamente antocianidinas
(flavonoides) e &cidos fendlicos, conferindo a cerveja atividades bioldgicas como antioxidante,
anti-inflamatdria, antimicrobiana, antimutagénica e hepatoprotetora (Nedyalkov et al., 2022;
Thilagavathi et al., 2023). A incorporacao resultou num aumento das concentracdes de acidos
fendlicos e de flavonoides, traduzindo-se num aumento do perfil fendlico e na melhoria das
caracteristicas organoléticas da cerveja (Nedyalkov et al., 2022).

Kim et al. (2017) analisaram a influéncia da incorporacao da pimenta-verde (Capsicum
annuumL.,a30, 60 e 100 g) no potencial antioxidante e outras caracteristicas fisico-quimicas da
cerveja. A adicao do fruto aumentou de forma significativa (p < 0,05) o contetido de polifendis e a
atividade antioxidante, mantendo a aceitabilidade da cerveja, sem afetar as suas propriedades
guimicas bdasicas (Kim et al., 2017).

Num outro estudo, Zapata et al. (2019) utilizaram o marmelo (Cydonia oblonga Miller, a 5,10
e 15%), um fruto rico em compostos bioativos, para melhorar o perfil sensorial e funcional da
cerveja. Observou-se um aumento do teor de fendlicos totais (TPC), do total de &cidos
hidroxicinamicos e, mais especificamente, um aumento do teor de acido clorogénico e acido 3,5-
dicafeoilquinico (Zapata et al., 2019).

A cereja-doce (Prunus aviumL.) é um fruto muito apreciado pelo seu sabor, aroma e cor, bem
como pelos seus valores e propriedades nutricionais (A. Goncalves et al., 2021). A cerejeira pode
ser encontrada em diversas regiées do mundo, principalmente em zonas de climas temperados
e mediterranicos. Em Portugal, os pomares de cerejeiras encontram-se essencialmente, a norte
do rio Tejo, em particular nas regides de Entre Douro e Minho (Resende), Beira Interior (Fundao,
Covilha e Belmonte) e Trds-os-Montes e Alto Douro (Lamego) (Nunes et al., 2022; Rodrigues et
al., 2020; Serra et al., 2011). A regido norte (em particular Resende e Lamego) é considerada uma
regiao tradicional portuguesa produtora de cereja, na qual a area de cultivo aumentou nos ultimos
anos com a plantacao de novos pomares (Rodrigues et al., 2020). As condicdes climdticas, as
caracteristicas do solo e a forma de cultivo conferem uma qualidade e sabor particulares, com
uma elevada procura nacional e internacional. Algumas variedades sao consideradas as mais
representativas e com maior impacto comercial na regiao, como a “Durona”, “Lapins”, “Summit” e
“Van" (Rodrigues et al., 2020) (Figura 6). A variedade “Lapins” é considerada a variedade de
cereja-doce mais plantada em todo o mundo, sendo o seu fruto de elevada qualidade, e

produzindo algumas das maiores e mais suculentas cerejas-doces (Pereira et al., 2020).
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Figura 6. Variedades de cereja-doce: (a) Durona, (b) Lapins; (c) Summit; (d) Van (Rodrigues et al., 2020).

A cereja-doce é rica numa variedade de compostos bioativos, incluindo flavonoides (ex:
antocianinas), dcidos fendlicos, vitaminas hidrossoltiveis (C, B) e vitaminas lipossoltiveis (A, E e
K), que conferem propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, neuroprotetoras e
antitumorais, nomeadamente, no carcinoma hepatocelular (A. Goncalves et al., 2021; Hu et al.,
2021; Nedyalkov et al., 2023; Saeed et al., 2023). A tabela sequinte (Tabela 3) identifica o TPC
(mg/100 g peso fresco) na variedade “Lapins” (Usenik et al., 2008).

Tabela 3. Teor de compostos fendlicos (mg/100 g peso fresco) na variedade “Lapins” (Usenik et al.,
2008).

Variedade “Lapins”

Grupo/Subgrupo Compostos Fendlicos
mg/100 g de peso fresco

Acido neoclorogénico 8,70+0,88

Acidos hidroxicinamicos Acido p-cumaroilquinico 0,77+ 0,06
Acido clorogénico 169+ 0,15

Flavan-3-dis Epicatequina 0,43+0,09
Flavonois Rutina 2,06+0,28
Cianidina-3-0-glicésido 2,58+0,08
Cianidina-3-0-rutindsido 88,71+0,73

Antocianinas

Pelargonidina-3-0-rutindsido 759+0,70

Peonidina-3-0 -rutindsido 112+ 0,02

De modo geral, a atividade antioxidante e o TPC estao relacionados entre si, e dependem da
variedade estudada e dos fatores climaticos. Desta forma, alguns estudos tém avaliado a adicao

da cereja a cerveja (Nardini & Garaguso, 2020; Nedyalkov et al., 2023).
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No estudo de Nedyalkov et al. (2023) avaliaram o efeito da adicao de suco e bagaco de cereja-
doce nas mesmas concentracoes (15% (m/V)), em diferentes momentos da fermentacao, face
aos aspetos fisico-quimicos, propriedades antioxidantes e sensoriais da cerveja. A adicao de
suco e bagaco de cereja-doce a cerveja resultou na diminuicao significativa da concentracao de
proteinas (p < 0,05), entre 3 a 4 vezes e 8 a 18 vezes, respetivamente. Esta diminuicao é
justificada pelo aumento do TPC que leva a precipitacao das proteinas. Além disso, a adicao de
cereja-doce resultou no aumento do TPC, com valores para o suco de 9 a 11% superiores ao
controlo e valores para o bagaco de 20 a 25% superiores ao controlo. A adi¢ao de suco e bagaco
de cereja-doce levou ao aparecimento de notas frutadas e ao aumento da atividade antioxidante
das amostras de cerveja, verificando-se 0 aumento mais significativo com a utilizacao de bagaco
(p <0,05) (Nedyalkov et al.,, 2023).

No estudo de Nardini e Garaguso (2020) avaliou-se o TPC, o teor de flavonoides totais (TFC),
a atividade antioxidante e o perfil fendlico, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), da
incorporacao de oito frutos, nomeadamente cereja-doce, na cerveja aquando da primeira etapa
de fermentacao. A incorporacao de 300 g/L da cereja-doce variedade “Griotta” (cerveja 1) e de
200 g/L das variedades “Corniolo”, “Ravenna” e “Graffione” (cerveja 2) aquando da producao de
cervejas do tipo Ale, resultou numa melhoria das caracteristicas da cerveja final face as cervejas
industriais analisadas. O valor do TPC e do TFC da cerveja1foi de 767 + 13 equivalentes de dcido
galico (GAE) mg/L e 221,8 + 3,3 expresso em equivalentes de quercetina (QE) mg/L; e da cerveja
2 foi de 747+ 8 mg GAE/L e 196,4 + 1,9 mg QE/L, respetivamente. Em comparacao, o valor do
TPC e do TFC das cervejas industriais do tipo Ale variou entre 383 + 7 mg GAE/L - 482 + 10 mg
GAE/L,e 519 +11mgQE/L - 73,2 + 0,6 mg QE/L, respetivamente. No ensaio antioxidante do
ABTS o valor obtido na cerveja1(3,53 + 0,06 mM TE/L) foi superior ao obtido na cerveja 2 (3,41
+ 0,10 mM TE/L), sendo ambos superiores as cervejas industriais do tipo Ale, com valores de
ABTS avariar entre 1,55 + 0,02 MM TE/L e 2,03 £ 0,04 mM TE/L. No ensaio do FRAP a cerveja
1 também demonstrou possuir maior capacidade antioxidante face a cerveja 2 (9,76 + 0,11 mM
FeS0./L e 8,55 + 0,04 mM FeS0, /L, respetivamente), sendo ambas superiores as cervejas
industrias do tipo Ale (valores do FRAP a variar entre 3,38 + 0,04 mM FeS0, /Le 4,39+ 0,18 mM
FeS0. /L) (Nardini & Garaguso, 2020).
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1.5.2. Incorporacao de Probiéticos na Cerveja

Os probidticos definem-se como “microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficio a sadde do hospedeiro” (Mack, 2005). Varios
estudos tém averiguado a possibilidade dos probidticos serem incorporados na cerveja
artesanal, dada a sua capacidade de ajudarem na manutencao da microbiota intestinal e num
sistema imunoldgico saudavel (Canonico et al.,, 2021; Capece et al., 2018; Chan et al., 2019;
Mulero-Cerezo et al., 2019). A tabela 4 apresenta alguns dos microrganismos mais comuns

estudados quanto as propriedades probidticas.

Tabela 4. Microrganismos mais comuns estudados quanto as propriedades probidticas.

Presente classificagao cientifica/basiénimo ou sinénimo homotipico Referéncias

Lactobacillus acidophilus / Bacillus acidophilus

Lacticaseibacillus casei / Lactobacillus casei (Calumbaetal,
Lacticaseibacillus rhamnosus / Lactobacillus rhamnosus 2021; Chan et
Limosilactobacillus reuteri / Lactobacillus reuteri al., 2019; Dysvik
Lactiplantibacillus plantarum / Lactobacillus plantarum etal., 2020;
Limosilactobacillus fermentum / Lactobacillus fermentum Haffner & Pasc,
Lactobacillus johnsonii 2018;
Lactobacilos Lactobacillus helveticus / Thermobacterium helveticum Herkenhoff et
Companilactobacillus farciminis / Lactobacillus farciminis al., 2023;
Lactobacillus curvatus Mitropoulou et
Levilactobacillus brevis / Lactobacillus brevis al., 2013; Nyhan
Lactobacillus gasseri etal, 2023;
Ligilactobacillus salivarius / Lactobacillus salivarius Praiaetal.,
Limosilactobacillus fermentum / Lactobacillus cellobiosus 2022;L.C.Silva
Lacticaseibacillus paracasei / Lactobacillus paracasei etal, 2021)

Lentilactobacillus buchneri / Lactobacillus buchneri

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium longum subsp. Infantis / Bifidobacterium infantis
(Mitropoulou et
Bifidobacterium longum
Bifidobactérias al., 2013; Tan et
Bifidobacterium animalis subsp. lactis / Bifidobacterium lactis . 2023)
al,,
Bifidobacterium thermophilum
Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium animalis
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Tabela 4. Microrganismos mais comuns estudados quanto as propriedades probidticas (continuacao).

Presente classificagao cientifica/basiénimo ou sinénimo homotipico Referéncias

Enterococcus faecium / Streptococcus faecium

Escherichia coliNissle 1917
(Mitropoulou et

al,, 2013; Tanet
al,, 2023)

Outras Lactococcus lactis / Bacterium lactis
Bactérias Propionibacterium freudenreichii / Propionicibacterium freudenreichii
Shouchella clausii / Bacillus clausii

Bacillus oligonitrophilis

Saccharomyces boulardii
(Canonicoetal,

Saccharomyces cerevisiae / Mycoderma cerevisiae
2027,

Lachancea fermentati / Zygosaccharomyces fermentati

Leveduras Mitropoulou et
Cyberlindnera subsufficiens
al., 2013; Nyhan

Lachancea thermotolerans / Zygosaccharomyces thermotolerans
etal, 2023)

Monosporozyma unispora / Kazachstania unispora

A co-fermentacao de S. cerevisiae S-04 com a bactéria Lactobacillus paracasei L26 na
producao de cerveja artesanal demonstrou ser promissora, mantendo elevadas contagens de
células viaveis (acima de 8 log UFC/mL), o que pode oferecer potenciais beneficios a satide (Chan
et al., 2019). No estudo de Capece et al. (2018) a incorporacao da levedura S. cerevisiae var.
boulardii revelou ser eficaz, resultando num elevado nimero de células vidveis (variando entre
8x10% e 7,0 x 107 UFC/mL), bem como no aumento da atividade antioxidante e do teor de
polifendis na cerveja artesanal, sem comprometer o aroma da cerveja. Por sua vez, o estudo de
Mulero-Cerezo et al. (2019) demonstrou que a cerveja artesanal produzida com levedura S.
boulardii em comparacao com a cerveja artesanal produzida com levedura S. cerevisiae
apresenta maior viabilidade dalevedura(8,3+1,4 x10*e 1,1+ 0,2x 10°UFC/mL, respetivamente),
menor teor alcodlico (1,65 e 2,39, respetivamente), e maior acidificacao (pH significativamente
mais baixo, p < 0,05), 0 que é positivo, pois reduz riscos de contaminagao na producao em larga
escala.

No estudo de Canonico et al. (2021) a levedura probiética L. thermotolerans provocou um
aumento das notas aromaticas, nomeadamente notas acidas e frutadas na cerveja artesanal.
Assim, L. thermotolerans tem aplicabilidade na producao de cervejas dcidas, uma vez que tem a
capacidade de produzir altas quantidades de dcido latico a partir dos aclcares, o que permite a
acidificacdo hioldgica natural durante a fermentacao do mosto (Jesus Callejo et al., 2019; Salant
etal, 2020).
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E amplamente aceite que, para que um produto probiético tenha efeitos benéficos, deve
conter uma concentracao minima de 10® UFC/mL ou por grama (Kechagia et al., 2013). Além
disso, é recomendado que o consumidor ingira diariamente entre 10® e 10° microrganismos
probidticos para obter os beneficios esperados (Kechagia et al., 2013).

Em suma, dado ser crucial a incorporacao de probidticos vidveis para que estes tenham a
devida eficacia, as cervejas artesanais nao filtradas e nao pasteurizadas sao mais adequadas do
que as cervejas industriais, uma vez que as tecnologias aplicadas as ultimas podem colocar em

causa a viabilidade dos probidticos (Capece et al., 2018).

1.5.3. Incorporacao de Outros Ingredientes Funcionais na Cerveja

Outros ingredientes tém vindo a ser adicionados a cerveja, com o objetivo de melhorar o
produto final, como por exemplo, as algas, os cogumelos e a prdpolis (Cirlincione et al.,, 2023;
Leskosek-Cukalovic et al., 2010: Ulloa et al., 2017).

As algas sao consumidas ha anos, em vdrias partes do mundo, como alimentos, suplementos
alimentares e aditivos, face as suas propriedades organoléticas unicas e beneficios nutricionais
e de satide (Mendes et al., 2022). Okechukwu et al. (2022) estudaram a adicao de pd de Chlorella
vulgaris (3,3, 5 e 10 g/L) no processo de fermentacao da cerveja. A C. vulgaris é uma microalga
com diversos compostos bioativos, nomeadamente carotenos, vitaminas, aminodcidos
essenciais, polissacaridos e clorofila, que possuem atividades antioxidantes, antidiabéticas, anti-
inflamatdrias, antitumorais e hepatoprotetoras na satide humana. A adicdo de 10 g/L de C.
vulgaris aumentou significativamente a concentracao de polifendis totais (442,02 + 15,20 mg
GAE/L face a 257,8 + 30,40 mg GAE/L do controlo) (p < 0,05), de TFC (242,7 + 16,04 mg QE/L
facea185,3 + 25,70 mg QE/L do controlo), e a atividade de neutralizacao do H-0.(89,98 + 0,04%
em comparacao com 88,86 + 0,13% do controlo) na cerveja. Por sua vez, as caracteristicas
sensoriais nao apresentaram diferencas significativas entre a cerveja com C. vulgaris e na
cerveja utilizada como controlo (Okechukwu et al., 2022).

A prdpolis consiste num produto natural com um grande potencial como aditivo alimentar
funcional face a diversidade de compostos bioativos com muitas propriedades funcionais (ex:
antioxidante, antibacteriana, anticancerigena, anti-inflamatdria, antivirica e antiflngica)
(Kujumgiev et al., 1999; Valencia et al., 2012). Ulloa et al. (2017) estudaram a adicdo de extrato

etandlico de prdpolis a cerveja, durante a maturacao afrio, nas concentracdes de 0,05,0,15e 0,25
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g/L. A adicao do extrato etandlico de prépolis a cerveja resultou no aumento do TPC com valores
de 253,0 a306,5 mg GAE/L, comparativamente a 242 mg GAE/L no controlo, e no aumento do
TFC com valores de 16,0%, 49,7% e 59,2% acima do controlo (16,9 mg de QE/L). Por sua vez, o
ensaio do FRAP revelou um aumento na atividade antioxidante dependente do aumento da
concentracao de extrato adicionado, obtendo-se valores de 1555, 1705 e 1892 pmol de TE/L,
para as trés concentracoes estudadas. Assim sendo, a incorporacao do extrato etandlico de
prépolis na cerveja revelou ser promissora no aumento dos compostos bioativos e da atividade
antioxidante da cerveja, sem influenciar os parametros fisico-quimicos (Ulloa et al., 2017).

Os cogumelos sao conhecidos nao apenas pelo seu elevado valor nutricional, mas também
pelo sabor peculiar e aroma, face a presenca de compostos aromaticos (Sun et al., 2020). No
estudo de Leskosek-Cukalovic et al. (2010) avaliaram a incorporacao, a cerveja engarrafa, de
extrato alcodlico de Ganoderma lucidum, na concentracao de 0,1-15 mL/L. A espécie G. lucidum
consiste num cogumelo com propriedades antioxidantes, imunomoduladores e antitumorais,
sendo utilizado na prevencao e tratamento de patologias como hepatite, hipertensao e diabetes
(Leskosek-Cukalovic et al., 2010; Zhou et al., 2007). A incorporacao do extrato demonstrou
potencial para melhorar as propriedades funcionais da cerveja, devido a presenca de triterpenos
e acidos gordos. Além disso, permitiu a producao de uma cerveja considerada sensorialmente
aceitdvel, destacando-se a melhoria, por exemplo, do sabor (Leskosek-Cukalovic et al.,, 2010).
Num outro estudo, realizado por Cirlincione et al. (2023), a adicao de duas quantidades diferentes
(5 e10 g/L) de Pleurotus eryngii var. eryngiiem p6, em diferentes fases de producao da cerveja
artesanal (pré e pés fermentacao alcodlica) demonstrou uma melhoria na viabilidade da levedura
durante a fermentacao alcodlica, assim como um aumento no teor alcodlico e um melhor perfil
sensorial.

Além da adicao de ingredientes funcionais a cerveja, também tem sido alvo de estudos a
utilizacao de outros ingredientes, por exemplo, para a obtencao de cervejas sem gliten, para que
possam ser consumidas por pessoas intolerantes as proteinas do gltten encontradas na cevada
e no trigo (Mayer et al,, 2015; Salant et al., 2020). No estudo de Mayer et al. (2015) foram
produzidas cervejas de malte de arroz, um cereal sem gluten e facilmente disponivel. As cervejas
apresentaram um perfil sensorial semelhante ao de uma cerveja de malte de cevada, em termos
de aroma, sabor e sensacao na boca, mas mais insipido. No entanto, o perfil sensorial pode ser
melhorado por temperaturas de secagem mais altas do malte de arroz ou por meio de uma estirpe

de levedura, variedade de Itipulo ou diferentes proporcdes de ingredientes (Mayer et al., 2015).
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1.6. Atividade Antioxidante e Hepatoprotetora da Cerveja e Matérias-primas

Nos ultimos anos, o interesse nutricional da cerveja tem vindo a aumentar face a suariqueza
em compostos antioxidantes. Os antioxidantes apresentam efeitos bioldgicos benéficos,
prevenindo o stress oxidativo, resultante da producao excessiva de ROS/RNS, e reduzindo os
danos oxidativos a nivel celular (Martinez-Gomez et al., 2020).

As espécies reativas consistem em radicais livres (como o superéxido, hidroxilo, peroxil),
assim como intermedidrios reativos nao radicalares (como o Hz0z) (Martinez-Gomez et al,
2020). Os radicais livres sao produzidos sob condicdes fisioldgicas normais no nosso organismo,
sendo fundamentais para qualquer processo bioquimico, mas a sua producao aumenta em
condicdes patoldgicas, podendo resultar em stress oxidativo (Koren et al, 2019). Os
antioxidantes podem atuar de diferentes formas, como por exemplo, eliminando radicais livres,
inibindo enzimas pro-oxidativas, ou quelando metais pesados (Koren et al., 2019).

O radical superdxido nao é tao reativo e pode nao causar danos diretos as células. No entanto,
o seu produto de reacao, o H:-0, na presenca de vestigios de ides metalicos como o Fe?* (ido
ferroso), é convertido em radicais hidroxilo (‘OH), que por sua vez podem oxidar a maioria das
biomoléculas (Phaniendra et al., 2015). Os substratos organicos ou lipidos, apés reagirem com
"OH, na presenca de oxigénio, sao convertidos em radicais peroxilo (RO0-)/(LO0O-), originando
reacoes em cadeia, e multiplicando o dano. Desta forma, os radicais livres formados podem
induzir alteracdes a nivel dos lipidos das membranas, do ADN (acido desoxirribonucleico) e

proteinas, podendo levar a morte celular (Martinez-Gomez et al., 2020) (Figura 7).
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Figura 7. Alteracdes resultantes das espécies reativas de oxigénio e de azoto (Adaptado de (Martinez-
Gomez et al,, 2020; Priyadarsini, 2005)). O, - oxigénio; e - eletrdo; 0.~ - radical superdxido; ONOO" -
radical peroxinitrito; NO" - radical 6xido nitrico; SOD — superdxido dismutase; H.0. — perdxido de
hidrogénio; MPO — Mieloperoxidase; HOCI - acido hipocloroso; H.0 - dgua; '0; oxigénio singleto; Cl - Cloro;

Fe®* - ido ferroso; Fe** - ido férrico; LH — Lipido; - OH - radical hidroxilo; LO," — radicais peroxilo; ADN -

acido desoxirribonucleico.
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Desta forma, o consumo de alimentos ou bebidas com potencial antioxidante, ou 0 aumento
das atividades antioxidantes dos produtos (por exemplo, através da incorporacao de outros
ingredientes ativos), constitui uma maneira eficaz de melhorar a saide humana (D. Yang & Gao,
2021).

Existem evidéncias suficientes para mostrar a protecao antioxidante e os efeitos na saude
dos compostos fendlicos presentes na cerveja. Sabe-se que 0os compostos fendlicos apresentam
uma atividade antioxidante mais forte do que as vitaminas (D. Yang & Gao, 2021). No entanto,
outros ingredientes nao alcodlicos da cerveja, como melanoidinas, vitaminas B6, B12, Ce E, e 0
selénio sao também considerados bons antioxidantes (Rodrigo et al,, 2015; D. Yang & Gao, 2021).

No estudo de S. Silva et al. (2022), determinaram o TPC e a atividade antioxidante de cervejas
artesanais portuguesas e das matérias-primas utilizadas na sua producao, nomeadamente
IGipulo e malte. As cervejas artesanais apresentaram um TPC que variou entre 343,78 mg GAE/L
e 2172,49 mg GAE/L, comparativamente a 255,3 + 69,6 mg GAE/L e 394,0 + 48,7 mg GAE/L
das cervejas industriais. Além disso, a determinacao da capacidade antioxidante das cervejas
artesanais pelo ensaio do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) revelou capacidade de inibicao do
radical, com valores entre 58,3 +1,1% e 99,4 + 0,6%, comparativamente a 85,7+ 21% e 70,4 +
0,7% das cervejas industriais. Quanto as matérias-primas, ainibicao de DPPH variou de 36,5% a
96,0% para amostras de malte e 64,7% a 79,6% nas amostras de lupulo. Assim sendo, as
cervejas artesanais revelaram ter maior capacidade antioxidante do que as matérias-primas
isoladas e maior TPC que as cervejas industriais (S. Silva et al,, 2022).

O figado é o principal local de metabolizacao do alcool, pelo que é particularmente suscetivel
alesoes provocadas pelos subprodutos resultantes desse processo, nomeadamente acetaldeido
e ROS (Hyun et al., 2021). Os efeitos nocivos do consumo excessivo de alcool estdo bem
descritos, ou seja, bebidas com alto teor alcodlico ndo sao boas para a satide humana (Kerpes et
al., 2017; Oak et al., 2018). No entanto, o efeito de uma quantidade intermédia de bebida alcodlica
é mais complexo e precisa de mais estudos (Olas, 2020). Por exemplo, a cerveja artesanal
guando consumida com moderacao (12 g/dia de etanol para as mulheres e 24 g/dia de etanol
para os homens), tem a capacidade de conferir beneficios a satide e minimizar os efeitos
prejudiciais associados ao dlcool (Boronat et al., 2020; Gaetano et al., 2016). Esta questao
envolve os possiveis efeitos dos probidticos associados com ingredientes nao alcodlicos em
bebidas, como a cerveja. Além disso, a cerveja possui na sua composi¢ao constituintes que

conferem atividade antioxidante (Boronat et al., 2020: Gaetano et al., 2016).
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Embora escassos, existem estudos que demonstram propriedades hepatoprotetoras dos
compostos bioativos e matérias-primas da cerveja (Dorn et al.,, 2010; Ferk et al., 2010; Park et al.,
2021 Pintoetal., 2012; Y.-H. Lee et al., 2016). No estudo de Pinto et al. (2012), o xanthohumol, um
dos principais flavonoides do ldpulo, preveniu o dano hepdtico induzido por tetracloreto de
carbono (agente hepatotdxico) em ratos, dada a sua capacidade de inibir a peroxidacao lipidica e
proteger da degradacao de enzimas antioxidantes, bem como possuir propriedades
antioxidantes. Além disso, no estudo de Pinto et al. (2014), o xanthohumol também revelou
capacidade para proteger contra dados oxidativos agudos induzidos pelo alcool, em ratos.

Num outro estudo, Dorn et al. (2010), observaram que xanthohumol inibiu a ativacao das
células estreladas hepaticas (principais mediadores da fibrose hepatica) e induziu a sua
apoptose, in vitro. Por sua vez, o xanthohumol reduziu a inflamacao hepatica e a expressao de
genes pro-fibrogénicos, in vivo, em ratos (Dorn et al., 2010).

Ferk et al. (2010), num estudo realizado em ratos, verificaram que a suplementacao de dgua
com xanthohumol também revelou prevenir a formacao e expansao clonal de focos pré-
neoplasicos no figado, bem como inibiu ainducao do dano ao ADN no tecido hepatico.

Por fim, a cevada (Hordeum vulgare), ingrediente comum das cervejas artesanais, também
revelou ter efeito hepatoprotetor, dada a sua composicao em flavonoides, nomeadamente a
saponarina (flavona) que possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias (Kantharaj et al.,
2023;Y.-H. Lee et al., 2016; Park et al., 2021). Em estudos in vivo, realizados em ratos e também
em humanos, a suplementacao com brotos de cevada revelou ter efeito protetor das lesoes
hepaticas induzidas pelo alcool etilico, uma vez que reduziu a formacao de ROS e a peroxidacao
lipidica, bem como revelou ter capacidade antioxidante e de inibicao da resposta inflamatdria

induzida pelo etanol (Y.-H. Lee et al.,, 2016; Park et al., 2021).
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2. Objetivos

Assim, tendo em conta os seguintes pressupostos:

0 aumento da producao e consumo de cerveja artesanal nos ultimos anos;

A escassez de estudos que avaliem atividades bioldgicas em cervejas artesanais
(produto final) e apds aincorporacgao de novos ingredientes ativos;

A possibilidade de incorporar novos ingredientes ativos nas cervejas, com a melhoria de

parametros como a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos.

O presente trabalho apresenta como objetivo geral:

Avaliar a atividade antioxidante e a toxicidade hepatica, in vitro, em cervejas artesanais

portuguesas e espanholas.

E como objetivos especificos:

Determinar os parametros fisico-quimicos das cervejas, antes e apds incorporacao dos
extratos de cereja variedade “Lapins”;

Avaliar a atividade antioxidante, in vitro, dos extratos (aguoso e etandlico) de cereja
variedade “Lapins”, assim como das cervejas antes e apds incorporacao dos extratos de
cereja;

Avaliar a toxicidade hepdtica, in vitro, das cervejas em células de hepatocarcinoma
humano (HepG2);

Avaliar o potencial hepatoprotetor, in vitro, das cervejas, antes e apds a incorporacao de
extratos de cereja variedade “Lapins”, contra o stress oxidativo induzido pelo t-BOOH em

células HepG2.
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3. Material e Métodos
3.1. Tipode Estudo, Duracao e Local de Realizacao

Trata-se de um estudo experimental, com inicio em setembro de 2023 e término em outubro
de 2024. A componente experimental teve a duracao de 9 meses (entre setembro de 2023 e
maio de 2024), tendo sido realizada nas instalacdes do Centro de Investigacdao em Salde e

Ambiente, na Escola Superior de Saude do Politécnico do Porto.

3.2. Reagentes

0 &cido galico (GA), Folin-Ciocalteu, dcido cloridrico e curcumina foram obtidos da empresa
Merck (Darmstadt, Alemanha). O etanol absoluto, cido acético glacial, hidréxido de sédio (NaOH),
sulfato de ferro (11), fosfato dissddico, cloreto de ferro Ill, acetato de sédio e cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) foram obtidos da VWR® Chemicals (Ohio, EUA). A quercetina, dcido 3,5-
dinitrosalicilico, tartarato de sddio e potdssio, tert-butil hidroperdxido (t--BOOH) e fosfato de
potassio monohadsico foram obtidos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, EUA). O persulfato de potassio
foi obtido da Biochem (Cosne-Cours-sur-Loire, Franca). O ABTS, a ferrozina e a solucao de
antibidtico e antimicética a 1% foram obtidos da Thermo Scientific (Kandel, Alemanha). O fosfato
monossadico foi obtido da J. T. Baker® (Deventer, Holanda). O dimetilsulféxido (DMSO), cloreto de
s6dio, acido ascérbico obtidos da empresa Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido). O
brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT) e 2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) obtidos da empresa Acros Organics (Geel, Bélgica). O carbonato de sddio foi
obitdo da Atom Scientific (Manchester, Reino Unido). A glicose foi obtida da Labkem (Barcelona,
Espanha). O dcido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) foi obtido da TCI
(Zwijndrecht, Bélgica). O peréxido de hidrogénio foi obtido da PanReac AppliChem (Barcelona,
Espanha). Por sua vez, a tripsina, tampao fosfato-salino (PBS), e Eagle's Minimum Essential
Medium (MEM) foram obtidos da empresa Corning (Manassas, EUA). O soro fetal bovino (FBS) foi

obtido da empresa Biochrom KG (Berlim, Alemanha).
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3.3. Selecao e Preparacao das Amostras
3.3.1. Cervejas Artesanais e Industriais

A selecao das cervejas artesanais e industriais foi realizada por conveniéncia, tendo sido
adquiridas comercialmente ou cedidas pelas cervejeiras, um total de 11 cervejas, integrando nove
estilos diferentes. Destas 11 cervejas, cinco sao cervejas artesanais portuguesas, quatro sao

cervejas artesanais espanholas e duas sao cervejas industriais portuguesas (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas e codificacao das cervejas selecionadas para o estudo.

Artesanal Volume da
Tipo Codificacao Vs. Estilo Pais Embalagem  embalagem Fonte
Industrial (mL)
Brown Superficie
BA-ET Artesanal Espanha Garrafa 330
Ale comercial
Dubble Superficie
DB-ET Artesanal Espanha Garrafa 330
Belga comercial
Imperial Superficie
IS-ES* Artesanal Espanha Garrafa 330
Stout comercial
Superficie
PA-ET Artesanal Pale Ale  Espanha Garrafa 330
comercial
Brown
BP-N Artesanal Portugal Garrafa 330 Cervejeira
Porter
Ale
India
IPA-N Artesanal Portugal Garrafa 330 Cervejeira
Pale Ale
Imperial
IS-N Artesanal Portugal Garrafa 330 Cervejeira
Stout
Sweet Superficie
SS-SB** Industrial Portugal Lata 330
Stout comercial
L-N Artesanal Lager Portugal Garrafa 330 Cervejeira
Superficie
L P-L Artesanal Pilsner  Portugal Garrafa 330
ager comercial
Superficie
P-SB Industrial Pilsner  Portugal Garrafa 200
comercial

*Contém graos de café, madeira, whisky. ** Com aguicar e corante: E 150c
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A preparacao das cervejas em estudo teve por base o método descrito por Censi et al. (2021)
e S. Silva et al. (2022). Resumidamente, procedeu-se a homogeneizacao do contetddo de cada
garrafa ou lata, e a sua desgaseificacao por sonificacao (Clifton; SW12H) durante 40 minutos, a
50 kHz, a temperatura ambiente no escuro. Sequiu-se a sua desalcoolizagcao no evaporador
rotativo (VWR®; Ika® RV8), com pressao reduzida (900 mbar), a 60 rpm e temperatura controlada
(40 °C), durante 1 hora, e, posterior liofilizacdo (LABCONCO®; FreeZone®), em condicdes de
liofilizacao de 0,07 mbar, com uma temperatura da superficie do condensador de -72 °C por 3
dias e armazenamento a-80 °C.

Para os diferentes ensaios realizados, utilizou-se a amostra de cerveja liofilizada solubilizada
em dgua destilada, a qual serd denominada de cerveja em solvente aquoso, e utilizou-se a
amostra de cerveja liofilizada solubilizada numa mistura hidroalcodlica composta por agua
destilada e etanol na mesma proporcao da cerveja original, sendo denominada de cerveja em

solvente etandlico, ao longo do trabalho.

3.3.2. Extratos de Cereja-Doce Variedade “Lapins”

Para aincorporacao de um ingrediente na cerveja, optou-se (por conveniéncia) pelo fruto P.
avium L. variedade “Lapins”, tendo este sido cedido por um produtor desta variedade de cereja
em Resende (Portugal).

Para a preparacao do fruto e obtencao dos extratos (aquoso e etandlico), sequiu-se o
procedimento de Horincar et al. (2020) e Niziot-Lukaszewska (2018), com modificacdes, onde as
cerejas variedade “Lapins” foram descarossadas, desidratadas (AIGOSTAR®; 300005INI) até
peso constante (por aproximadamente 96 horas), trituradas em moinho elétrico (Taurus®;
Aromatic) (20-30 segundos) e armazenadas a -80 °C. Para a obtencao do extrato aquoso de
cereja variedade “Lapins” (EAC), preparou-se uma infusao na proporcao de 1:10 (cereja:dgua) e
deixou-se repousar por 5 minutos, a temperatura ambiente no escuro. De sequida, procedeu-se
a suafiltracao por gravidade (papel de filtro Whatman, N.° 1) e posterior liofilizacao (LABCONCO®;
FreeZone®), em condicdes de liofilizacao de 0,07 mbar, com uma temperatura da superficie do
condensadorde-72°Cpor 3 dias, e armazenamento a-80 °C. Para obtencao do extrato etandlico
de cereja variedade “Lapins” (EEC) adicionou-se 20 mL de etanol (proporcdo etanol:dgua de
70:30 (V/V)) a1 g de cereja triturada e homogeneizou-se. A mistura foi colocada no banho de

ultrassons (Clifton; SW12H) a 50 kHz, a temperatura 40 °C, durante 30 minutos e depois filtrada
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por gravidade (papel de filtro Whatman, N.° 1). Realizaram-se trés etapas de extracao sucessivas
e os filtrados obtidos foram colocados no evaporador rotativo (VWR®; Ika® RV8), com pressao
reduzida (900 mbar), a 60 rpm e temperatura controlada (40 °C) (VWR®; Ika® HB10), até total
evaporacao do etanol. Posto isto, procedeu-se a liofilizacdo da amostra (LABCONCO®,
FreeZone®), em condicdes de liofilizacao de 0,07 mbar, com uma temperatura da superficie do
condensador de -72 °C por 3 dias, e armazenamento a -80 °C.

A adicao dos extratos de cereja variedade “Lapins” a cerveja artesanal teve por base o método
descrito por Djordjevic et al. (2016), tendo sido efetuada em sala assética com camara de fluxo
laminar vertical (Telstar; EF/B TE), na concentracao de 1 mg/mL de cerveja. Apds a adicao do
extrato fechou-se a cerveja, ficando a maturar a temperatura controlada (8 °C) durante 24 horas.
Posteriormente, procedeu-se a desgaseificacao (Clifton; SW12H) durante 40 minutos, a 50 kHz,
a temperatura ambiente no escuro. Seqguiu-se a sua desalcoolizacao no evaporador rotativo
(VWR®; Ika® RV8), com pressao reduzida (900 mbar), a 60 rpm e temperatura controlada (40 °C),
durante 1hora, e, posterior liofilizagao (LABCONCO®; FreeZone®), em condicdes de liofilizacao de
0,07 mbar, com uma temperatura da superficie do condensador de -72 °C por 3 dias, e

armazenamento a-80 °C.

3.4. Parametros Fisico-Quimicos das Cervejas
3.4.1. Teor de alcool, cor e amargor

Os parametros relativos ao teor de alcool, cor e amargor nao foram determinados, tendo sido

disponibilizados pelas cervejeiras ou obtidos diretamente das embalagens das cervejas.

3.4.2. Determinacao do pH

O pH foi medido em 50 mL das 11 cervejas que integraram o estudo e na cerveja com a
incorporacao do extrato aquoso e etandlico de cereja variedade “Lapins” (EAC e EEC,
respetivamente), apés a desgaseificacao e desalcoolizacao inicial, utilizando-se um leitor de pH

(Bante instruments; 900) calibrado.
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3.4.3. Determinacao da Acidez Total

A determinacdo da acidez total nas 11 cervejas que integraram o estudo e na cerveja com a
incorporacao do EAC e EEC teve por base o método de titulometria descrito por S. Silva et al.
(2022), com ligeiras modificacdes . Resumidamente, realizou-se a titulacdo com um leitor de pH
calibrado (Bante instruments; 900), medindo-se a quantidade de titulante, NaOH 0,1 M,
necessaria para elevar o pH para 8,2. A acidez total da cerveja foi calculada usando a sequinte

formula:

(Volume de NaOH utilizado % 0,9)
Volume de titulado

Acidez Total (% de acido latico) =

3.4.4. Teor de Aciicares Redutores (TAR)

A determinacdo do TAR nas 11 cervejas que integraram o estudo e na cerveja com a
incorporacao do EAC e EEC teve por base o método colorimétrico do dcido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS), descrito por S. Silva et al. (2022),com ligeiras modificacdes. Resumidamente, dissolveu-
se 1g de DNS em 20 mL de NaOH (2 M) e adicionou-se 30 g de tartarato de sddio e potassio,
sendo a mistura diluida em agua destilada (1 L), para obtencao de uma solucao de DNS (1%). Em
sequida, 1 mL de amostra, dgua destilada (branco) ou de glicose numa gama variada de
concentragdes (50-1000 mg/L) foram misturados com 1mL da solucao de DNS (1%) e incubados
a 100 °C (Memmert; w-270), no escuro, por 5 minutos, sequindo-se a incubacao em hanho de
gelo por 5 minutos, no escuro. A absorvancia foi determinada a 540 nm usando um
espectrofotémetro UV-Vis (Jenway; 6300). Os valores de absorvancia foram comparados com
uma curva padrao de calibracao de glicose, sendo os resultados expressos em mg de

equivalentes de glicose (GE)/L de amostra.

3.5. Determinacao do Teor de Fendlicos Totais (TPC)

A determinacao do TPCnas 11 cervejas que integraram o estudo, no EAC, no EEC e na cerveja
com a incorporacao do EAC e EEC teve por base o método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteudescrito por S. Silva et al. (2022). Resumidamente, 250 pL de amostra (1 mg/mL), dgua

destilada (branco) ou de GA numa gama variada de concentracdes (5-100 ug/mL) foram
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misturados com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (0,2 M) e incubados por 5 minutos, a
temperatura ambiente no escuro. Em sequida, foram adicionados 2 mL da solucao de carbonato
de sddio (75 g/L), perfazendo-se o volume até 5 mL com agua destilada. Apds 1 hora de
incubacao, a temperatura ambiente no escuro, determinou-se a absorvancia a 760 nm usando
um espectrofotémetro UV-Vis (Jenway; 6300). Os valores de absorvancia foram comparados
com uma curva padrao de calibracdao de GA, sendo os resultados expressos em mg de

equivalentes de acido galico (GAE)/g de amostra.

3.6. Ensaios Atividade Antioxidante

3.6.1. Ensaio de Neutralizacao do Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico) (ABTS)

A atividade de neutralizacao do radical catidnico ABTS* foi determinada de acordo com o
método descrito por Petrén et al. (2021), ligeiramente modificado. Resumidamente, dissolveu-se
0 ABTS em agua destilada para obtencao de uma solucao de ABTS 7,0 mM, e do persulfato de
potassio em dgua destilada para obtencao de uma solucao de 2,45 mM. Ambas as solucoes
foram misturadas e deixadas no escuro durante 16 horas a temperatura ambiente, para obtencao
doradical ABTS*. Posto isto, diluiu-se a solugcao de ABTS* com PBS para obter uma absorvancia
de 0,7 + 0,05 a 734 nm. Por fim, adicionou-se 0,3 mL da amostra (cerveja, EAC, EEC e cerveja +
extratos de cereja variedade “Lapins”) ou de trolox (controlo-positivo), numa gama variada de
concentragdes (1-1000 ug/mL), ou de dgua destilada (branco) a 2,7 mL da solucao de ABTS*.
Apds 30 minutos de incubacao, a temperatura ambiente no escuro, a absorvancia foi medida a
734 nmusando um espectrofotdmetro UV-Vis (Jenway; 6300), e a atividade de neutralizacao do

radical ABTS* calculada usando a sequinte formula:

o (Absorvancia branco — Absorvancia amostra)
Inibicdo de ABTS® (%) = —— %X 100
Absorvancia branco

0 valor de ICso (concentragdo média inibitdria), expresso em pg/mL, foi obtido utilizando o

software GraphPAD® Prism 8.0.
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3.6.2. Ensaio do Perdxido de Hidrogénio (H.0:)

A capacidade de neutralizacao do Hz0: teve por base o método descrito por Bhatti et al.
(2015), ligeiramente modificado. Resumidamente, adicionou-se 1 mL de amostra (cerveja, EAC,
EEC e cerveja + extratos de cereja variedade “Lapins”) ou de acido ascérbico (controlo-positivo),
numa gama variada de concentracées (1-1000 ug/mL), ou de dgua destilada (branco) a 3 mL de
tampao fosfato 50 mM (pH 7,4) e 1 mL da solugao de H.0> 40 mM. Apds 10 minutos de reagao, a
temperatura ambiente e no escuro, foi medida a absorvancia a 230 nm usando um
espectrofotdmetro UV-Vis (Jenway; 6300). A atividade de neutralizacao do H.0: foi calculada

usando a formula:

L (Absorvancia branco — Absorvancia amostra)
Neutralizacdo de H,0,(%) = — x 100
Absorvancia branco

0 valor de ICso, expresso em ug,/mL, foi obtido utilizando o software GraphPAD® Prism 8.0.

3.6.3. Ensaio do Poder Antioxidante da Reducao do Ferro (FRAP)

0 ensaio do FRAP teve por base o método descrito por Censi et al. (2021) e Ulloa et al. (2017).
Resumidamente, preparou-se o reagente FRAP adicionando 3 mL de cloreto de ferro Il (20 mM)
e 30 mL de tampao acetato (0,3 M, pH 3,6) a 3 mL de uma solucao TPTZ (10 mM) em &cido
cloridrico (HCI) (40 mM). Posto isto, 80 pL de amostra (10 mg/mL) (cerveja, EAC, EEC e cerveja +
extratos de cereja variedade “Lapins”), 4gua ultrapura (branco) ou de trolox (controlo-positivo)
numa gama variada de concentragdes (25-900 pg/mL) foram misturados com 2,4 mL do
reagente FRAP e incubados (Stuart; SI 500) durante 15 minutos a 37 °C e 5 minutos, a
temperatura ambiente no escuro. A leitura da absorvancia foi realizada a 593 nm usando um
espectrofotdmetro UV/VIS (Jenway; 6300). A capacidade redutora das amostras foi calculada
com bhase na curva padrao de calibracdo do trolox, sendo os resultados expressos em pmol de

equivalentes de trolox (TE)/g de amostra (umol TE/qg).
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3.6.4. Atividade Quelante de Metais (MCA)

0 ensaio da MCA, também designado de ensaio da ferrozina, teve por base o método descrito
por S. Silva et al. (2022). Resumidamente, preparou-se uma placa de 96 pocos adicionando-se
50 pL de amostra (cerveja, EAC, EEC e cerveja + extratos de cereja variedade “Lapins”) ou EDTA
(controlo-positivo), numa gama de concentracdes (1-1000 pg/mL), e 50 pL de solucao de sulfato
ferroso (FeS04) 0,15 mM a cada poco, ficando em repouso por 5 minutos, atemperatura ambiente
no escuro. Sequidamente, adicionou-se 50 pL de ferrozina 0,5 mM, agitando-se, e repousando
por 10 minutos a temperatura ambiente no escuro. A absorvancia foi medida a 562 nm, utilizando
um leitor de microplacas (Thermo Sientific; Multiskan FC). A capacidade quelante das amostras

foi calculada usando a seguinte formula:

(Absorvancia controlo — Absorvancia amostra)

Atividade Quelante (%) = Absorvincia controlo x 100

0 valor de ICso, expresso em ug/mL, foi obtido utilizando o software GraphPAD® Prism 8.0.

3.7. Cultura Celular
3.7.1. Linha Celular e Condigoes de Cultura

Para os ensaios de cultura celular foram utilizadas células HepG2 (linha celular de carcinoma
hepatocelular), obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), mantendo-se a cultura
em frascos de poliestireno de 25 cm? (Orange Scientific®) com MEM, contendo 10% de FBS e uma
mistura de antibidtico-antimicético (1%), sob uma atmosfera de 5% de CO,, a 37 °C (Advantage-
Lab; ALO1-01-100). A subcultura realizou-se apds observacao, no microscdpico 6tico invertido
(Nikon; Eclipse TE300), de 80% de confluéncia das células (ATCC, 2022). Todo o processo foi

realizado em sala assética e numa camara de fluxo laminar vertical (Telstar; EF/B TE).

3.7.2. Toxicidade Celular

Para estudar a citotoxicidade das cervejas, do EAC, do EEC e da cerveja apds incorporacao

dos extratos de cereja, teve-se por base o método utilizado por Carvalho et al. (2014) e Viegas et
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al. (2012), com ligeiras modificacdes. Resumidamente, as células HepG2 foram incubadas, sob
uma atmosfera de 5% de CO;, a 37 °C (Advantage-Lab; ALO1-01-100), em placas de 96 pocos
(Orange Scientific®) com uma densidade de 2,0 x 10° de células/poco, 48 horas antes da
incubacao com as amostras. As células foram depois tratadas com diferentes concentracoes das
amostras (1-500 pg/mL), em meio MEM por 24 e 48 horas (100 uL de volume final/poco) e a
citotoxicidade foi estimada através do ensaio do MTT. Para tal, ap6s o periodo de incubacao,
adicionou-se 10 pL da solucdo de MTT (0,5 mg/mL) aos pocos e aguardou-se 1 hora numa
atmosfera de 5% de CO, a 37 °C (Advantage-Lab; ALO1-01-100). Apds esse tempo, o meio foi
removido e os cristais de formazano formados dissolvidos numa solucao de DMSO:Etanol a
50:50 (V/V). A absorvancia foilidaa 570 nm, usando um leitor de microplacas (Thermo Scientific;
Multiskan FC). Os resultados foram expressos em % de viabilidade celular em relagao ao controlo

(células sem extrato) através da férmula:

N (Absorvancia amostra)
Viabilidade Celular (%) = (Absorvancia controlo) %X 100

3.7.3. Protecao das Amostras de Cerveja e Extratos de Cereja Contra a Toxicidade

Induzida por tert-butil hidroperéxido em Células HepG2

Para estudar o potencial efeito protetor da cerveja, do EAC, do EEC e de cerveja apos
incorporacao dos extratos de cereja, contra a toxicidade induzida pelo t-BOOH definiu-se,
primeiramente, o tempo e concentracao do téxico a utilizar. Para tal, teve-se por base o método
utilizado por Carvalho et al. (2014) e Lima et al. (2007), com ligeiras modificacoes.
Resumidamente, as células HepG2 foram cultivadas em placas de 96 pocos (Orange Scientific®),
comuma densidade de 2,0 x 105células/poco (100 pL de volume final/poco), sob uma atmosfera
de 5% de CO,, a 37 °C (Advantage-Lab; ALO1-01-100). Apés 48h de incubacao, o meio foi
descartado e novo meio contendo o téxico foi adicionado. Estimou-se a viabilidade celular, a
diferentes tempos (1 hora, 2 horas, 3 horas), pelo ensaio do MTT.

Apoés a selecao da concentracao e tempo de contacto do téxico com as células HepGe,
avaliou-se o efeito das amostras (cerveja, EAC e EEC, cerveja com incorporacao de extratos de

cereja variedade “Lapins”) contra a toxicidade induzida pelo t-BOOH. Para tal, recorreu-se a dois

regimes: 1) pré-incubacao e 2) co-incubacao. No regime de pré-incubacao (1), as células HepG2

33



foram incubadas com as amostras, por 5 horas, sequindo-se um periodo de recuperacao de 16
horas com meio de cultura novo (sem extratos). Posto isto, as células foram colocadas em
contacto com o t-BOOH na concentracao e tempo a determinar. A viabilidade celular foi
determinada pelo ensaio do MTT. A curcumina foi utilizada como controlo-positivo. No regime de
co-incubacao (2), as células foram incubadas, em simultaneo, com as amostras e o t-BOOH (na
concentragao e tempo a determinar), seguindo-se a determinacao da viabilidade celular pelo

ensaio do MTT. A quercetina foi utilizada como controlo-positivo neste regime.

3.8. Anailise Estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrao determinados de analises em
triplicado. A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism® 8.0. As diferencas
significativas do ensaio do TPC e dos ensaios antioxidantes foram calculadas através do teste t
de Welche’s, ao comparar entre pares, e pela andlise estatistica da variancia simples (ANOVA)
com o teste de comparacdes multiplas de Sidak’s, ao comparar multiplos pares. Por sua vez, nos
ensaios celulares utilizou-se o teste ANOVA com o teste de comparagdes multiplas de Dunnett’s,
ao comparar cada concentracao com o controlo (ensaios de viabilidade celular) ou com o t-BOOH
(ensaios de pré e co-incubacdo), e o teste t de Welche's, ao comparar concentracoes
semelhantes. O coeficiente de correlacdo (r) foi calculado pelo Pearson Product Moment
Correlation, para determinar as correlacdes entre médias. Em todas as anadlises estatisticas, as

diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Anadlise dos Parametros Fisico-Quimicos das Cervejas

A andlise de parametros fisico-quimicos das cervejas é fundamental, uma vez que podem
interferir com as propriedades organoléticas e a qualidade desta bebida. No trabalho, foram
determinados parametros fisicos e quimicos, nomeadamente, o pH, a acidez total e o TAR. Outros
parametros foram disponibilizados pelas cervejeiras ou obtidos das embalagens das cervejas
(teor de alcool, cor, amargor). A tabela 6 integra os resultados dos parametros fisico-quimicos,

relativos as 11 cervejas selecionadas para o estudo.

4.1.1. Teor de Alcool (Alcohol by Volume - ABV)

O teor de dlcool é uma caracteristica fundamental para a percecao sensorial e para os efeitos
fisioldgicos do consumo de cerveja. O teor de dlcool, expresso em ABV, na maioria das cervejas
produzidas varia entre 3,0% e 6,0% (Buiatti, 2008), o que representa 72,7% das cervejas
analisadas no presente trabalho. A percentagem de ABV das cervejas artesanais variou entre
4,8% para a cerveja BP-N (Ale, estilo Brown Porter) e 9,1% para a cerveja IS-ES (Ale, estilo
Imperial Stout), enquanto que nas cervejas industriais os valores obtidos foram de 5,0% para a
cerveja SS-SB (Ale, estilo Sweet Stout) e 5,2% para a cerveja P-SB (Lager, estilo Pilsner). No caso
das Lager, os valores de ABV variaram entre 5,0% para as cervejas L-N e P-L (estilo Lager e
Pilsner, respetivamente) e 5,2% para a cerveja P-SB (estilo Pilsner).

Nos estudos de Bustos et al. (2019) e de S. Silva et al. (2022) as cervejas artesanais do estilo
Imperial Stout também apresentaram teores alcodlicos elevados, 8,2% (V/V) e 11,6% (V/V),
respetivamente. Além disso, também o menor valor de ABV foi observado para uma cerveja
Porter (4,5%) (Bustos et al., 2019). Por sua vez, no estudo de Meza-Marquez et al. (2024) a
cerveja artesanal do estilo Imperial Stout apresentou uma percentagem de ABV de 9%, sendo
ultrapassada pela cerveja artesanal Barley Wine (ABV =10,4%) (Meza-Marquez et al., 2024).

Comparando as cervejas artesanais e industriais, Bortoleto et al. (2022) sugeriram que o teor
de alcool tende a ser superior nas cervejas artesanais, com valores no seu estudo a variar entre
45 e 5,4% (V/V) nas cervejas industriais (n = 8) e entre 4,4-9,1% (V/V) nas cervejas artesanais

(n=18), 0 que é concordante com os resultados obtidos no presente trabalho.
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Tabela 6. Parametros fisico-quimicos das cervejas em estudo (alcool, cor, amargor, pH, acidez total e teor de aclicares redutores).

i Acidez Total
Amostra da Estiloda Alcool Cor Amargor L. Teor de Acticares Redutores
Tipo pH (% de acido
Cerveja Cerveja (% ABV) (EBC) (IBU) . (mg GE/L)
latico)
BA-ET Brown Ale 55 21 25 42:00 02+00 5011,3+688
DB-ET Dubble Belga 6,8 n.d. 24 46+00 02+00 67721+39,0
BP-N Brown Porter 48 59 30 4000 01+0,0 72769+656
Ale IS-ES Imperial Stout 9/ 70 68 41+00 0300 13553,2+239,0
IS-N Imperial Stout 85 124 30 46+00 03+00 16480,0 +156,6
SS-SB* Sweet Stout 50 185 17 41£00 03+00 15767,5+200,0
PA-ET Pale Ale 6,0 n.d. 54 45:00 02+0,0 54488+938
IPA-N India Pale Ale 6,0 n 50 43:00 02+00 5836,3+438
L-N Lager 50 10 18 45:00 02+00 24758+ 26,0
Lager P-L Pilsner 50 7 26 4000 02+00 3913385/
P-SB* Pilsner 52 8 18 41+00 02+00 15675+125

Os valores de pH, acidez total e teor de aclicares redutores sao a média + desvio padrao de trés amostras independentes (n=3), em triplicado. #: cervejas industriais; n.d.: nao disponivel.

ABV: Alcohol by Volume, EBC: European Brewery Convention; IBU: Unidades Internacionais de Amargor; GE: Equivalentes de Glicose.
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Na andlise de cervejas industriais, Boronat et al. (2020) verificaram que o teor alcodlico nas
cervejas do tipo Ale (n=18) variou entre 4,3-8,5% (V/V), enquanto nas cervejas do tipo Lager (n
=22) variou entre 3,5 e 7,5% (V/V). Também no seu estudo, Nardini e Foddai (2020) verificaram
gue cervejas industriais do tipo Ale (n = 3) apresentaram um teor de dlcool entre 5,2 e 6,6% vol. e
as cervejas industriais do estilo Lager (n = 2) um teor entre 4,6-4,8% vol.. No estudo de Breda et
al. (2022) foram analisadas somente cervejas artesanais, apresentando as cervejas do tipo Ale
(n=19) umapercentagem ABV de 4,5% a 8,5%, e as cervejas do tipo Lager (n=5) de 5,0% a 6,0%.
A literatura mencionada é concordante com os resultados obtidos no presente trabalho, no qual
as cervejas do tipo Ale apresentaram maior percentagem ABV (4,8-9,1%) face as cervejas tipo
Lager (5,0-5,2%). Além disso, os resultados dos vdrios estudos e do presente trabalho apontam
para uma diferenca de valores, nos diferentes tipos/estilos de cerveja. Esta diferenca no teor de
alcool pode dever-se ao uso de matérias-primas e métodos de producao distintos, uma vez que
este teor depende da extracao de hidratos de carbono do malte e do processo de fermentacao
(Meza-Mérquez et al., 2024).

O consumo excessivo de alcool presente nas cervejas provoca efeitos nocivos na saude
humana dada a sua toxicidade, porém quando consumido em moderacao pode ter efeitos
fisioldgicos benéficos para o consumidor (Boronat et al., 2020; Gaetano et al., 2016; Tirado-
Kulieva et al., 2023). No estudo de Chiva-Blanch et al. (2015) realizado em 33 individuos do sexo
masculino, verificou-se que o dlcool presente na cerveja levou ao aumento das concentracoes
plasmaticas da lipoproteina de elevada densidade (HDL), da apolipoproteina A-I (ApoA-I) e da
ApoA-II, contribuindo ainda para a diminui¢ao das concentracdes séricas de fibrinogénio (fator de
coagulacao), o que se traduz na melhoria do perfil lipidico e diminuicao do risco de aterosclerose.
Além disso, o consumo de alcool em niveis baixos a moderados estd associado a reducao dos
niveis da proteina C-reativa, a diminuicao da producao de citocinas inflamatdrias (interleucina-6),
bem como a reducao da probabilidade e da extensao da lesao de isquemia-reperfusao em
individuos com risco de doenca cardiovascular (Collins et al,, 2009). Uma meta-analise, realizada
por Koppes et al. (2005), revelou que em consumidores moderados de alcool (6-48 g/dia) ha
uma reducao de aproximadamente 30% do risco de desenvolver diabetes tipo 2, enquanto que
em consumidores abusivos (> 48 g/dia) ndo se observa nenhuma reducao do risco. O consumo
moderado de alcool apresenta efeitos positivos nos niveis de insulina e na sensibilidade amesma
em pessoas nao diabéticas, indicando que este consumo pode reduzir o risco de doencas

cardiovasculares e diabetes do tipo 2 (Gaetano et al., 2016). Além disso, um consumo moderado
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de alcool na forma de cerveja esta ainda associado a uma melhor densidade 6ssea femoral em
comparacao ao nao consumo de alcool (Gaetano et al., 2016).

O consumo de dlcool também pode ter efeitos neuroprotetores, uma vez que o dlcool
aumenta inicialmente a libertacao de acetilcolina no hipocampo, o que estd relacionado com a
melhoria no desempenho da memdria (Letenneur et al. 2004). Além disso, atua na diminuicao do
risco de deméncia através de alteracdes protetoras na vasculatura cerebral (Collins et al., 2009).
De salientar, que o estudo de Mehlig et al. (2007) realizado em mulheres com idade entre 38 e 60
anos (n =1462), revelou que o consumo de vinho foi associado a uma maior longevidade e uma
menor incidéncia de deméncia, enquanto que o consumo de cerveja mostrou o mesmo potencial
para a longevidade, mas menor potencial para a diminuicao de deméncia. Por outro lado, as
bebidas espirituosas revelaram diminuir a longevidade em individuos sem deméncia e aumentar

de forma significativa o risco de deméncia (p < 0,05) (Mehlig et al., 2007).

4.1.2. Cor (European Brewery Convention - EBC)

Relativamente ao parametro de cor das cervejas este foi apresentado em unidades EBC
(Tabela 6), que sao as unidades utilizadas na Europa, e cujo calculo pode ser feito
espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 430 nm (EBC = 25 x d X A430nm, Sendo
d o fator de diluicao e As30.m a absorvancia) (Thesseling et al., 2019). A cerveja artesanal (IS-N) do
estilo Imperial Stout e a cerveja industrial (S5-SB) do estilo Sweet Stout foram as que
apresentaram maior valor de EBC (124 e 185, respetivamente), sendo estas as cervejas mais
escuras. Por sua vez, as cervejas com menores valores de EBC e, como tal, mais claras, foram as
cervejas do estilo Pilsner,uma artesanal (P-L, EBC = 7) e a outra industrial (P-SB, EBC = 8).

No seu estudo, S. Silva et al. (2022) também discutiram o EBC das cervejas, tendo os valores
de EBC variado, nas cervejas artesanais, entre 7 (estilo Pilsner) e 130 (estilo Imperial Stout),
enquanto nas cervejas industriais o EBC variou entre 6 (estilo Pilsner) e 39 (estilo Munich Dunkel).
Por sua vez, no estudo de Bortoleto et al. (2022) as cervejas artesanais apresentaram valores
entre 7 (estilo Witbier) e 156 (estilo Quadruple), e as cervejas industriais valores de EBC entre 6
(estilo Pilsner) e 10 (estilo Premium American Lager). Por fim, no estudo de Meza-Marquez et al.
(2024) a cerveja artesanal com maior valor de EBC (41,7) pertencia ao estilo Stout, enquanto que

a cerveja artesanal que apresentou menor valor de EBC (2,1) pertencia ao estilo Berliner Weiss.
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No que diz respeito a cor da cerveja, de acordo com Baxter e Hughes (2001) aescala EBC varia
de 4,5a1550 e cada valor de cor confere um atributo de sabor a cerveja. Desta forma, verifica-se
uma grande variacao de cor nas cervejas, o que se deve a utilizagao de diferentes tipos de malte
e de diferentes ingredientes (frutas ou especiarias) e a temperatura e tempo de torrefacdo dos
cereais maltados e nao maltados, uma vez que quanto maior for o nivel de torrefacao dos cereais
maior sera o EBC da cerveja (Breda et al,, 2022; Meza-Marquez et al., 2024).

Assim sendo, a cor da cerveja é um parametro importante, uma vez que é associado pelo
consumidor a qualidade desta bebida. A maior intensidade de cor chega a aumentar em 5% a
probabilidade de uma marca de cerveja ser comprada em detrimento de outra. Além disso, a cor
da cerveja pode influenciar as preferéncias dos consumidores, pelo que as marcas promovem o
consumo de cervejas claras no verao, associando-as a uma sensacao de frescura, enquanto as
cervejas escuras sao vistas como mais apropriadas para as estacoes frias (Rosales et al.,, 2021).
As cervejas mais claras tendem a ser associadas a aromas de doces, nozes, caramelo e cereais,
enquanto as cervejas mais escuras tendem a possuir aromas a chocolate, café, fumo, frutas,

malte e caramelo (Bortoleto et al., 2022).

4.1.3. Amargor (Unidades Internacionais de Amargor - IBU)

O parametro de amargor das cervejas foi expresso em IBU, que fornece um valor aproximado
de iso-o-dcidos presentes em miligramas de iso-a-dcido por litro de cerveja (Oladokun et al.,
2017). Os valores variaram entre 17 para a cerveja SS-SB (Ale, estilo Sweet Sout) e 68 para a
cerveja IS-ES (Ale, estilo Imperial Stout). No caso das cervejas artesanais, o menor valor de
amargor observou-se para a cerveja L-N, do tipo e estilo Lager (IBU = 18) e 0 maior valor para a
cerveja IS-ES, do tipo Ale e estilo Imperial Stout (IBU = 68). No caso das cervejas industriais, 0s
valores de amargor foram de 17 para a cerveja SS-SB (Ale, estilo Sweet Stout) e 18 para a cerveja
P-SB (Lager, estilo Pilsner) (Tabela 6).

No estudo de S. Silva et al. (2022) os valores de amargor nas cervejas artesanais variaram
entre 13 (estilo Blond Ale) e 80 (estilo India Pale Ale) e nas cervejas industriais variaram entre 13
(estilo Munich Dunkel) e 30 (estilo Pilsner). No estudo de Bortoleto et al. (2022) o menor valor foi
atribuido a cerveja artesanal do estilo Weizen (IBU = 6) e o maior valor atribuido a cerveja
artesanal do estilo American Pale Ale (IBU = 57). Nas cervejas industriais, as cervejas do estilo

Pilsner e American Lager apresentaram amargor de 8 e a cerveja estilo American Premium Lager
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um valor de amargor de 20 (Bortoleto et al., 2022). No trabalho de Rosales et al. (2021) as
cervejas artesanais apresentaram maiores valores de amargor e de atividade antioxidante, com
um IBU médio de 21,31+ 1,39 para as cervejas artesanais e um IBU médio de 16,99 + 0,76 para as
cervejasindustriais. Bustos et al. (2019) e Meza-Marquez et al. (2024), a semelhanca do presente
trabalho, verificaram a que a cerveja do estilo Imperial Stout apresentou o maior valor de amargor
(IBU=34 e IBU =72, respetivamente).

Dos estudos analisados, as cervejas artesanais aparentam ter maior amargor face as
cervejas industriais (Bortoleto et al., 2022; Rosales et al., 2021; S. Silva et al., 2022). Os principais
responsadveis pelo amargor da cerveja sao os iso-a-dcidos, que sao produtos da isomerizacao
dos a-dcidos presentes no ltipulo, que ocorre durante a ebulicao do mosto (Oladokun et al., 2016).
Desta forma, as cervejas artesanais, habitualmente, apresentam maiores quantidades de Itpulo
face as cervejas industriais e maior concentracao de isohumolona, pelo que, consequentemente,
possuem maior amargor (Bortoleto et al., 2022; Rodhouse & Carbonero, 2019).

No presente trabalho, observou-se que, genericamente, as cervejas do tipo Ale apresentaram
maiores valores de amargor (IBU entre 17 e 68) face as cervejas do tipo Lager (IBU entre 18 e 26).
Estes resultados vao de encontro aos de Boronat et al. (2020), que verificaram nas cervejas
artesanais do tipo Ale um IBU entre 12 e 78 e nas cervejas tipo Lager um IBU entre 10,5 e 40.
Também no estudo de Nardini e Foddai (2020) as cervejas industriais apresentaram um amargor
de 25 a 35 (tipo Ale) e de 15 a 20 (tipo Lager). Esta diferenca de valores de amargor nas cervejas,
prende-se com a utilizacao de diferentes tipos de lipulos no processo de fabrico da cervejae com
o tempo de fervura do mesmo, pelo que a utilizagao de lipulos com maior quantidade de a-dcidos
e maior tempo de fervura traduz-se numa cerveja com maiores valores de IBU (Rodhouse &
Carbonero, 2019).

De salientar, que no presente trabalho o maior valor de EBC e de amargor encontra-se em
cervejas do estilo Stout, porém em cervejas de marcas distintas (SS-SB e IS-ES). Estes dois
parametros nao possuem linearidade, umavez que se verifica a existéncia de cervejas claras com
teor de amargor elevado, como €é o caso da cerveja IPA-N, estilo India Pale Ale (IBU = 50) e
cervejas escuras com teor de amargor inferior, nomeadamente, a cerveja IS-N, estilo Imperial
Stout (IBU = 30). Os consumidores tém, frequentemente, a expetativa que as cervejas mais
escuras possuem maior amargor, porém no estudo de Reinoso-Carvalho et al. (2019) verificou-
se que o parametro de amargor nas cervejas escuras foi menos pronunciado do que o esperado,

0 que vai de encontro aos resultados obtidos no presente trabalho.
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4.1.4. pH

A determinacao do pH é crucial, uma vez que influencia a producao da cerveja desde as
reacoes enzimaticas até aos processos microbioldgicos (Meza-Mdrquez et al., 2024). No
presente trabalho, o pH das cervejas analisadas variou entre 4,0 e 4,6 (Tabela 6).

As cervejas artesanais dos estilos Brown Porter (BP-N) e Pilsner (P-L) apresentaram o menor
valor de pH (4,0 + 0,0), enquanto que as cervejas artesanais do estilo Dubble Belga (DB-ET) e
Imperial Stout (IS-N) apresentaram o maior valor (4,6 + 0,0). As cervejas industriais SS-PB (estilo
Sweet Stout) e P-SB (estilo Pilsner) apresentam o mesmo valor de pH, ou seja, 4,1+ 0,0. Estes
resultados sao semelhantes aos encontrados na literatura (Bustos et al., 2019; Nardini & Foddai,
2020: Rosales et al., 2021. S. Silva et al., 2022). No seu trabalho, S. Silva et al. (2022) observaram
para as cervejas artesanais analisadas (n = 16) um valor pH entre 4,27 + 0,003 (estilo Vienna
Lager), e 4,92 + 0,02 (estilo India Pale Ale), enquanto o pH das cervejas industriais (n = 3) variou
entre 4,45 + 0,06 (estilo Pilsner) e 4,56 + 0,05 (estilo Munich Dunkel). No estudo de Bustos et al.
(2019) o pH variou entre 4,00 + 0,05 (estilo Imperial Stout) e 4,43 + 0,04 (estilo Porter). Rosales
et al. (2021) verificaram que o valor médio do pH das cervejas artesanais € de 3,92 + 0,07 e das
cervejas industriais é de 3,82 + 0,07. Por fim, Nardini e Foddai (2020) mencionaram que cervejas
industrias do tipo Ale possuiam um pH entre 4,29-4 61 e as cervejas do tipo Lagerum pH de 4,43

e4,87.

4.1.5. Acidez Total

A acidez total das cervejas artesanais analisadas variou entre 0,1+ 0,0% de acido latico para
a cerveja BP-N (estilo Brown Porter) e 0,3 + 0,0% de &cido ldtico para a cerveja IS-N e IS-ES
(estilo Imperial Stout); a acidez total das cervejas industriais foi de 0,2 + 0,0% de acido latico para
a cerveja P-SB (estilo Pilsner) e 0,3 + 0,0% de &cido latico para a cerveja SS-SB (estilo Sweet
Stout) (Tabela 6).

Os resultados assemelham-se aos encontrados na literatura (Bustos et al., 2019; Pai et al.,
2015;S.Silvaetal., 2022). No estudo de S. Silva et al. (2022) a acidez total nas cervejas artesanais
variou entre 0,15 + 0,00% (estilo Pilsner) e 0,62 + 0,01% (estilo Imperial Stout) e nas cervejas
industrias variou entre 0,10 + 0,00% (estilo Munich Dunkel) e 0,15 + 0,00% (estilo Pilsner). Por

sua vez, Bustos et al. (2019) observaram que a acidez total das cervejas artesanais variou entre
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0,0851+ 0,0057% (estilo London Porter) e 0,2106 + 0,0229% (estilo Imperial Stout). Por fim, as
cervejas do estilo Pale Lager estudadas por Pai et al. (2015) obtiveram um valor de acidez entre
0,1088 + 0,0038% e 0,2252 + 0,0000%. A determinacao da acidez e do pH é importante, uma
vez que influencia as caracteristicas organoléticas, a estabilidade bioldgica e quimica da cerveja

(Paietal., 2015).

4.1.6. Teor de Aciicares Redutores (TAR)

0 TAR das cervejas analisadas variou entre 1567,5 + 12,5 mg GE/L para a cerveja industrial
P-SB (Lager, estilo Pilsner) e 16480,0 + 156,6 mg GE/L para a cerveja artesanal IS-N (Ale, estilo
Imperial Stout). Entre as cervejas Ale e Lager, as Ale apresentaram os valores mais elevados;
dentro das Ale, as Stout foram as que obtiveram maiores TAR (Tabela 6). Realca-se que a cerveja
industrial SS-SB (Lager, estilo Sweet Stout) apresentou o sequndo maior valor de TAR (15767,5
+ 200,0 mg GE/L), sendo este resultado esperado, uma vez que a lista de ingredientes presente
na embalagem indica a adi¢ao de acuicar.

Comparando com outros estudos, também no estudo de S. Silva et al. (2022), as cervejas
industriais apresentaram TAR, no geral, mais reduzidos (2598,0 + 0,0 mg GE/L). Além disso, no
mesmo estudo, a cerveja artesanal de estilo Imperial Stout revelou o maior TAR (44463 + 311
mg GE/L) (S. Silva et al., 2022). Porém, é de realcar a diferenca de valores encontrados na
literatura, em que no estudo de S. Silva et al. (2022) o TAR nas cervejas variou apenas entre
2239,7+62,6 mg GE/L paraacerveja artesanal do estilo Blond Ale e 44463 + 311mg GE/L para
uma cerveja artesanal do estilo Imperial Stout. Por sua vez, no estudo de Chen et al. (2022) a
cerveja analisada apresentou um TAR de 10470,0 + 3,63 mg GE/L.

A diferenca de valores no que diz respeito ao TAR, pode dever-se as diferentes marcas, tipos
e estilos de cervejas, as matérias-primas que as constituem, bem como a utilizacao de diferentes
processos de producao (Meza-Marquez et al., 2024).

A determinacao do TAR oferece informacao importante para a otimizacao e regulacao do
processo de fermentacao, permitindo o aumento do rendimento e da qualidade do produto final
(Zhang et al., 2019). Além disso, as leveduras s6 podem metabolizar aclicares de baixo peso
molecular, nomeadamente, a frutose, maltose, sacarose, glicose e maltotriose, pelo que se a
fermentacdo for interrompida antes de estar concluida a cerveja ird possuir maior TAR (Pai et al.,
2015).
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4.2. Determinacio do Teor de Fendlicos Totais (TPC)

A cerveja é uma das principais fontes de compostos fendlicos, derivados principalmente do
malte (75-80%) e do ldpulo (15-25%) (S. Silva et al., 2022; Zhao et al., 2013). Os compostos
fendlicos sao metabholitos secundarios contendo pelo menos um anel aromatico ligado a grupos
hidroxilo ou outros elementos estruturais. Estes compostos constituem um grupo diversificado
de substancias, com diferentes estruturas quimicas, diferindo em termos de resisténcia aos
radicais livres e a quelagcao de metais, bem como a outras reacoes que ocorrem na cerveja ou em
células vivas (Quesada-Molina et al., 2019).

Na cerveja, os compostos fendlicos (polifendis) tém sido associados a formacao de turvacao,
pela ligacao as proteinas. A turvacao, resultante do complexo proteina-polifendis constitui uma
caracteristica visual nao apelativa para a maioria dos consumidores de cerveja (Aron &
Shellhammer, 2010; Marques et al., 2017). No entanto, os compostos fendlicos também estao
associados a estabilidade do sabor, face as suas propriedades antioxidantes. Estes compostos,
conhecidos como hons agentes antioxidantes, podem inibir reacoes de deterioracao oxidativa,
resultando em cervejas com uma estabilidade mais prolongada do sabor (Jaskula-Goiris et al.,
2014; Zhao et al., 2010). Desta forma, os compostos fendlicos desempenham papéis criticos nas
propriedades sensoriais, na cor e na estabilidade coloidal da cerveja, além de contribuirem para a
atividade antioxidante (Marques et al., 2017; Zhao et al, 2010). Os compostos fendlicos
desempenham ainda um papel crucial no fornecimento de antioxidantes a dieta e ajudam a
manter o equilibrio redox endégeno, em humanos (Miti¢ et al,, 2014).

O TPC é geralmente expresso em equivalentes de d&cido galico (GAE), podendo ser
determinado pelo método de Folin-Ciocalteu. Este método colorimétrico baseia-se nareacao de
transferéncia de eletroes entre os compostos fendlicos e o reagente Folin Ciocalteu, o que resulta
numa mudanca de cor de amarelo para azul, proporcional a quantidade de compostos fendlicos
e, consequentemente, a capacidade redutora dos antioxidantes da amostra (Lamuela-Raventds,
2017; Pires et al., 2017).

Natabela 7 estao presentes os resultados do ensaio TPCrealizado nas 11 cervejas artesanais
e industriais. Os valores de TPC variaram entre 4,1+ 0,4 mg GAE/g para a cerveja artesanal PA-

ET (estilo Pale Ale) e 9,5 + 0,3 mg GAE/g para a cerveja artesanal BP-N (estilo Brown Porter).
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Tabela 7. Resultados da determinacao do teor de fendlicos totais (TPC) nas cervejas.

Tipo Amostra da Cerveja Estilo da Cerveja TPC (mg GAE/qg)
BA-ET Brown Ale 55+0,1¢f
DB-ET Dubble Belga 6,0+ 0,19
BP-N Brown Porter 95 + 0,3 2hafghiik
IS-ES Imperial Stout 6,8 +0,6 “°%*
Ale
IS-N Imperial Stout 8,3 + 0,2 2dahiik
SS-SB* Sweet Stout 7,6+ 0,1 2bcgilk
PA-ET Pale Ale 41+ 0,4bcdefhi
IPA-N India Pale Ale 6,6 £ 0,2 ceok
L-N Lager 6,4+ 0,29
Lager P-L Pilsner 5501
P-SB* Pilsner 5,0+ 0,14

Os resultados numéricos correspondem a valores médios + desvio padrao de trés amostras independentes (n=3), em triplicado.
#: cervejas industriais; GAE: Equivalentes de Acido Gélico; ® Significativamente diferente guando comparado com BA-ET (p<0,05);
b Significativamente diferente quando comparado com DB-ET (p < 0,05); < Significativamente diferente quando comparado com
BP-N (p < 0,05); ¢Significativamente diferente quando comparado com IS-ES (p < 0,05); ¢ Significativamente diferente quando
comparado com IS-N (p < 0,05); f Significativamente diferente quando comparado com SS-SB (p < 0,05); 9 Significativamente
diferente quando comparado com PA-ET (p < 0,05); " Significativamente diferente quando comparado com IPA-N (p < 0,05);
iSignificativamente diferente quando comparado com L-N (p < 0,05); Significativamente diferente quando comparado com P-L

(p<0,05); * Significativamente diferente quando comparado com P-SB (p<0,05).

As cervejas mais escuras (estilo Imperial Stout, Sweet Stout e Brown Porter) apresentaram
maior TPC, o que é concordante com a literatura (Horn et al,, 2021; Marques et al., 2017 e S. Silva
et al., 2022). Sabe-se que o perfil de polifendis totais e dcidos fendlicos varia entre os diferentes
tipos/estilos de cerveja, com os valores mais elevados a serem observados em cervejas pretas,
abbey e bock, assim como em cervejas frutadas (Habschied, Lon¢ari¢, et al., 2020; Piazzon et al.,
2010). No estudo de Horn et al. (2021) o TPC mais elevado foi de 3,70 + 0,08 mg GAE/mL, para
uma cerveja artesanal, estilo Imperial Stout. Por sua vez, Marques et al. (2017) e S. Silva et al.
(2022) obtiveram valores do TPC nas cervejas artesanais que variaram entre 448,57+ 0,37 mg

GAE/L (estilo Classic American Pilsner) e 531,30 + 0,29 (estilo Brown Porter) eentre 343,8 + 22,2
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mg GAE/L (estilo Pilsner) e 2172,5 + 170,1 mg GAE/L (estilo Imperial Stout), respetivamente.
Granato et al. (2011) também compararam cervejas escuras com cervejas claras e obtiveram
valores mais elevados para cervejas escuras (280-525 vs. 119-200 mg GAE/L). As cervejas
escuras podem apresentar maior TPC devido a maior presenca de cevada maltada e ao teor de
polifendis gerado durante o processo de maltagem (Granato et al., 2011).

Nas cervejas industriais o maior TPC também foi atribuido a uma cerveja escura, tendo-se
verificado uma diferenca estatisticamente significativa entre a Sweet Stout (7,6 + 0,1mg GAE/q)
e acerveja Pilsner (5,0 + 0,1 mg GAE/g) (p < 0,05). No estudo de Granato et al. (2011) e de S. Silva
et al. (2022) as cervejas industriais apresentaram valores de TPC que variaram de 119,96 mg
GAE/L (tipo Lager) a 525,93 mg GAE/L (estilo Brown Ale), e de 255,3 + 69,6 mg GAE/L (estilo
Pilsner) a394,0 + 48,7 mg GAE/L (estilo Munich Dunkel), respetivamente. No entanto, no estudo
de Gouvinhas et al. (2021) o maior TPC esteve presente na cerveja industrial do tipo Ale, 0,824 +
0,074 gde GA/L, pelo que os resultados sdo concordantes com o presente estudo, uma vez que
a cervejaindustrial SS-SB (Ale, estilo Sweet Stout) foi a que apresentou maior TPC.

Nas cervejas artesanais do tipo Ale os valores do TPC variaram de 4,1+ 0,4 mg GAE/qg (IPA-
N, estilo India Pale Ale) a 9,5 +0,3 mg GAE/g (BP-N, estilo Brown Porter), e nas cervejas
artesanais do tipo Lager o TPCfoide 5,5+ 0,1mg GAE/q (P-L, estilo Pilsner) e 6,4 + 0,2 mg GAE/g
(L-N, estilo Lager) (Tabela 7). Os resultados nao vao de encontro aos do estudo de Breda et al.
(2022) onde a cerveja artesanal do tipo Ale clara apresentou um TPC significativamente superior
as demais cervejas Ale e Lager analisadas (1,614 + 0,280 g GA/L) (p < 0,05). Breda et al. (2022)
também apuraram que o maior TPC esteve presente numa cerveja clara, o que nao vai de
encontro aos resultados obtidos neste trabalho. No entanto, sabe-se que, no geral, as cervejas
tipo Ale apresentam maiores TPC que as Lager (Neto et al,, 2017), tal como se observou no
presente trabalho. Num estudo comparativo com diferentes cervejas brasileiras, observou-se
que as cervejas estilo Brown Ale apresentaram um TPC mais elevado, assim como maiores
propriedades antioxidantes (Granato et al., 2011)

No que concerne a comparacgao entre as cervejas artesanais de Portugal e Espanha, observa-
se que as cervejas artesanais portuguesas BP-N (estilo Brown Porter) e I1S-N (estilo Imperial
Stout) apresentam um valor de TPC significativamente superior (p < 0,05) a todas as cervejas
artesanais espanholas analisadas (BA-ET, estilo Brown Ale; DB-ET, estilo Dubble Belga; IS-ES,
Imperial Stout; PA-ET, estilo Pale Ale). Destaca-se ainda que, apesar de tanto a cerveja IS-N

(estilo Imperial Stout) quanto a IS-ES (estilo Imperial Stout) pertencerem ao mesmo estilo, elas
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apresentam valores de TPC significativamente diferentes (p<0,05) (8,3 + 0,2 mgGAE/ge 6,8 +
0,6 mg GAE/g, respetivamente) sendo a cerveja portuguesa (IS-N) a que apresenta o valor mais
elevado.

Sabe-se que o estilo de cerveja pode afetar as concentracoes relativas dos compostos
fendlicos. No entanto, nao esta claro se as diferengas no contetido fendlico entre cervejas podem
dever-se as diferencas nas matérias-primas ou a tecnologia de fabrico da cerveja (D. Yang & Gao,
2021). De acordo com Elrod et al. (2019), quanto menor o teor de a-acido de uma variedade de
lipulo, maior é a concentracao fendlica e a atividade antioxidante. Por sua vez, Pascoe et al.
(2003) determinaram os pontos criticos do processo de fabrico de cerveja para alteracdes na
atividade antioxidante e nos niveis de compostos fendlicos na cerveja Ale. Assim, a diminuicao
nos niveis de atividade antioxidante foi observada ap6s moagem e filtracao da cerveja, enquanto
aumentos foram observados apds a ebulicao e fermentacao (Pascoe et al.,, 2003). Aumentos
adicionais ocorreram apds a separagao do mosto e carbonatacao e engarrafamento (Pascoe et
al. 2003). Desta forma, os mesmos estilos de cerveja podem variar na composicao de compostos
bioativos, dependendo do tipo de lipulo usado e do processo de fabrico da cerveja (Elrod et al.,
2019).

O TPCdas cervejas artesanais tende a ser superior ao das cervejas industriais, o que pode ser
justificado pelas cervejeiras industriais utilizarem, frequentemente, métodos alternativos ou
mais econdmicos para tornar o produto mais rentdvel, utilizando matérias-primas mais baratas.
Em contraste, as cervejeiras artesanais geralmente utilizam apenas ingredientes como cevada e
ldpulo, e ocasionalmente trigo, na producao de cerveja, o que pode ajudar a explicar apresenca de
uma maior abundancia e diversidade de compostos fendlicos nas cervejas artesanais (Humia et
al., 2019). Além disso e tal como referido anteriormente, durante o armazenamento, os
compostos fendlicos da cerveja causam turvacao reagindo com proteinas. Desta forma, o
processo de fabrico da cerveja também tem influéncia no teor de compostos fendlicos, uma vez
que as grandes cervejeiras geralmente utilizam o processo de filtracao e clarificacao, removendo
esses compostos fendlicos (Marques et al,, 2017). Apds a filtracao, a cerveja tem de ser
estabilizada por antioxidantes exdgenos para realcar o sabor (Marques et al,, 2017). Por sua vez,
a cerveja artesanal nao é filtrada e nao usa aditivos, apresentando teores mais altos de
compostos fendlicos do que a cerveja industrial (Mastanjevié et al., 2019; Zhao et al., 2013).

Os compostos fendlicos apresentam uma grande diversidade de estruturas quimicas e

podem ser divididos em grupos, como os derivados do dcido hidroxicinamico e hidroxibenzdico
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(acidos fendlicos), os flavandis, os ésteres e glicésidos do flavanol, ou os flavonoides prenilados
(Habschied, Lonéari¢, et al., 2020). Em particular, os flavandis tém grande interesse para as
cervejeiras, devido aos complexos proteina-polifendis que formam, levando a formacao de
turvacao na cerveja (Habschied, Lon¢ari¢, et al., 2020; Steiner et al., 2010). O perfil fendlico
complexo da cerveja inclui catequinas e proantocianidinas, prenilchalconas, e derivados de
flavanonas, flavondis, &cidos hidroxibenzdicos, dcidos hidroxicinamicos e estilbenos (Collin et al.,
2013). Mais especificamente, no estudo de Zhao et al. (2010), a andlise quanto as concentracdes
relativas de compostos fendlicos em diferentes cervejas industriais do tipo Lager mostrou que a
epicatequina, dcido galico, acido protocatucdico, (+)-catequina, acido vanilico, dcido ferdlico,
acido p-cumarico e acido siringico sao os compostos fendlicos mais comuns em amostras de
cerveja. O acido galico e o dcido ferdlico sao responsaveis por mais de 50% do TPC na cervejae
sao 0s compostos fendlicos mais relatados nestas amostras (Liu et al., 2015; Montanari et al.,
1999 Zhao et al., 2010).

Salienta-se que o método Folin-Ciocalteu, apesar de ser amplamente utilizado para bebidas
e extratos vegetais, nao é especifico para compostos fendlicos e pode ser afetado por outros
compostos com atividade redutora (Habschied, Lonéari¢, et al., 2020; Zhao et al., 2010). Desta
forma, nao se pode descurar a possibilidade de sobrestimacao dos resultados do TPC (Habschied,
Lonéari¢, et al.,, 2020: Zhao et al.,, 2010). Para identificar o contetido fendlico de uma matriz,
podem ser utilizadas técnicas mais seletivas, como o HPLC e cromatografia liquida acoplada a
espetrometria de massa (Paiva et al., 2021). Além disso, a identificacao detalhada do perfil dos
fendlicos presentes nas amostras é de grande importancia para sustentar as alegacoes de saude
associadas a uma cerveja funcional, uma vez que os beneficios a satide dos compostos fendlicos
sao estudados de forma individual em pesquisas in vivo (Paiva et al.,, 2021).

Em suma, a quantidade de compostos fendlicos/antioxidantes pode variar bastante

dependendo do tipo e estilo de cerveja, porém a ingestao desta bebida pode representar uma

fonte de antioxidantes, particularmente na forma de compostos fendlicos (Piazzon et al., 2010).
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4.3. Determinacao da Capacidade Antioxidante das Cervejas

A cerveja é uma matriz heterogénea que possui antioxidantes com diferentes mecanismos
de acdo, o que se traduz em contribuicdes distintas para a sua capacidade antioxidante (Saura-
Calixto et al., 2009; Zhao, 2014). Vdrios fatores estdo envolvidos na atividade antioxidante de
diferentes grupos de compostos, como a sua estrutura quimica, a natureza do solvente, a
temperatura e o pH, assim como a estrutura quimica dos radicais livres. Assim, para estudar as
propriedades antioxidantes, pelo menos trés tipos de ensaios (com diferentes mecanismos de
reacao) devem ser utilizados (Martinez-Gomez et al, 2020). Desta forma, a atividade
antioxidante das cervejas artesanais e industriais em estudo foi determinadarecorrendo a quatro
ensaios antioxidantes, o ensaio ABTS, H.0,, FRAP e da ferrozina, dado nao existir um método
padrao capaz de caracterizar objetivamente a capacidade antioxidante total da cerveja (Koren et
al., 2017). Alguns dos ensaios, como o ABTS e FRAP, sdo comuns em cervejas devido a sua
sensibilidade, conveniéncia e tempos curtos dos ensaios (Martinez-Gomez et al.,, 2020). Os

resultados dos ensaios encontram-se na tahela 8.

4.3.1. Ensaio de Neutralizacao do Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico) (ABTS)

O ensaio ABTS é um método colorimétrico baseado na transferéncia de um eletrao ou doacao
de um hidrogénio de forma a reduzir o radical livre ABTS*. Cervejas com elevada capacidade de
neutralizar o ABTS* podem estabilizar radicais ativos de oxigénio, melhorando a estabilidade do
sabor. A neutralizacao do radical resulta na mudanca de coloracao de azul-esverdeado para
incolor, proporcional a capacidade dos antioxidantes da amostra em neutralizé-lo (Re etal., 1999;
Zhao, 2014). 0 ICs, representa a concentracao de amostra que contém antioxidantes suficientes
para neutralizar 50% da quantidade inicial de radicais livres de ABTS.

No presente trabalho, nenhuma das cervejas analisadas apresentou alta capacidade
antioxidante (ICso< 50 pug/mL) pelo ensaio ABTS (Kuete & Efferth, 2010). A cerveja artesanal L-
N (estilo Lager) apresentou o menor valor de ICso (68,3 + 2,8 ug/mL), sendo significativamente
inferior as cervejas analisadas (p < 0,05), a excecao da cerveja industrial SS-SB (estilo Sweet
Stout) que apresentou um valor de ICso de 76,1 £ 1,2 ug/mL (Tabela 8), correspondendo a uma

capacidade antioxidante moderada das cervejas (50 <1Cso <100 pg/mL) (Kuete & Efferth, 2010).
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Tabela 8. Resultados da capacidade antioxidante das cervejas analisadas, pelos ensaios ABTS, H.0,, FRAP e ferrozina.

ABTS Hz0: FRAP Ferrozina
Tipo Amostra Estilo
(ICs0)* (ICso)** (nmol TE/q) (ICso)***
BA-ET Brown Ale 93,7 +1,4 b0eihii 36,0+ 0,3 beelsik 34,5+ 0,0 bedeshic
DB-ET Dubble Belga 123,6 + 4,7 3cetohi 47,5 + 0,3 cdefonii 29,3 +0,0 cdefahiik
BP-N Brown Porter 89,2 + 1,8 bdefohii 31,9 £1,0 3hdefahiik 47,2 + 0,0 3paelhiik
IS-ES Imperial Stout 15,6 + 7,2 2cefghik 35,0+ 0,6 eaefoik 43,6 +0,02bcfonik
Ale Sem ICso
IS-N Imperial Stout 80,1+1,12hcaghii 27,0 +1,5 3hcdlohik 44,4 + 0,0 2bclonik
SS-SB* Sweet Stout 76,141,2 20cdshik 20,2 + 1,1 2bcdeghiik 32,7+ 0,0 bedeshix
PA-ET Pale Ale 99,1+ 0,7 bedefiik 43,4 +1,9 bcdethiik 58,6 + 0,0 2bcderhiik
IPA-N India Pale Ale 106,0 + 1,2 2bedfiik 37,5+ 0,1bcefsik 32,5+ 0,0 2hcdetaiik
L-N Lager 68,3 + 2,820c0eanik 37,2415 bceloik 33,4 £ 0,0 Pcdeghik
Lager P-L Pilsner 117,9 + 0,8 acefohik 27,5+ 0 3 3bcdfghik 43,6 + 0,0 2bcfohik Sem ICso
P-SB* Pilsner 86,0 + 6,4 b4fnii 46,7 + 0,4 *<0elshi 20,3 £ 0,0 2bcdefghii

Os resultados numéricos correspondem a valores médios + desvio padrao de trés amostras independentes (n=3), em triplicado. *: cervejas industriais; * ** e ***: Concentracao expressa em pug/mL
necessaria para reducdo de 50% do radical ABTS, das moléculas de Hz20z, e dos ides de Fe?*, respetivamente; TE: Equivalentes de Trolox; @ Significativamente diferente quando comparado com BA-ET
(p < 0,05); ® Significativamente diferente quando comparado com DB-ET (p < 0,05); ¢ Significativamente diferente quando comparado com BP-N (p < 0,05); ¢ Significativamente diferente quando
comparado com IS-ES (p < 0,05); ¢ Significativamente diferente quando comparado com IS-N (p < 0,05); f Significativamente diferente quando comparado com SS-SB (p < 0,05); 9 Significativamente
diferente quando comparado com PA-ET (p < 0,05); " Significativamente diferente quando comparado com IPA-N (p < 0,05); ' Significativamente diferente quando comparado com L-N (p < 0,05);
iSignificativamente diferente quando comparado com P-L(p < 0,05);  Significativamente diferente quando comparado com P-SB (p < 0,05).
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Por sua vez, a cerveja que apresentou a menor capacidade antioxidante foi a artesanal DB-
ET (estilo Dubble Belga) com um valor de ICso de 123,6 + 2,8 ug/mL, apresentando, desta forma,
uma baixa capacidade antioxidante com este ensaio (ICso > 100 pug/mL) (Kuete & Efferth, 2010).

Relativamente as cervejas industriais, a SS-SB (Ale, estilo Sweet Stout) revelou uma
capacidade antioxidante significativamente superior a P-SB (Lager, estilo Pilsner) (p<0,05) (ICso
=76,1+12 png/mL e 86,0 + 6,4 ug/mL, respetivamente) (Tabela 8), apresentando ambas uma
moderada capacidade antioxidante (50 <ICs <100 pug/mL) (Kuete & Efferth, 2010). O estudo de
Gouvinhas et al. (2021), realizado com cervejas industriais nao liofilizadas, nao apresentou
resultados concordantes com os obtidos no presente trabalho, uma vez que o melhor valor
detetado no ensaio ABTS foi atribuido a uma cerveja do tipo Lager.

Nas cervejas artesanais do tipo Ale o ICso variou entre 80,1+ 1,1 ug/mL para a cerveja IS-N
(estilo Imperial Stout) e 123,6 + 2,8 ng/mL para a cerveja DB-ET (estilo Dubble Belga), enquanto
nas cervejas artesanais do tipo Lager o valor de ICso foi de 68,3 + 2,8 ug/mL para a cerveja L-N
(estilo Lager) e117,9 + 0,8 ug/mL para a cerveja P-L (estilo Pilsner) (Tabela 8). Os valores obtidos
no ensaio de ABTS realizado por Breda et al. (2022) diferem dos mencionados, dado que o melhor
valor foi atribuido a cerveja artesanal nao liofilizada do tipo Ale clara, enquanto no presente
trabalho o melhor valor foi atribuido a uma cerveja do tipo Lager (L-N, estilo Lager) e o segundo
melhor valor a uma cerveja do tipo Ale escura (IS-N, estilo Imperial Stout). No estudo de Zhao et
al. (2010) e de Zhao et al. (2013), realizado em cervejas industriais do tipo Lager nao liofilizadas,
os valores do ensaio ABTS sao semelhantes entre si, variando de 0,55 + 0,04 mmol TE/L a1,95
+ 0,05 mmol TE/L, e de 0,16 + 0,09 mmol TE/L a 2,23 + 0,04 mmol TE/L, respetivamente.

No presente trabalho as cervejas artesanais portuguesas IS-N (estilo Imperial Stout) e L-N
(estilo Lager) demonstraram uma capacidade antioxidante significativamente superior em
comparacao com as cervejas artesanais espanholas analisadas (BA-ET, estilo Brown Ale; DB-
ET, estilo Dubble Belga; IS-ES, Imperial Stout; PA-ET, estilo Pale Ale) (p < 0,05). A cerveja
artesanal portuguesa BP-N (estilo Brown Porter) também se destacou, apresentando uma
capacidade antioxidante significativamente superior ao das cervejas espanholas DB-ET (estilo
Dubble Belga), IS-ES (estilo Imperial Stout) e PA-ET (estilo Pale Ale) (p<0,05). No caso da cerveja
portuguesa IPA-N (estilo India Pale Ale), verificou-se uma atividade antioxidante
significativamente superior as cervejas DB-ET (estilo Dubble Belga) e IS-ES (estilo Imperial
Stout) (p < 0,05), embora essa capacidade tenha sido inferior a observada na cerveja espanhola

BA-ET (estilo Brown Ale). Por outro lado, a cerveja portuguesa P-L (estilo Pilsner) apresentou
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atividade antioxidante significativamente inferior as cervejas espanholas BA-ET (estilo Brown
Ale) e PA-ET (estilo Pale Ale) (p < 0,05), sem, contudo, haver diferenca significativa em relacao as
demais cervejas espanholas (DB-ET, estilo Dubble Belga; IS-ES, estilo Imperial Stout).
Salienta-se que os valores do ensaio ABTS do estudo de Breda et al. (2022), com cervejas
artesanais (1142 + 0,025 a 10913 + 0,305 mmol Trolox/L), sdo superiores aos obtidos nos
estudos de Zhao et al. (2010) e de Zhao et al. (2013) realizados em cervejas industriais, o que
corrobora os resultados deste trabalho, uma vez que a melhor capacidade antioxidante esta
presente numa cerveja artesanal (L-N, estilo Lager). Tal pode ser justificado pela utilizacao de
diferentes matérias primas e pelo processo de fabrico da cerveja, que sao parametros que podem

ter efeitos consideraveis na atividade de inibicao dos radicais livres de ABTS (Zhao et al., 2010).

4.3.2. Ensaio do Perdxido de Hidrogénio (H.0.)

0 ensaio do H:0: baseia-se na capacidade dos antioxidantes da amostra neutralizarem as
moléculas de H:0;, prevenindo a formacao de radicais livres *OH que iniciam a cadeia oxidativa
(Nur Alam et al., 2012). Desta forma, o ICso representa a concentracdo de amostra que contém
antioxidantes suficientes para neutralizarem 50% da quantidade inicial de moléculas de H.0>
(Tabela 8).

No ensaio do Hz0;, todas as cervejas analisadas apresentaram alta capacidade antioxidante
(ICso < 50 pg/mL), destacando-se a cerveja industrial SS-SB (estilo Sweet Stout) com uma
capacidade antioxidante significativamente superior as restantes cervejas (ICso = 20,2 + 111
ug/mL) (p < 0,05). Contudo, ndo existe linearidade no que concerne a melhor capacidade
antioxidante pertencer as cervejas industriais, uma vez que a P-SB (estilo Pilsner) apresenta a
segunda pior capacidade antioxidante (ICso = 46,7 + 0,4 ug/mL). Ainda com alta atividade
antioxidante, sequiram-se as cervejas artesanais IS-N (estilo Imperial Stout) com um valor de
ICsode 27,0 £1,5 ng/mL, e a P-L (estilo Pilsner) com um valor de ICso de 27,5 + 0,3 ug/mL (Tabela
8).

As cervejas artesanais portuguesas BP-N (estilo Brown Porter), IS-N (estilo Imperial Stout) e
P-L (estilo Pilsner) demonstraram uma capacidade significativamente superior (p < 0,05) de
neutralizar as moléculas de H,0, em comparacao com todas as cervejas artesanais espanholas
analisadas (BA-ET, estilo Brown Ale; DB-ET, estilo Dubble Belga; IS-ES, Imperial Stout; PA-ET,

estilo Pale Ale).
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Até ao momento, a literatura é escassa sobre arealizagao do ensaio de neutralizacao de H.0.
para determinar a capacidade antioxidante de cerveja. No tnico estudo analisado, de Okechukwu
et al. (2022), realizado numa cerveja industrial do estilo German Pilsner, a capacidade de
neutralizacao de H.0: foi de 88,86 + 0,13%. No entanto, o ensaio é importante, pois permite
determinar a eliminacao de um radical fisiologicamente relevante, existindo a hipétese de que a
geracao de H.0 poder ser considerada como um fator intermedidrio chave no processo de
oxidacao da cerveja, podendo o H-0: ser depois convertido em outros radicais livres (Martini et

al,, 2017; Uchida & Ono, 1999).

4.3.3. Ensaio do Poder Antioxidante da Reducao do Ferro (FRAP)

0 ensaio do FRAP é um método colorimétrico que se baseia na capacidade dos antioxidantes
da amostra reduzirem o ido Fe3* (ido férrico), presente no complexo TPTZ, a Fe* pela
transferéncia de eletrées. Quando esta reducao ocorre, a cor da solugao muda de roxo-claro para
roxo-intenso (Urrea-Victoria et al.,, 2016) (Tabela 8).

No ensaio do FRAP a cerveja artesanal PA-ET (estilo Pale Ale) apresentou o maior valor de
reducao do ido Fe?* (58,6 + 0,0 umol TE/g), sendo este significativamente superior as restantes
cervejas (p<0,05). Por suavez, a cervejaindustrial P-SB (estilo Pilsner) foi a que teve menor valor
de FRAP (20,3 + 0,0 umol TE/qg).

No estudo de Censi et al. (2021) os valores do ensaio do FRAP variaram entre 104,046 +
7,680 umol TE/q (estilo Triple malt) e 125,159 + 1,237 umol TE/g (estilo Black), sendo estes
superiores aos obtidos no presente trabalho. Estes resultados também indicam que a utilizacao
de diferentes matérias-primas, diferentes processos de fabrico, bem como a utilizacao de
amostras distintas podeminfluenciar o poder antioxidante de reduzir oido Fe3* (Miti¢ et al.,, 2014).
Por sua vez, Miti¢ et al. (2014) apuraram que as cervejas industriais escuras apresentaram maior
capacidade antioxidante do que as cervejas claras (629,82-831,20 mmol Fe?*/L e 22,99-
762,57 mmol Fe**/L, respetivamente). Em contrapartida, no presente trabalho o maior valor do
FRAP, tal como ja mencionado, foi atribuido auma cerveja artesanal clara (PA-ET, estilo Pale Ale).
Porém, as cervejas artesanais escuras apresentaram o segundo e terceiro melhores valores, 47,2
+ 0,0 (BP-N, estilo Brown Porter) e 44,4 + 0,0 (IS-N, estilo Imperial Stout), respetivamente.

As cervejas artesanais portuguesas apresentaram uma capacidade antioxidante inferior ada

cerveja artesanal espanhola PA-ET (estilo Pale Ale). No entanto, a cerveja artesanal portuguesa
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BP-N (estilo Brown Porter) destaca-se por possuir uma capacidade antioxidante
significativamente superior as demais cervejas artesanais espanholas (BA-ET, estilo Brown Ale;
DB-ET, estilo Dubble Belga; IS-ES, Imperial Stout) (p < 0,05). As cervejas IS-N (estilo Imperial
Stout) e P-L (estilo Pilsner), mostraram-se significativamente superiores as cervejas espanholas

BA-ET (estilo Brown Ale) e DB-ET (estilo Dubble Belga) (p<0,05).

4.3.4. Atividade Quelante de Metais (MCA)

O ensaio da ferrozina é um método colorimétrico baseado na capacidade do antioxidante
guelar o ido Fe?*, prevenindo a formacao de Fe?* pela sua oxidacao (Adjimani & Asare, 2015). 0
iao Fe** reage com aferrozina formando um complexo vermelho, pelo que quanto mais incolor for
a solucao maior a atividade antioxidante da amostra (Adjimani & Asare, 2015).

No ensaio da ferrozina nao foi possivel determinar o valor de 1Cso na gama de concentracées
testadas (1-1000 pg/mL), ou seja, a concentracao de amostra que possui a quantidade de
antioxidantes capaz de reduzir em 50% a concentracao inicial ides de Fe* (Tabela 8). Desta
forma e em relacao a este ensaio, as cervejas estudadas apresentaram baixa capacidade
antioxidante (ICso > 100 ug/mL) (Kuete & Efferth, 2010).

Analisando outros estudos, no seu trabalho, S. Silva et al. (2022) observaram que a
capacidade de quelacao dos ides Fe?*, nas cervejas artesanais, variou de 1,6 + 0,4% (estilo Special
Honey beer) a113,4 +15,8% (estilo India Pale Ale), enquanto nas cervejas industriais variou entre
7,6 + 0,3% (estilo Pilsner) a 23,1+ 1,3% (estilo Pilsner), concluindo que a capacidade antioxidante
determinada pelo ensaio da ferrozina foi superior nas cervejas artesanais (S. Silva et al., 2022).
Além disso, verificaram que as cervejas industriais analisadas possuiam uma capacidade de
quelar ides Fe®* significativamente inferior as trés cervejas artesanais com melhor resultado no
ensaio daferrozina (p<0,05). Por suavez, nos estudos de Zhao et al. (2010) e de Zhao et al. (2013)
os valores obtidos nos ensaios da ferrozina, para as cervejas industriais do tipo Lager, variou
entre 0,12 + 0,16 e 54,57 + 0,36 umol de equivalentes de EDTA (EDTAE)/L, e 5,36 + 0,15-80,89
+ 0,35 umol EDTAE/L, respetivamente (Zhao et al., 2010, 2013).

A diferenca dos valores obtidos no ensaio da ferrozina entre cervejas artesanais e industriais
pode justificar-se pela utilizacao de diferentes matérias-primas e diferentes processos de

fermentacao, que podem influenciar a atividade quelante de metais (Zhao et al.,, 2010). Além
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disso, a variacao de valores entre cervejas do mesmo estilo pode também justificar-se pela
utilizacao de diferentes amostras.

Algumas cervejas apresentam uma fraca atividade de quelacao de metais, que, no caso do
presente estudo, podem conter compostos fendlicos com fraca capacidade de ligagao a metais.
No seu estudo, Miranda et al. (2000) observaram que as chalconas preniladas e nao preniladas,
assim como as flavanonas presentes na cerveja e lipulos nao tinham a capacidade de quelar ides
cobre, in vitro (Miranda et al,, 2000). Sabe-se que, mesmo quantidades muito reduzidas de
metais como o ferro ou cobre poderao converter o oxigénio molecular em ROS, que depois
participam na oxidacao da cerveja, resultando em alteraces de sabor (Bamforth et al., 1993).

Os resultados dos ensaios antioxidantes variam consideravelmente, mesmo quando se trata
da analise damesmaamostra por diferentes métodos, pois cada ensaio de atividade antioxidante

baseia-se em distintos antecedentes quimicos e mecanismos de reagao (H. Zhao, 2014).

4.3.5. Correlacao entre Caracteristicas Fisico-Quimicas, TPC e Ensaios

Antioxidantes

A correlacao é um método utilizado para avaliar a associacao linear bidirecional entre duas
variadveis continuas (Mukaka, 2012). A correlacao é quantificada por meio de um coeficiente de
correlacao, que varia entre -1e 1(Mukaka, 2012). Quando esse coeficiente é igual a zero, indica a
auséncia de correlacao linear entre as varidveis (Mukaka, 2012). Um coeficiente positivo sugere
que, a medida que o valor de uma varidvel aumenta, o valor da outra também tende a aumentar,
indicando que as varidveis estao diretamente relacionadas (Mukaka, 2012). Por outro lado, um
coeficiente negativo indica que as varidveis estao inversamente relacionadas, ou seja, conforme
o valor de uma varidvel aumenta, o valor da outra tende a diminuir (Mukaka, 2012).

Pela andlise da correlacao entre o TPC e os ensaios antioxidantes efetuados nas cervejas
artesanais e industriais, verificou-se que apenas existe correlagao com o ensaio H.0>, sendo esta
negativa (p < 0,05) (Tabela 9). Este resultado, assim como a falta de correlacao entre 0 TPC e 0s
restantes ensaios antioxidantes, pode ser atribuido a presenca de outros compostos
antioxidantes, além dos fendlicos, que atuam na neutralizacao dos radicais livres e na quelacao
dos ides metdlicos (Nardini & Foddai, 2020).

0 estudo de S. Silva et al. (2022) corrobora os resultados obtidos, tendo ohservado a

inexisténcia de correlacao entre o TPC e os ensaios antioxidantes (S. Silva et al., 2022). Porém,
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sao varios o0s estudos que nao vao de encontro ao ohservado, mencionando a existéncia de
correlacao entre o TPC e o poder antioxidante das cervejas, ou seja, correlacao-positiva do TPC
com os valores do ensaio FRAP e ABTS (Breda et al., 2022; Gouvinhas et al., 2021; Miti¢ et al,,
2014; Nardini & Garaguso, 2020; Pai et al., 2015; Piazzon et al., 2010; Tedesco et al., 2005; Zhao
et al,, 2010, 2013). Além disso, a literatura menciona a existéncia de correlagao-positiva entre

ensaios antioxidantes, nomeadamente, ABTS e FRAP (Miti¢ et al., 2014: Piazzon et al., 2010).

Tabela 9. Correlacdo entre parametros fisico-quimicos da cerveja, teor de fendlicos totais (TPC) e ensaios

antioxidantes.

ABV  EBC IBU pH TA TAR TPC ABTS H20: FRAP

ABV | 1000 0284 0607 0373 0726* 0612* 0159 0322 0,028 0,174
EBC - 1,000 -0,062 0,053 0,686* 0905* 0623 -0356 -0,761" 0,324
IBU - . 1,000 0005 0293 0224 -0064 0483 0149 0,187
pH - - - 1,000 0,080 0054 -0143 -0,086 0359 0,088
TA - - - - 1,000 0851 0227 0122 -0483 0113
TAR - - - - - 1,000 0625* -0110 -0,634* 0,244
TPC - - - - - - 1,000 -0304 -0,621* 0,099
ABTS - - - - - - - 1,000 0323 -0,015
Hz0: - - - - - - - - 1,000 -0,218
FRAP - - - - - - - - - 1,000

ABV: Alcohol by Volume; EBC: Cor; IBU: Amargor; TA: Acidez Total; TAR: Teor de Aclicares Redutores; TPC: Teor de Fendlicos
Totais; ABTS: Ensaio de Neutralizacao do ABTS; H202: Ensaio Perdxido de Hidrogénio; FRAP: Ensaio do Poder Antioxidante de

Reducdo do Ferro; *A correlacdo € significativa no nivel 0,05 (bicaudal); ** A correlacdo € significativa no nivel 0,01 (bicaudal).

Pela tabela 9, existe correlacao entre os parametros fisico-quimicos das cervejas. O teor de
alcool correlaciona-se positivamente com o amargor, a acidez total e o TAR (p < 0,05). Por sua
vez, a cor correlaciona-se positivamente com a acidez total (p < 0,05) e 0 TAR (p < 0,01). A acidez
total correlaciona-se positivamente com o TAR (p < 0,01). Além disso, os parametros fisico-
quimicos correlacionam-se com o TPC e ensaios antioxidantes. Em particular, a acidez total e o
TAR correlacionam-se positivamente com o TPC (p < 0,05), o TAR correlacionam-se
negativamente com os valores do ensaio do H:0. (p < 0,05), e a cor correlaciona-se
negativamente com os valores do ensaio do H-0,, (p < 0,05). No seu estudo, S. Silva et al. (2022)

também observaram que o teor de alcool esteve relacionado positivamente com o amargor,

55



acidez total e TAR (p < 0,01). A acidez total e TAR também se correlacionaram positivamente (p <
0,01) (S. Silva et al.,, 2022).

Destaca-se a auséncia de correlacao significativa entre o teor de etanol e o TPC. Este
resultado nao vai de encontro ao esperado, uma vez que a literatura menciona que o etanol tem
a capacidade de aumentar a solubilidade dos compostos fendlicos em comparagao com a agua,
aumentando a extracao das matérias-primas durante o processo de producao da cerveja
(Granato et al., 2011; S. Silva et al.,, 2022). Além disso, também nao houve correlacdo entre a cor e
o TPC, mas a literatura indica que cervejas mais escuras tendem a ter maiores niveis de
compostos fendlicos (Saura-Calixto et al., 2009; S. Silva et al.,, 2022). Gouvinhas et al. (2021)
estudaram 23 cervejas comerciais portuguesas, tendo observado que maiores TPC e TFC
correlacionavam-se positivamente com cervejas pretas e escuras analisadas.

Desta forma, a inclusao de informaces sobre o teor de dlcool, cor e amargor nos rdtulos das
cervejas pode ser vantajosa para os consumidores, podendo ajudar a selecionar cervejas com
maior presenca de compostos fendlicos e que atendam melhor as suas preferéncias sensoriais.

Salienta-se ainda que nem sempre had linearidade entre a quantidade de compostos fendlicos
e a atividade antioxidante, uma vez que os compostos fendlicos podem ter diferentes origens,
como maltes e ldpulos, com perfis fendlicos distintos (Spagnuolo et al., 2014). Além disso, a
cerveja possui outros antioxidantes, nomeadamente, carotendides, tocoferdis, melanoidinas e
acido ascdrbico que também contribuem para a capacidade antioxidante global das cervejas
(Nardini & Foddai,2020). Por exemplo, no estudo de Pastoriza e Rufidn-Henares (2014) o teor de
melanoidinas foi de aproximadamente 8,7% na cerveja do estilo Pilsner (Pastoriza & Rufian-
Henares, 2014), mas no estudo de Zhao et al. (2013) realizado em 40 cervejas do estilo Lager o
teor de melanoidinas atingiu um valor de 10,3% (Zhao et al.,, 2013). Desta forma, a determinacao
da composicao especifica dos polifendis é crucial para tracar o perfil fendlico da cerveja

(Spagnuolo et al., 2014).

4.4. Incorporacao de Extratos de Cereja Variedade “Lapins” na Cerveja

Como ja foi referido, a cerveja contém quatro ingredientes principais: o malte, dgua, ldpulo e
levedura, mas também ingredientes adicionais como frutos, plantas e especiarias ou substratos
fermentdveis alternativos que podem ser utilizados em diferentes fases de producao (Nedyalkov
etal, 2023).
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O objetivo desta diversificacao no fabrico artesanal de cerveja, por exemplo, através da
incorporacao de novos ingredientes, é obter produtos com aromas, cores e sabores Unicos, mas
também com beneficios para a saudde, através do aumento da concentracao de compostos
bioativos que vao sendo extraidos durante a fermentacao secunddria e maturacgao das cervejas
(Nardini & Garaguso, 2020; Nedyalkov et al., 2023; Tirado-Kulieva et al., 2023). Uma gama tao
ampla de matérias-primas utilizadas na producao de cervejas oferece uma oportunidade para a
conquista de novos mercados, assim como para responder a demanda de grupos de
consumidores menos convencionais. Nos ultimos anos, o mercado de cervejas, identificadas
como funcionais, com funcdes melhoradas para a satide e/ou com um novo sabor aumentou
significativamente (Borsa et al., 2022). Desta forma, as cervejas produzidas pela adicao de frutos,
extratos ou aromas estao a tornar-se populares em todo o mundo (Nedyalkov et al., 2023).

A medida que os consumidores se tornam mais conscientes dos impactos ambientais e do
patrimdnio cultural, hd uma procura crescente de produtos que enfatizem o abastecimento local
e praticas sustentaveis. Um exemplo dessas praticas sustentaveis é o uso de ingredientes locais
no fabrico de cerveja (Hempel & Hamm, 2016). Como referido por Cunha et al. (2023), a producao
de cerveja artesanal incorporando frutas locais e subprodutos agroindustriais € um assunto de
interesse para os consumidores que procuram sabores novos e Unicos, a0 mesmo tempo que
valorizam o valor nutricional e os beneficios ambientais da cerveja, abordando preocupacoes de
sustentabilidade e economia circular (Cunha et al., 2023). Desta forma, no presente trabalho,
optou-se pela incorporacao de extratos de cereja variedade “Lapins”, da regido de Resende
(Portugal), na cerveja. Apés a producao dos extratos a utilizar (aquoso e etandlico) determinou-
se o TPC e atividade antioxidante dos mesmos, antes e ap4s a incorporagao na cerveja.

A cereja-doce, P. avium, é um fruto de elevado valor econémico e de grande importancia
nutricional, amplamente distribuido por todo o mundo, sendo igualmente conhecida pela sua
elevada capacidade antioxidante associada a presenca de compostos fendlicos
(Chockchaisawasdee et al., 2016; Vilas-Boas et al., 2020). A variedade “Lapins” é muito produtiva
e tem atraido interesse comercial devido ao seu grande tamanho e resisténcia a chuva (Pilli et al.,

2019).
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4.4.1. Determinacao do TPC nos Extratos de Cereja Variedade “Lapins”

No presente estudo, procedeu-se a determinacao do TPC no EAC e no EEC. O extrato
etandlico 70% (V/V) obteve um TPC significativamente superior ao extrato aquoso (5,1+ 0,0 mg
GAE/qg de extrato e 3,6 + 0,0 mg GAE/qg de extrato, respetivamente) (p < 0,05).

Os estudos existentes na literatura relativos a determinacao do TPC em extratos de cereja
S30 escassos e 0s seus resultados vém expressos em peso fresco de cereja (PF),
impossibilitando, deste modo, a comparacao direta com os resultados obtidos neste estudo.

Vavoura et al. (2015) avaliaram o TPC em quatro extratos metandlicos (80:20 (V/V)) de
cereja P. avium (variedades “Canada giant”, “Ferrovia’, “Lapins” e “Skeena”). O TPC variou entre
95,14 + 3,64 mg GAE/100 g PF (variedade “Canada giant’) e 170,35 + 3,52 mg GAE/100 g PF
(variedade “Skeena’), tendo a cerveja variedade “Lapins” um valor de TPC de 135,86 + 13,94 mg
GAE/100 g PF (Vavoura et al., 2015). Por sua vez, no estudo de Usenik et al. (2008) analisaram o
extrato metandlico de 13 variedades de P. avium (variedades “Badascony”, “Burlat”, “Early Van
Compact’, “Fercer”, “Fernier”, “Ferprime”, “Lala Star”, “Lapins”, “Noire de Meched", “Sylvia”,
“Vesseaux”, “Vigred” e “Ferrador’), encontrando-se o TPC numa faixa de 443 + 3,42 mg
GAE/100 g PF (variedade “Lapins’) a 87,9 + 9,11 mg GAE/100 g PF (variedade “Ferprime”)
(Usenik et al., 2008). No estudo de Hu et al. (2021) analisaram o extrato etandlico 70% de quatro
variedades de P. avium (variedades “Bing”, “Ron’s”, “Merchant” e “Lapins’), constatando que a
variedade “Ron’s” apresentou o menor TPC (0,87 + 0,09 mg GAE/q PF) e a variedade “Lapins” o
maior valor (1,73 + 0,90 mg GAE/qg PF) (Hu et al., 2021).

0 TPC da cereja variedade “Lapins” obtido no estudo de Hu et al. (2021) é superior ao obtido
por Usenik et al. (2008) e Vavoura et al. (2015) (Hu et al., 2021; Usenik et al., 2008; Vavoura et al.,
2015). A diferenca de valores de TPC dentro da mesma variedade de cereja-doce e entre
variedades distintas pode dever-se a alteracées na composicao quimica do fruto, face as
condicoes pré-colheita, nomeadamente, praticas agricolas, maturacao, condicdes climaticas e
épocas de colheita e de acordo com as condicoes pds-colheita, como condicdes de
armazenamento e transporte (Acero et al., 2019; Faienza et al., 2020). Por exemplo, a gestao do
pomar, como a poda de verao, melhora a qualidade das cerejas ao aumentar o teor de acido
ascorbico, favorecido pela alta intensidade de luz e ao promover o acimulo de antocianinas e
fendlicos totais devido as temperaturas elevadas (Wang, 2006). Além disso, a irrigacao por
gotejamento também contribui para 0 aumento dos niveis de acticar da fruta e do TPC (Correia et
al, 2017).
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Por sua vez, Serrano et al. (2005) avaliaram qual a data dtima de colheita de P. avium
variedade 4-70 para garantir que as cerejas chegam aos consumidores com as maximas
propriedades funcionais e nutricionais. Assim, avaliaram os parametros: cor, textura, acucares,
acidos organicos, atividade antioxidante total, TPC, antocianinas totais e teor de dcido ascérbico,
em 14 estadios do processo de maturacdo da cereja (Serrano et al., 2005). Os resultados
indicaram que a colheita das cerejas-doces deve ocorrer no estadio 12, uma vez que apresenta
os melhores atributos de qualidade organolética, nutricional e funcional. Além disso, atestaram
que o dcido ascorbico, a atividade antioxidante total e o TPC diminuiram nos estadios iniciais de
desenvolvimento, mas aumentaram exponencialmente a partir do estadio 8, coincidindo com a
acumulacao de antocianinas e o escurecimento do fruto (Serrano et al., 2005). Assim sendo, 0s
compostos fendlicos, concentrados na casca da fruta, aumentam durante o amadurecimento
(Correia et al., 2017; B. Goncalves et al., 2007).

No que concerne as alteracdes na composicao de compostos fendlicos da cereja-doce alguns
estudos identificaram diferencas entre variedades (Clodoveo et al., 2023; Hu et al., 2021; Martini
et al., 2017). Martini et al. (2017) avaliaram o perfil fendlico de seis variedades de P. avium ("Della

nou

Marca”,

" ou nou nou

Celeste Durone Nero”,

] ’

Bigarreau Lapins” e “Moretta”), e os &cidos hidroxicinamicos
foram a classe de compostos fendlicos predominante na maioria das variedades, exceto na
variedade “Lapins” e na variedade ‘Della Marca’, onde as antocianinas (ex: cianidina-3-
rutindsido) e os flavan-3-dis (ex: epicatequina), respetivamente, foram mais representativos

nou

(Martini et al., 2017). Clodoveo et al. (2023) avaliaram as variedades “Ferrovia”, “Sweetheart” e

“Lapins” de P. avium, constatando que a variedade "Sweetheart" apresentou maior concentracao
de flavandis e antocianinas, especialmente procianidina B1 e cianidina-3-0-rutindsido, enquanto
os flavondis foram mais abundantes na variedade "Lapins" (quercetina-3-0-rutindsido) e
"Ferrovia" (quercetina-4-0-glicdsido). Além disso, as variedades “Sweetheart” e “Lapins’,
revelaram possuir as maiores quantidades de &cidos hidroxicinamicos (Clodoveo et al., 2023).

nou

Por fim, no estudo de Hu et al. (2021) realizado em quatro variedades de P. avium (‘Bing”, “Ron’s”,
“Merchant” e “Lapins’), a variedade “Lapins” apresentou o maior niimero de compostos tinicos
entre as quatro variedades, como por exemplo, o acido gdlico 4-O-glicdsido (4cido
hidroxibenzdico), o dcido cafeico 3-0-glucuronideo (dcido hidroxicinamico), a diosmina (flavona)
e 0 3-0-xilosil-glicésido de kaempferol (flavonol) (Hu et al., 2021).

Os estudos de Acero et al. (2019) e Hayaloglu e Demir (2015) corroboram a existéncia de

diferentes TPC dentro da mesma variedade, com valores para a variedade “Van" de 284,48 +
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3,07 mg GAE/100 g PF e 58,31 + 10,56 mg GAE/100 g PF, respetivamente. Acero et al. (2019)
verificaram que os principais compostos fendlicos presentes nas variedades “Navalinda”,
“Jarandilla”, “Pico Colorado”, “Van” e “Sunburst” de P.avium, pertenciam ao grupo dos dcidos
hidroxicinamicos, antiocianinas e flavondis.

A escolha do solvente utilizado também influencia a eficiéncia de extracao dos compostos
fendlicos (Catalao, 2016). Niziot-Lukaszewska (2018) analisaram o extrato aquoso e aquoso-
glicerinico da variedade “Burlat” da espécie P. avium, tendo a extracao com agua resultado na
menor eficiéncia de extracao de compostos fendlicos face a extracao de dgua com glicerina.
Estes resultados vao de encontro aos obtidos no presente estudo, no qual a extracao etandlica
obteve um maior TPC (5,1+ 0,0 mg GAE/ g). A extracao de compostos fendlicos é vantajosa, uma
vez que estes compostos oferecem potenciais beneficios a saide, nomeadamente, capacidade
antitumoral, capacidade anti-inflamatdria e propriedades de neuroprotecao, dada a sua
capacidade antioxidante que permite a eliminacao de radicais livres (Vilas-Boas et al., 2020).

Por sua vez, o estudo de Vilas-Boas et al. (2020) observou que a utilizacdo de diferentes
métodos extrativos influenciou a capacidade de extracao de compostos fendlicos da variedade
“Saco” da espécie P. avium, tendo realizado extracao convencional (etanol/dgua (50:50 (V/V))
com 0,1% de HCl), extracao convencional com elevada temperatura (65 + 1 °C) e extracao
assistida por microondas e por ultrassons (etanol/dgua (50:50 (V/V)) com 0,1% de HCl), obtendo
um TPCde 8,75+ 0,81 mg GAE/g de extrato seco (ES), 7,11+ 0,33 mg GAE/g ES, 12,65 + 0,81mg
GAE/gDE e 7,16 + 0,81 mg GAE/g ES, respetivamente. A determinacao da composicao fendlica
da variedade “Saco” permitu apurar que os principais compostos fendlicos pertenciam ao grupo
dos acidos hidroxinamicos, flavan-3-6is e antocianinas (Vilas-Boas et al., 2020).

No estudo de Kelebek e Selli (2011),0s compostos fendlicos presentes nas variedades “Van”,
“Noir de Guben”, “Larian” e “0-900 Ziraat” de P. avium sao semelhantes aos encontrados noutras
variedades de cereja-doce previamente mencionadas, ou seja, possuem acido hidroxicinamicos,

antocianinas, flavan-3-6is e o flavonol rutina (Kelebek & Selli, 2011).

4.4.2. Determinacao da Capacidade Antioxidante dos Extratos de Cereja Variedade

“Lapins”

A atividade antioxidante do EAC e do EEC foi determinada por quatro ensaios antioxidantes,

ou seja, 0 ensaio ABTS, Hz0;, FRAP e da ferrozina, estando os dados presentes na tabela 10.
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Tabela 10. Resultados da capacidade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico de cereja variedade

“Lapins”, pelos ensaios ABTS, H.0;, FRAP e ferrozina.

ABTS Hz0: FRAP Ferrozina
Extrato de Cereja
(ICs0)* (ICso)** (umol TE/g de extrato) (ICs0)**
EAC 1923+10° 1439+43° 234+00°
SemICs
EEC 1086+17° 726+19° 333+00°

Os resultados numéricos correspondem a valores médios + desvio padrao de trés amostras independentes (n=3), em triplicado.
EAC: Extrato Aquoso de Cereja Variedade “Lapins”; EEC: Extrato Etandlico de Cereja Variedade “Lapins”; TE: Equivalentes de
Trolox; * ** e ***: Concentracdo expressa em pg/mL necessaria para reducdo de 50% do radical ABTS*", das moléculas de Hz0z, e

dos ides de Fe* respetivamente; ? Significativamente diferente entre si (p < 0,05).

Comparando os dois extratos de cereja para 0s quatro ensaios realizados e com os valores
obtidos, o EEC apresentou melhor atividade antioxidante, com valores de ICso significativamente
menores em todos os ensaios (p < 0,05). Em relacdo ao extrato etandlico, com melhores
resultados no presente estudo, os valores de 1Cs, obtidos mostraram-se menos eficientes (72,6
+ 1,9 ug/mL para o ensaio do H.0: e 108,6 + 17 ug/mL para o ABTS) do que os extratos
hidroetandlicos do fruto da cereja-doce obtidos no estudo de A. C. Gongalves et al. (2017) (ICso
variou entre 12,12 + 0,37 e 43,03 + 0,53 ug/mL de extrato seco para o ensaio do DPPH).

No casodo ensaio ABTS, 0 EEC apresentou um valor de I1Cso significativamente inferior ao EAC
(108,6 +1,7 ng/mL e 192,3 + 1,0 ug/mL, respetivamente) (p < 0,05). Contudo ambos os extratos
apresentaram baixa capacidade antioxidante, dado possuirem ICso> 100 pug/mL (Kuete & Efferth,
2010). Relativamente a estudos de outros autores, Clodoveo et al. (2023) e Hu et al. (2021)
também efetuaram o ensaio ABTS na cereja variedade “Lapins”, obtendo o valor de 2,6 + 0,4 mg
TE/g ES de cerejas e 0,37 + 0,01 mg equivalentes de &cido ascérbico (AAE)/g PF,
respetivamente. Por sua vez, Kelebek e Selli (2011) avaliaram o extrato metandlico com 1% de HCl
e 1% de 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol de quatro variedades de P. avium (“Van”, “Noir de Guben”,
“Larian” e “0-900 Ziraat”) tendo obtido valores no ensaio ABTS entre 3,02 + 0,08 uM TE/qg PF
(“Van”)e7,75+0,12 uM TE/g PF (variedade “Noir Guben”). No estudo de Hayaloglu e Demir (2015)
avaliaram o extrato etandlico de 12 variedades de P. avium (“Belge”, “Bing”, “Dalbasti”, “Durona di
Cesena’, “Lambert”, “Merton Late”, “Starks Gold”, “Summit”, “Sweetheart”, “Van”, “Vista”, e “0-
900 Ziraat”) constatando que os valores no ensaio ABTS variaram de 4,49 + 0,04 mg TE/qg PF
(variedade “Starks Gold") a 6,15 + 0,04 mg TE/g PF (variedade “Dalbasti’).
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Arazao para a diferenca nos valores obtidos no ensaio ABTS dentro da mesma variedade de
cereja-doce e entre variedades pode resultar da utilizacao de diferentes métodos de extracao, a
utilizacao de diferentes unidades em que os resultados sao expressos, bem como condicées de
pré e pds-colheita (Faienza et al., 2020; Hu et al., 2021).

No caso do ensaio do Hz0;, 0 EEC apresentou um valor de ICso significativamente inferior ao
EAC (72,6 £ 19 pug/mL e 1439 = 4,3 ug/mL, respetivamente) (p < 0,05), e uma moderada
atividade antioxidante (50 <1Cso <100 pg/mL) (Kuete & Efferth, 2010). O H.0; é considerado um
agente oxidante fraco e pode inativar algumas enzimas diretamente, geralmente por oxidacao de
grupos tiol (-SH). Pode atravessar rapidamente as membranas celulares e uma vez dentro da
célula, o H0: reage com ides Fe?* e Cu?* (ido cuiprico) para formar o *OH, causando muitos efeitos
téxicos. E, portanto, biologicamente vantajoso para as células controlarem a quantidade de H-0,
gue se vai acumulando (B et al., 2013). No estudo de Bhattacharjee et al. (2016) utilizaram-se
diferentes concentracdes de extrato etandlico (70% V/V) do fruto de P. avium, resultando num
aumento da percentagem de inibicao do H.0>, com um valor de ICso de 22,84 + 2,54 pg/mL.

Relativamente ao ensaio do FRAP o EEC tamhém revelou uma capacidade antioxidante
significativamente superior ao EAC (p < 0,05), tendo-se obtido o valor de 33,3 + 0,0 uTE/g de
extrato e 23,4 + 0,0 uTE/g de extrato, respetivamente. No estudo de Hayaloglu e Demir (2015)
apuraram que o valor mais elevado no ensaio FRAP foi observado na variedade “Durona di
Cesena” (1,61 mg + 0,12 TE/g PF) e 0 mais baixo na variedade “Bing" (0,44 + 0,08 mg TE/g PF),
pelo que se atesta também a diferenca de valores no ensaio FRAP entre diferentes variedades.
Estas variedades de P. avium apresentam diferencas na sua composi¢ao-quimica, verificando-
se que a variedade “Bing” apresenta valores de compostos fendlicos (ex: rutina e &cido
neoclorogénico) e de antocianidinas (ex: cianidina-3-0-rutindsido e peonidina-3-0-rutindsido)
significativamente superior a variedade “Durona di Cesena” (p < 0,05) (Hayaloglu & Demir, 2016).
Hayaloglu e Demir (2016) atestaram que a tinica superioridade significativa da variedade "Durona
di Cesena" em relacao a variedade "Bing" foi na concentracao de (-)-epicatequina, composto
fendlico (p<0,05).

Em relacdo as diferentes variedades de cereja-doce, no seu estudo, Martini et al. (2017)
avaliaram a atividade antioxidante de extratos ricos em polifendis, de seis variedades de cereja-
doce. As variedades “Lapins” e “Moretta” demonstraram uma atividade de eliminacao do radical
ABTS e do FRAP significativamente maior, em comparagao com as outras variedades (Martini et

al, 2017). Desta forma, a cereja-doce parece ter potencial bioldgico, nomeadamente a nivel
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antioxidante, podendo a variedade “Lapins” vir a ser considerada promissora como um alimento
funcional, com aplicagao na saide humana.

Por fim, no ensaio da ferrozina nao foi possivel determinar o valor de 1Cso na gama de
concentragdes testadas (1-1000 ug/mL), o que significa que a concentracao de EAC e de EEC
necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial de iGes Fe®* nao foi alcancada nas

concentragdes avaliadas (Tabela 10).

4.5. Toxicidade Hepatica das Cervejas e dos Extratos de Cereja Variedade “Lapins”

No presente trabalho as células HepG2 foram incubadas com as cervejas artesanais e
industriais em solvente aquoso e em solvente etandlico correspondente a percentagem ABV
original, assim como com o EAC e o EEC, por 24 horas e 48 horas, de forma a averiguar a sua
citotoxicidade (viabilidade celular inferior a 80%) (Figuras 8-11) (1ISO 10993-5:2009, 2009;
Ramirez et al., 2018).

Aslinhas celulares de hepatoma sao frequentemente utilizadas como alternativas in vitro aos
hepatdcitos humanos primdrios. As células HepGe2 mantém diversas fungoes especializadas dos
hepatdcitos humanos normais, sendo consideradas como um modelo adequado para estudos in
vitro do metabolismo de xenobidticos e da toxicidade hepatica (A. Goncalves et al., 2021; Lima et
al, 2006).

Quando os efeitos das cervejas artesanais e industriais em solvente aquoso e em solvente
etandlico correspondente a percentagem ABV original foram analisados, durante 24 horas e 48
horas, em células HepGe, verificou-se uma tendéncia no aumento da citotoxicidade a medida que
a concentracao de amostra aumenta (Figuras 8-11) (ISO 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al.,
2018). Além disso, verificou-se que a viabilidade celular nas 11 cervejas analisadas variou entre
62,6% e 135,5% as 24 horas e entre 53,9% a148,3% as 48 horas.

Naincubacao durante 24 horas com as cervejas artesanais em solvente aquoso verificou-se
que apenas na concentracdo de 1 ug/mL nenhuma das cervejas provocou diminuicdo da
viabilidade celular de forma significativa em comparacao ao controlo (células sem extrato),
enquanto que nas cervejas artesanais em solvente etandlico verificou-se que nenhuma das
cervejas apresentou diminuicdo da viabilidade celular de forma significativa em comparacao ao

controlo até a concentracdo de 50 ug/mL. No entanto, nenhuma das amostras de cerveja
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artesanal, em solvente aquoso e etandlico, apresentou citotoxicidade até a concentracao de 250
ug/mL (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

Realca-se que, as 24 horas, apenas as cervejas artesanais BP-N (estilo Brown Porter), IS-N
(estilo Imperial Stout) e P-L (estilo Pilsner), em solvente aquoso, e as cervejas L-N (estilo Lager)
e P-L (estilo Pilsner), em solvente etandlico, ndo apresentaram citotoxicidade em nenhuma da
concentracdes testadas (valores de viabilidade celular acima dos 80%) (ISO 10993-5:2009,
2009: Ramirez et al., 2018).

Na incubacao durante 48 horas das cervejas artesanais em solvente aquoso e etandlico
constatou-se que apenas na concentracao de 1 ug/mL nenhuma cerveja apresentou uma
diminuicdo da viabilidade celular significativa em comparacdo ao controlo. A semelhanca da
incubacao durante 24 horas, nenhuma das amostras possui citotoxicidade até a concentracao de

250 ug/mL (1S010993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).
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Figura 8. Citotoxicidade, determinada pelo ensaio MTT, de diferentes concentracoes da cerveja BA-ET,

DB-ET e IS-ES, em células HepG2. Cerveja BA-ET em solvente aquoso e em solvente etandlico (5,5%

(V/V)), apés 24 horas (A) e 48 horas (B); Cerveja DB-ET em solvente aguoso e em solvente etandlico

(6,8% (V/V)), ap6s 24 horas (C) e 48 horas (D); Cerveja IS-ES em solvente aquoso e em solvente etandlico

(9,1% (V/V)), ap6s 24 horas (E) e 48 horas (F). Os dados sao apresentados como média + desvio padrao

de trés amostras independentes (n=3), em triplicado. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001 e **** p< 0,0001

quando comparado com o controlo (células sem extrato). * p < 0,05, *# p < 0,01, *## p < 0,001 e *### p <

0,0001 quando comparadas duas concentracoes semelhantes.
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Figura 9. Citotoxicidade, determinada pelo ensaio MTT, de diferentes concentracoes da cerveja PA-ET,
BP-N e IPA-N, em células HepG2. Cerveja PA-ET em solvente aquoso e em solvente etandlico (6,0%
(V/V)),ap6s 24 horas (A) e 48 horas (B); Cerveja BP-N em solvente aquoso e em solvente etandlico (4,8%
(V/V)),ap6s 24 horas (C) e 48 horas (D); CervejaIPA-N em solvente aquoso e em solvente etandlico (6,0%
(V/V)), apds 24 horas (E) e 48 horas (F). Os dados sao apresentados como média + desvio padrao de trés
amostras independentes (n=3), em triplicado. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001 e **** p<0,0001 quando
comparado com o controlo (células sem extrato). * p < 0,05, *# p < 0,01, *## p < 0,001 e #### p < 0,0001

quando comparadas duas concentracoes semelhantes.
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Figura 10. Citotoxicidade, determinada pelo ensaio MTT, de diferentes concentracoes da cerveja IS-N, L-
N e P-L, em células HepG2. Cerveja IS-N em solvente aquoso e em solvente etandlico (8,5% (V/V)), apds
24 horas (A) e 48 horas (B); Cerveja L-N em solvente aquoso e em solvente etandlico (5,0% (V/V)), apés
24 horas (C) e 48 horas (D); Cerveja P-L em solvente aquoso e em solvente etandlico (5,0% (V/V)), apés
24 horas (E) e 48 horas (F). Os dados sao apresentados como média + desvio padrao de trés amostras
independentes (n=3), em triplicado. * p<0,05,** p<0,01,*** p<0,001e **** p< 0,0001 quando comparado
com o controlo (células sem extrato). # p < 0,05, *# p < 0,01, **# p < 0,001 e *### p < 0,0001 quando

comparadas duas concentracdes semelhantes.
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Figura 11. Citotoxicidade, determinada pelo ensaio MTT, de diferentes concentracdes da cerveja SS-SB e
P-SB, em células HepG2. Cerveja SS-SB em solvente aquoso e em solvente etandlico (5,0% (V/V)), ap6s
24 horas (A) e 48 horas (B); Cerveja P-SB em solvente aguoso e em solvente etandlico (5,2% (V/V)), apds
24 horas (C) e 48 horas (D). Os dados sao apresentados como média + desvio padrao de trés amostras
independentes (n=3), em triplicado. * p<0,05,** p<0,01,*** p< 0,001 e **** p< 0,0001 quando comparado
com o controlo (células sem extrato). * p < 0,05, *# p < 0,01, **# p < 0,001 e *### p < 0,0001 quando

comparadas duas concentracdes semelhantes.

As cervejas artesanais IPA-N (estilo India Pale Ale), IS-N (estilo Imperial Stout), L-N (estilo
Lager), BA-ET (estilo Brown Ale) e P-L (estilo Pilsner), em solvente aquoso, e as cervejas
artesanais DB-ET (estilo Dubble Belga), BP-N (estilo Brown Porter), IPA-N (estilo India Pale Ale),
IS-N (estilo Imperial Stout), BA-ET (estilo Brown Ale) e P-L (estilo Pilsner), em solvente etandlico,
nao apresentaram citotoxicidade em nenhuma da concentracoes testadas, as 48 horas (valores
de viabilidade celular acima dos 80%) (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).
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Na incubacao durante 24 horas com as cervejas industriais em solvente aquoso e etandlico
nao se verificou diminuicao da viabilidade celular de forma significativa em comparacao ao
controlo até a concentracao de 250 pg/mL, e ndo se verificou a existéncia de citotoxicidade em
nenhuma das concentragdes testadas (Figuras 11-A e 11-C) (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez
etal., 2018).

Por sua vez, nas cervejas industriais em solvente aquoso, com 48 horas de incubacao,
nenhuma mostrou uma reducao significativa na viabilidade celular em comparacao ao controlo
até a concentracdo de 5 pg/mL. Em solvente etandlico, verificou-se que nao houve uma
diminuicao significativa da viabilidade celular até a concentracao de 100 pg/mL. De entre as
cervejas industriais apenas a cerveja SS-SB (estilo Sweet Stout) em solvente aquoso revelou
possuir citotoxicidade a partir da concentracao de 250 pug/mL,(Figuras 11-B e 11-D) (IS0 10993-
5:2009, 2009: Ramirez et al., 2018).

De salientar que, em relacao a citotoxicidade, as cervejas artesanais e industriais equiparam-
se, dado s6 possuirem citotoxicidade a partir da concentracao de 250 pg/mL, a excecao das
cervejas industriais com incubacao de 24 horas que revelaram nao possuir citotoxicidade nas
concentragdes analisadas (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018). Além disso, destaca-
se que todas as cervejas artesanais espanholas, incubadas por 24 horas, exibiram citotoxicidade
em pelo menos uma das concentracdes testadas (ISO 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al.,
2018). No entanto, apds 48 horas de incubacao, apenas as cervejas artesanais espanholas DB-
ET (estilo Dubble Belga) e BA-ET (estilo Brown Ale), em solvente aquoso, e BA-ET (estilo Brown
Ale), em solvente etandlico, ndo revelaram citotoxicidade em nenhuma das concentracées (ISO
10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

Quando comparadas duas concentracoes semelhantes, verificou-se que, apds 24 horas de
incubacao, sete cervejas em solvente etandlico (BA-ET, estilo Brown Ale; IS-ES e IS-N, estilo
Imperial Stout; SS-SB, estilo Sweet Stout; IPA-N, estilo India Pale Ale; L-N, estilo Lager; P-SB,
estilo Pilsner) e, apds 48 horas, tambhém sete cervejas em solvente etandlico (BA-ET, estilo
Brown Ale; BP-N, estilo Brown Porter; DB-ET, estilo Dubble Belga; IS-N, estilo Imperial Stout; SS-
SB, estilo Sweet Stout; L-N, estilo Lager; P-L, estilo Pilsner) possuiam viabilidade celular
significativamente superior as cervejas em solvente aquoso, (p < 0,05), (Figuras 8-11). O facto da
viabilidade celular aumentar na presenca de etanol pode ser justificado pelo efeito de hormese
que se verificano consumo moderado de cerveja, ou seja, na capacidade de baixas concentracoes

de etanol terem efeitos benéficos, nao despoletando stress oxidativo, que é comum aquando do
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consumo excessivo de etanol (Caon et al.,, 2021; Y.-). Lee et al., 2018). Além disso, os compostos
antioxidantes presentes na cerveja, nomeadamente os compostos fendlicos, pelas suas
propriedade quimicas e hioldgicas, podem contribuir para a hepatoprotecao contra o efeito do
etanol em baixas doses (Caon et al., 2021 Y.-J. Lee et al., 2018).

A cerveja artesanal que demonstrou ser a mais promissora na atividade antioxidante foi a IS-
N (estilo Imperial Stout), com valores de ICsode 80,1+ 1,1e 27,0 £1,5 ug/mL para o ensaio do ABTS
e H.0,, respetivamente, e valores para o FRAP de 44,4 + 0,0 uTE/g de extrato; tendo ainda
apresentado o sequndo melhor TPC (8,3 + 0,2 mg GAE/ g de extrato). Além disso, e no caso da
avaliacao da citotoxicidade, a cerveja IS-N em solvente aquoso apresentou uma viabilidade
celular entre 98,3% e 114,7%, apds 24 horas de incubacao. Apds 48 horas de incubacao, a
viabilidade variou de 86,5% a 113,4% na cerveja em solvente aquoso e de 94,0% a 121,0% em
solvente etandlico. Ou seja, sempre acima de 80%, nas condicdes relatadas (Figuras 10-A e 10-
B). Desta forma, e face aos resultados obtidos, foi a cerveja escolhida para a incorporagao dos
extratos de cereja variedade “Lapins”.

A cerveja IS-N em ambos os solventes demonstrou ter a capacidade de aumentar a
viahilidade celular em comparacao com o controlo até a concentracao de 25 pg/mL, sendo que
quando as células foram incubadas por 24 horas, o aumento foi significativo com p < 0,01, e
quando aincubacao foi de 48 horas, o nivel de significancia foi superior, com p<0,001.

A cerveja IS-N em solvente etandlico na concentracdo de 250 ug/mL reduziu
significativamente a viahilidade celular em comparagao com o controlo (p < 0,01), na incubacgao
durante 24 horas. Esta reducao é ainda mais pronunciada quando comparada com a mesma
concentracao de cerveja IS-N em solvente aquoso (p < 0,001). Na concentracao de 500 pg/mlL,
observou-se uma diminuicao ainda maior na viabilidade celular, com um nivel de significancia de
p < 0,0001, pelo que se verifica a existéncia de citotoxicidade, dado a viabilidade celular ser
inferior a 80% (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

Por sua vez, na incubacao durante 48 horas, a cerveja IS-N em solvente aquoso na
concentracao de 500 ug/mL diminui significativamente a viabilidade celular em comparacao ao
controlo (p<0,0001), ndo apresentando citotoxicidade, (Figura10-B) (IS0 10993-5:2009, 2009;
Ramirez et al, 2018). Esta reducao de viabilidade celular é menos pronunciada quando
comparada com a mesma concentracado de IS-N em solvente etandlico (p < 0,05).

Assim sendo, apurou-se que a cerveja IS-N demonstrou nao sé ter maior capacidade

antioxidante entre as cervejas analisadas, mas tamhém capacidade promissora no aumento da
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viabilidade celular até a concentracao de 25 pg/mL (p < 0,01), revelando ter toxicidade hepatica
apenas em solvente etandlico, naincubacao durante 24 horas na concentragao de 500 pug/mL.

Ao analisar os efeitos dos extratos aquoso e etandlico a 70% (V/V) da cereja variedade
"Lapins” durante aincubacao de 24 horas, observa-se que aviabilidade celular variou entre 91,2%
e 125,1% para o extrato aquoso, e entre 65,4% e 118,3% para o extrato etandlico. Regra geral, 0
EAC aumentou a viabilidade celular com o aumento da concentracao (Figura 12-A). Por sua vez,
o0 EEC, e de forma semelhante as cervejas, diminuiu a viabilidade celular com o aumento da
concentracao.

Apds 48 horas de incubacao, o EAC e o EEC provocaram uma variagao na viabilidade celular
de 47,5% a102,5%, e de 38,1% a 118,9%, respetivamente (Figura 12-B). Ambos os extratos de

cereja variedade “Lapins” mostraram uma diminuicao da viabilidade celular a medida que a

concentragéo aumentava.
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Figura 12. Citotoxicidade, determinada pelo ensaio MTT, de diferentes concentracoes do extrato aquoso
e etandlico (70% (V/V)) de cereja variedade “Lapins”, apds 24 horas (A) e 48 horas (B), em células HepG2.
Os dados sao apresentados como média + desvio padrao de trés amostras independentes (n=3), em
triplicado.* p< 0,05, * p<0,01,*** p< 0,001 e **** p<0,0001 quando comparado com o controlo (células

semextrato).” p<0,05,** p<0,01,*## p< 0,001 e *### p<0,0001 quando comparadas duas concentracoes

semelhantes.

Desta forma, durante aincubacao de 24 horas, o EAC reduziu significativamente a viabilidade
celular em concentracdes até 50 pg/mL em comparacao com o controlo (p < 0,01), enquanto na
maior concentracao testada (500 pg/mL), o EAC aumentou significativamente a viabilidade
celular (p < 0,0001). Por outro lado, o EEC aumentou significativamente a viabilidade celular em

concentracdes até 5 pg/mL em comparacao com o controlo (p < 0,0001), mas a partir de 50
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pg/mL provocou uma reducao significativa na viabilidade celular (p < 0,0001). No entanto, a
citotoxicidade foi observada apenas na concentragao de 500 pg/mL, possuindo uma viabilidade
celular de 65,4% (1SO 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

Na incubacao durante 48 horas, o EAC diminuiu significativamente a viabilidade celular em
comparacao com o controlo a partir da concentracao de 100 pug/mL (p < 0,001), enquanto o EEC
aumentou significativamente a viabilidade celular até a concentragao de 25 pg/mL (p < 0,01), e
diminuiu a viabilidade também de forma significativa a partir da concentragao de 250 pg/mL,
sendo essa diminui¢ao mais acentuada do que no EAC (p < 0,0001). No entanto, em ambas 0s
extratos, foi observada citotoxicidade apenas na concentracdo de 500 ug/mL (ISO 10993-
5:2009, 2009: Ramirez et al., 2018).

Denota-se que, ao comparar duas concentracoes semelhantes, a viabilidade celular induzida
pelo EEC tende a ser significativamente maior do que a provocada pelo EAC (p<0,01), exceto apés
24 horas de incubacao, quando o EAC resulta numa viabilidade celular significativamente
superior ao EEC (p < 0,001). Além disso, apds 48 horas de incubacao, na concentracao de 500
ug/mL o EAC demonstrou ter uma citotoxicidade significativamente menor do que o EEC (p <
0,01) (I5010993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

Os resultados apresentados permitiram apurar que os extratos de cereja variedade “Lapins”
possuem potencial para aumentar a viabilidade celular e apresentam toxicidade nas células

HepG2 apenas na concentracao mais alta analisada, ou seja, 500 ug/mL.

4.6. Analise Quimica da Cerveja Artesanal Apés Incorporacao de Cereja Variedade

“Lapins”

Tal como referido anteriormente (ponto 4.5.), a cerveja artesanal IS-N (estilo Imperial Stout)
foi a cerveja artesanal selecionada para incorporacao do EAC e EEC. A incorporacao de
ingredientes na cerveja ap6s o seu acondicionamento na garrafa final, permite que os
consumidores participem no processo de personalizacdo da cerveja. No entanto, requer cuidados
asséticos rigorosos para evitar contaminacdes primarias (provenientes de matérias-primas e
equipamentos de producdo) e contaminacdes secunddrias (adicionadas durante o
acondicionamento) (Paiva et al., 2021). A tabela 11 apresenta os valores de pH, acidez total e TAR
da cerveja (IS-N) e das cervejas ap6s adicao dos extratos aquoso e etandlico de cereja variedade

“Lapins”.
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Tabela 11. Andlise quimica (pH, acidez total e teor de acticares redutores) da cerveja controlo (IS-N) e das
cervejas apos adicao dos extratos aquoso e etandlico de cereja variedade “Lapins” (IS-N + EAC e IS-N +

EEC, respetivamente).

Amostra de oH Acidez Total Teor de Acticares Redutores (mg
Cerveja (% de acido latico) GE/L)
IS-N 460+0,00" 0,26+0,00"¢ 16480,00 + 156,62 ¢
IS-N + EAC 443+0,00° 0,28+0,01° 15392,50+ 75,00°
IS-N + EEC 442+0,00° 0,29+0,00° 15136,25 + 231,25°

Os resultados numéricos correspondem a valores médios + desvio padrao de trés amostras independentes (n=3), em triplicado.
EAC: Extrato Aquoso de Cereja Variedade “Lapins”; EEC: Extrato Etandlico de Cereja Variedade “Lapins”; GE: Equivalentes de
Glicose; 2 Significativamente diferente quando comparado com IS-N (p < 0,05); * Significativamente diferente quando comparado

com IS-N + EAC (p < 0,05); ° Significativamente diferente quando comparado com IS-N + EEC (p<0,05).

No presente trabalho a adicdo de EAC e EEC resultou numa diminuicao significativa do valor
de pH em comparacao a cerveja original (4,60 + 0,00 na cerveja IS-N, face a 4,42 + 0,00 na
combinacdo IS-N + EEC e 4,43 + 0,00 na combinacdo IS-N + EAC (p < 0,05), e no aumento
significativo da acidez total (p < 0,05).

0 estudo de Nardini e Garaguso (2020) corrobora os resultados do presente trabalho, uma
vez que as cervejas com adicao de diferentes variedades de P. avium L., ou seja, variedade

"nou

“Griotta” (cerveja1,300 g/L), variedades “Corniolo”, “Ravenna” e “Graffione” (cerveja 2,200 g/L),
durante a primeira etapa do processo de fermentacao, possuiam um menor valor de pH, 3,71 e
3,86, respetivamente, face as cervejas industriais do tipo Ale, nas quais o valor de pH variou entre
4,39-4,73. Além disso, testaram a adicao de Rubus idaeus L. (framboesas), Prunus persica L.
(péssegos), Prunus armeniaca L. (damascos), Vitis vinifera L. (uvas), Prunus domestica L.
(ameixas), Citrus sinensis L. (casca de laranja) e Malus domesticaL. (macas) verificando que o pH
destas cervejas foi inferior ao das cervejas industriais Ale, a excecao das cervejas com adicao de
casca de laranja e maca que possuiam um pH de 4,86 e 4,42, respetivamente (Nardini &
Garaguso, 2020).

Por sua vez, Okechukwu et al. (2022) avaliaram aincorporacao de pé de C. vulgaris na cerveja
(3,39/L,5g/Le10 g/L), apds sete dias de fermentacao, nao tendo sido verificadas diferencas

significativas de pH e de acidez tituldvel entre as cervejas com adicao de C. vulgaris e a cervejado

estilo Pilsner da Alemanha (cerveja controlo).
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Em geral, os valores de pH e acidez total da cerveja estao relacionados. Na cerveja comercial,
um pH mais baixo significa uma acidez total mais elevada, sendo mais evidente na cerveja
contendo frutos (Adadi et al.,, 2017; Santos et al,, 2022). Os frutos podem trazer mais acticar
fermentdvel para a levedura. Quando a levedura fermenta, produz dcidos organicos, o que leva a
um aumento da acidez total (Ocloo & Ayernor, 2008).

Desta forma, a diminuicao significativado pH e aumento significativo da acidez total (p< 0,05)
no presente trabalho pode dever-se ao pH da cereja variedade “Lapins” e a producao de dcidos
organicos aquando da adicao dos extratos de cereja a cerveja engarrafada (Cho et al., 2018). Um
pH mais baixo pode melhorar/suavizar o sabor da cerveja. Além disso, um ambiente dcido pode
inibir o crescimento de microrganismos de deterioracao, tendo um impacto positivo na vida util
da cerveja (Martinez et al., 2017). Geralmente, o pH da cerveja comercial comum estd entre 4,0 e
5,5 (Li & Liu, 2015). Quanto a cerveja contendo frutos, verifica-se que o pH é de cercade 3,8-4,4
(X. Zhao et al., 2023). Por sua vez, o pH da cereja variedade “Lapins”, no estudo de Vavoura et al.
(2015), revelou ser de 3,96 + 0,01.

Além disso, alteracdes significativas no parametro de pH e acidez total, podem provocar
alteracoes nas caracteristicas organoléticas, na estabilidade bioldgica e quimica da cerveja, uma
vez que valores mais haixos de pH podem resultar numa maior oxidacao de isohumolonas e
menor estabilidade de sabor durante o armazenamento (Pai et al., 2015; Paiva et al., 2021).

Além disso, o TAR diminuiu significativamente com a incorporacao dos extratos de cereja
variedade “Lapins” (p < 0,05). Tal resultado ndo era esperado, uma vez que a cereja-doce esteve
em contacto com a cerveja durante 24 horas a 8 °C, temperatura que nao se enquadra nas
temperaturas em que S. cerevisiae fermenta mais eficazmente os aclicares redutores (15 °Ca 25
°C) (Breda et al., 2022). Além disso, as cerejas possuem aproximadamente 13 g/100 g de
aclicares simples (como glicose e frutose) o que resultaria no aumento do TAR na cerveja final
(Nedyalkov et al., 2023). Porém, esses aclcares podem ter sido fermentados, em parte, pelas
leveduras, mesmo estas nao possuindo a temperatura 6tima de fermentacao, ou por eventuais
microrganismos contaminantes presentes nos extratos de cereja variedade “Lapins” (Paivaetal.,

2021).
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4.7. Determinacao do TPC na Cerveja Artesanal Apos Incorporacao de Cereja

Variedade “Lapins”

Os resultados do ensaio TPC apds incorporacao dos extratos de cereja variedade “Lapins”

estao presentes natabela 12.

Tabela 12. Resultados do ensaio de determinacao do teor de fendlicos totais (TPC) para a cerveja controlo
(IS-N) e para as cervejas ap6s adicao dos extratos aguoso e etandlico de cereja variedade “Lapins” (IS-N

+EACeIS-N +EEC, respetivamente).

Amostra de Cerveja TPC (mg GAE/(g)
IS-N 83+02°¢
IS-N + EAC 84+01¢
IS-N+ EEC 42+0,12b

Os resultados numéricos correspondem a valores médios + desvio padrao de trés amostras independentes (n=3), em triplicado.
TPC: Teor de Fendlicos Totais; GAE: Equivalentes de Acido Galico; EAC: Extrato Aquoso de Cereja Variedade “Lapins”; EEC: Extrato
Etandlico de Cereja Variedade “Lapins”; @ Significativamente diferente quando comparado com IS-N (p < 0,05):
b Significativamente diferente qguando comparado com IS-N + EAC (p < 0,05); ¢ Significativamente diferente quando comparado

comIS-N+EEC (p<0,05).

Pela andlise dos resultados verifica-se que a adicao do EEC a cerveja IS-N (estilo Imperial
Stout), reduziu significativamente o valor de TPC da cerveja original (p < 0,05), passando de 8,3 +
0,2 mg GAE/qg para 4,2 + 0,1 mg GAE/(q, respetivamente. Por sua vez, a adicao do EAC nao
despoletou diferencas significativas no valor de TPC. Tais resultados nao eram expectdveis, uma
vez que o EEC isolado possuia um valor de TPC significativamente superior ao EAC (p < 0,05).

Os resultados do presente trabalho nao vao de encontro aos obtidos por Nardini e Garaguso
(2020), uma vez que na cerveja com adicao de P. aviumvariedade “Griotta” (300 g/L) obtiveram
o valor de TPC de 767 + 13 mg GAE/L e na cerveja com adicao das variedades “Corniolo”,
"Ravenna” e “Graffione” (200 g/L) o valor de TPC foi de 747+ 8 mg GAE/L. Em comparacao, as
cervejas industriais do tipo Ale possuiam TPC entre 383 + 7 mg GAE/L e 482 + 10 mg GAE/L,
sendo estes valores inferiores aos obtidos nas cervejas com cereja-doce (Nardini & Garaguso,
2020). Além disso, Nardini e Garaguso (2020) recorreram a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecdo de arranjo de diodos (HPLC-DAD) para analisar os compostos

fendlicos presentes nas cervejas convencionais do tipo Ale e nas cervejas com a adicao das
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diferentes variedades de P. avium. As cervejas convencionais revelaram possuir acido vanilico,
cafeico, siringico, p-cumadrico, ferdlico e sindpico. A adicao da variedade de cereja "Griotta" na
cerveja tipo Ale aumentou a concentracao desses dcidos e adicionou acido clorogénico,
neoclorogénico, flavonoides e resveratrol. Ja as cervejas com as variedades de cereja-doce
"Corniolo”, "Ravenna” e "Graffione” tém uma composicao fendlica semelhante a variedade
"Griotta", mas apresentam apenas tracos de &cido siringico e resveratrol (Nardini & Garaguso,
2020). Desta forma, verifica-se que a adicao de P. avium pode enriquecer a bebida com
compostos fendlicos.

No estudo de Nedyalkov et al. (2023) a adicao de suco e bagaco de cereja-doce nas mesmas
concentragoes (15% (m/V)), em diferentes momentos da fermentacao, resultou num aumento do
TPCem comparacao com o controlo. O suco proporcionou um incremento de 9 a11%, enquanto o
bagaco gerou um aumento entre 20 e 25% (Nedyalkov et al., 2023).

No estudo de Ducruet et al. (2017) avaliaram a adicdo de bagas de goji (50 g/L) em diferentes
etapas do processo de producao de cerveja. A adicao de bagas de goji inteiras no inicio da fervura
revelou 0 maior valor de TPC (623 + 16 mg GAE/L), enquanto a adicao de baga moida na garrafa
apresentou o menor valor (357 +14 mg GAE/L). A cerveja controlo, estilo Amber Ale, teve um TPC
significativamente inferior (355 + 11 mg GAE/L) em comparagao com as cervejas com cereja-
doce (p<0,05). A analise fendlica mostrou que o controlo Amber Ale continha acido p-cumadrico
e ferlico, e a adicao de goji resultou no aparecimento de rutina e andlogos do acido ascdrbico,
exceto quando adicionados no inicio da fermentacao primdria ou antes da secunddria, fases em
gue a rutina nao foi detetada (Ducruet et al., 2017).

Wu et al. (2024) investigaram o impacto da adicao de cha-verde (3 g/L) na composicao
fendlica da cerveja em quatro momentos distintos do processo de producao (inicio e final da
fervura, arrefecimento e fermentagao). Verificaram que as cervejas possuiam &cido ferdilico,
epicatequina, dcido siringico, dcido p-cumarico, catequina, acido cafeico, rutina, acido gdlico,
acido vanilico, dcido protocatecuico e acido clorogénico, porém as cervejas com cha-verde
possuiam um valor total de compostos fendlicos significativamente superior ao da cerveja
controlo (p<0,05) (Wu et al., 2024).

Deng et al. (2020) verificaram que a adicao do fruto Schisandra chinensis (omija) (2 g/L) em
diferentes etapas de producao de cerveja, nomeadamente, no inicio da fervura do mosto, antes
da fermentacao e antes do acondicionamento em garrafa, permitiu aumentar o valor de TPC em

comparacao a cerveja controlo do tipo Ale, 606,82 + 16,64 mg GAE/L, 575,00 + 12,45 mg GAE/L
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e 568,73 + 13,57 mg GAE/L vs. 519,09 + 15,78 mg GAE/L, respetivamente. Estes resultados
corroboram que a adicao de um ingrediente na etapa de fervura do mosto permitiu o maior
aumento de TPC na cerveja final, no entanto a adicao do fruto no produto final (antes do
acondicionamento em garrafa) também permitiu um aumento significativo do valor de TPC em
comparacao a cerveja controlo (p < 0,05) (Deng et al., 2020).

No estudo de Ulloa et al. (2017) analisaram a incorporacao do extrato etandlico de prépolis
(0,05, 0,15 e 0,25 g/L) na etapa de maturacao da cerveja do estilo Golden Ale. Os resultados
permitiram apurar que a adicdo de prdpolis nesta etapa de producao de cerveja aumenta o TPC

(Ulloa et al., 2017).

4.8. Determinacao da Atividade Antioxidante da Cerveja Artesanal Apos

Incorporacao de Cereja Variedade “Lapins”

No presente trabalho, embora tenham sido realizados ensaios de capacidade antioxidante
tanto na cerveja IS-N (estilo Imperial Stout) quanto nos extratos de cereja variedade “Lapins” de
forma isolada, é crucial realizar esses mesmos ensaios apds a incorporacao dos extratos de
cereja variedade “Lapins” na cerveja, dado que a interacao entre os componentes da cerveja e 0s
compostos dos extratos de cereja podem alterar o perfil antioxidante final da bebida. Estes
resultados estao presentes na tabela13.

No ensaio ABTS a adicao do EAC e do EEC a cerveja IS-N aumentou significativamente a
capacidade de neutralizacao dos radicais ABTS*" (p < 0,05). A cerveja IS-N + EAC revelou ter um
valor de 1Cso de 60,5 + 1,5 ug/mL, apresentando, desta forma, uma moderada capacidade
antioxidante com este ensaio (50 <1Cso <100 pg/mL), enquanto a cerveja IS-N + EEC revelou ter
um valor de ICso de 48,0 + 0,6 ug/mL, indicando uma elevada capacidade antioxidante (ICso <50
ug/mL). Por sua vez, a cerveja IS-N original embora se enquadre na capacidade antioxidante
moderada (50 <1Cso < 100) possui pior capacidade antioxidante (ICso = 80,1+ 1,1 ug/mL) (Kuete &
Efferth, 2010).

0 estudo de Nardini e Garaguso (2020) corrobora que a adicdo de cereja-doce a cerveja
aumenta a capacidade antioxidante da cerveja final. Desta forma, a cerveja com a variedade
“Griotta” (300 g/L) obteve o valor de 3,53 + 0,06 mM TE/L sendo este superior ao obtido na
cerveja com as variedades “Corniolo”, “Ravenna” e “Graffione” (200 g/L), 3,41+ 0,10 mM TE/L.

Ambas as cervejas com adicao de cereja-doce revelaram ser superiores as cervejas industriais
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do tipo Ale nas quais o valor de ABTS variou entre 1,55 + 0,02 MM TE/L e 2,03+ 0,04 mM TE/L
(Nardini & Garaguso, 2020).
Por sua vez, Ducruet et al. (2017) apuraram que a adicao de bagas de goji (50 g/L) a cerveja

aumentou significativamente os valores obtidos no ensaio ABTS (p < 0,05).

Tabela 13. Resultados dos ensaios ABTS, H.02, FRAP e ferrozina da cerveja controlo (IS-N) e das cervejas
ap6s adicao dos extratos aquoso e etandlico de cereja variedade “Lapins” (IS-N + EAC e IS-N + EEC,

respetivamente).

Amostra de ABTS H:0: FRAP Ferrozina
Cerveja (ICso)* (ICs0)** (umol TE/q) (ICs0)***
IS-N 80,1+11"¢ 27,0+15"¢ 444+00°"¢
IS-N + EAC 60,5+15°¢ 7881+16° 427+0,0° Sem ICso
IS-N + EEC 480+062" 58,7+04°2 39,7+0,03"

Os resultados numéricos correspondem a valores médios + desvio padrao de trés amostras independentes (n=3), em triplicado.
TE: Equivalentes de Trolox; EAC: Extrato Aquoso de Cereja Variedade “Lapins”; EEC: Extrato Etandlico de Cereja Variedade
“Lapins”; *,** e ***: Concentracdo expressa em pg/mL necessdria para reducdo de 50% do radical ABTS**, das moléculas de Hz0¢,
e dos ides de Fe*, respetivamente; ? Significativamente diferente quando comparado com IS-N (p < 0,05); ® Significativamente
diferente quando comparado com IS-N + EAC (p < 0,05); ¢ Significativamente diferente quando comparado com IS-N + EEC (p <
0,05).

No estudo de Chen et al. (2022) a adi¢do de Dendrobium officinale (100 g/L) no momento de
fervura do mosto também revelou possuir um aumento significativo de capacidade antioxidante
face ao controlo (p < 0,05), tendo sido obtido o valor de 2,62 ug &cido ascdrbico/mL e 1,91 ug
acido ascdrbico/mL, respetivamente.

A adicao do extrato etandlico de prdpolis (0,05, 0,15 e 0,25 g/L), no estudo de Ulloa et al.
(2017), durante a maturacao, também revelou aumentar a capacidade de neutralizacao do radical
ABTS*", tendo sido obtidos os valores entre 0,687 + 0,094 mmol TE/L (prdpolis 0,15 g/L) e
0,808 + 0,197 mmol TE/L (prépolis 0,25 g/L), face ao valor de 0,629 + 0,038 mmol TE/L da
cerveja do estilo Golden Ale (controlo).

Por sua vez, no ensaio H:0> a adicao do EAC e do EEC a cerveja IS-N diminui
significativamente a capacidade antioxidante da cerveja final (p < 0,05), dado que a cerveja IS-N

revelou ter um ICso de 27,0 + 1,5 pg/mL, apresentando, desta forma, elevada capacidade
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antioxidante (ICso < 50 pug/mL), enquanto as cervejas IS-N + EAC e IS-N + EEC revelaram possuir
um valor de ICso de 78,8 1,6 ug/mL e 58,7 + 0,4 ug/mL, respetivamente, indicando capacidade
antioxidante moderada (50 <1Cso <100 ug/mL) (Kuete & Efferth, 2010). De salientar que a cerveja
IS-N + EEC revelou possuir atividade antioxidante significativamente superior a cerveja IS-N +
EAC(p<0,05).

No estudo de Okechukwu et al. (2022) a adicao de C. vulgaris (3,3, 5 e 10 g/L) a cerveja do
estilo Pilsner da Alemanha revelou aumentar a capacidade de neutralizagcao das moléculas de
H:0,, tendo o valor do ensaio H:0; variado entre 88,86 + 0,15% e 89,98 + 0,04%, enquanto o
valor da cerveja controlo (estilo Pilsner da Alemanha) foi de 88,86 + 0,13%.

No ensaio daferrozina, a semelhanca dos resultados da cerveja IS-N e dos extratos de cereja-
doce isolados, nao foi possivel determinar o valor de ICso de IS-N + EAC e IS-N + EEC na gama de
concentragdes testadas (1-1000 pg/mL), o que revelou uma baixa capacidade antioxidante (ICso
>100) (Kuete & Efferth, 2010).

0 estudo de L. Yang et al. (2023) revelou a possibilidade de aumentar a capacidade de
reducao de ides Fe* pela adicao de diferentes chas verde (2 g/L) a cerveja artesanal tipo Lager
na etapa de fervura do mosto. Desta forma, as cervejas com adi¢ao de chd verde possuiram um
valor no ensaio da ferrozina entre 0,96 + 0,05 umol EDTAE/L (Biluochun) e 1,31 +0,04 pmol
EDTAE/L (Xihu Longjing), enquanto o controlo possuiu um valor de 0,90 + 0,03 umol EDTAE/L
(L.Yang et al., 2023).

Assim sendo, até onde se tem conhecimento, nao existe literatura que ateste a capacidade
antioxidante da cerveja ap6s incorporacao de P. avium L., pelo ensaio Hz0: e pelo ensaio da
ferrozina. No entanto, verifica-se a existéncia de literatura que estuda ingredientes que
contribuiram para o aumento da capacidade antioxidante por esses dois mecanismos de acao
(Okechukwu et al., 2022; L. Yang et al., 2023).

No ensaio do FRAP a cerveja IS-N + EAC revelou possuir capacidade antioxidante
significativamente superior a cerveja IS-N + EEC (p < 0,05), porém ambas possuem capacidade
antioxidante significativamente inferior a cerveja IS-N (p < 0,05). Estes resultados nao sao
concordantes com o artigo de Nardini e Garaguso (2020) no qual a adicao de P. avium L.
aumentou a capacidade antioxidante pelo ensaio do FRAP. A cerveja com a variedade “Griotta”
(300 g/L) possuia um valor do ensaio FRAP de 9,76 + 0,11 mM Fe.-S0, /L, enquanto a cerveja
com as variedades “Corniolo”, “Ravenna” e “Graffione” (200 g/L) possuia o valor de 8,55 + 0,04

mM Fe>-S0, /L. Em contrapartida, os valores do ensaio FRAP nas cervejas industriais do tipo Ale
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(controlo) variaram de 338 + 0,04 mM Fe.S0, /L a 4,39+0,18 mM Fe,S0, /L (Nardini &
Garaguso, 2020).

No estudo de Ulloa et al. (2017) a adicao de prdpolis (0,05, 0,15 e 0,25 g/L) a cerveja revelou
aumentar a capacidade antioxidante da cerveja final, pelo que o valor do ensaio FRAP variou
entre 1555,0 + 175,4 umol TE/L (prépolis 0,05 g/L) e 1892,5 + 251,0 umol TE/L (prdpolis 0,25
g/L), enquanto o valor da cerveja do estilo Golden Ale (controlo) foi de 1415,0 + 241,8 umol TE/L.

Djordjevic et al. (2016) apuraram que a adicao de 5 plantas, nomeadamente Melissae folium
(folhas de erva-cidreira), Thymi herba (erva de tomilho), Juniperi fructus (frutos de zimbro),
Urticae radix (raiz de urtiga) e Lupuli strobuli (cones de lipulo), a cerveja do estilo Pilsner,
aumentou a capacidade de reducao de ides Fe3'. Desta forma, os valores do ensaio FRAP
variaram entre 4,25 + 0,04 mM TE/L (raiz de urtiga) e 4,71+ 0,08 mM TE/L (erva de tomilho)
para as cervejas com adicao de plantas, enquanto no controlo (cerveja Pilsner) foi de 4,15 + 0,02
mM TE/L (Djordjevic et al., 2016). No estudo de Nardini e Foddai (2020) os valores de FRAP
também foram superiores nas cervejas com adicao de ingredientes. Os valores do ensaio FRAP
variaram de 3,6 + 0,05 Fe,S0./L (cha verde) — 10,2 + 0,02 mM Fe,S0./L (nozes), enquanto as
cervejas convencionais possuiam valores do ensaio FRAP entre 1,7 + 0,02 mM Fe>S0./L (tipo
Lager) — 3,9 + 0,01 mM FezS0./L (tipo Ale) (Nardini & Foddai, 2020).

Em suma, a incorporacao de EAC e EEC a garrafa de cerveja IS-N nao demonstrou ser
promissora no que concerne a melhoria das capacidades antioxidantes, dado que apenas se
observou um aumento da capacidade antioxidante no ensaio ABTS, enquanto nos demais
ensaios antioxidantes, nomeadamente H.0. e FRAP, houve uma diminuicao significativa da

capacidade antioxidante com a adicao dos extratos de cereja variedade “Lapins”.

4.9. Toxicidade Hepatica da Cerveja Apos Incorporacao dos Extratos de Cereja

Variedade “Lapins”

Durante a incubacao de 24 horas, a viabilidade celular da cerveja IS-N (estilo Imperial Stout)
em solvente aquoso + EEC variou entre 96,7% e 127,3%, apresentando um aumento significativo
da viabilidade celular em comparacao ao controlo a partir da concentracdo de 10 pg/mL (p <
0,001) (Figura13-A). Em contrapartida, a cerveja IS-N em solvente aquoso + EAC revelou possuir

uma viahilidade celular entre 67,4% e 105,1%, demonstrando citotoxicidade até a concentracao
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de 5 pg/mL, e diminuicao da viabilidade celular de forma significativa até a concentracao de 50

pg/mL (p < 0,01) (Figura 13-A) (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).
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Figura 13. Citotoxicidade, determinada pelo ensaio MTT, de diferentes concentracées de cerveja IS-N em
solvente aquoso + Extrato aquoso de cereja variedade “Lapins”, e cerveja IS-N em solvente aquoso +
Extrato etandlico de cereja variedade “Lapins” (70 %(V/V)), apés 24 horas (A) e 48 horas (B), em células
HepGe2. Os dados sao apresentados como média + desvio padrao de trés amostras independentes (n=3),
em triplicado.* p<0,05,** p<0,01,*** p<0,001e **** p<0,0001 quando comparado com o controlo (células
sem extrato). * p<0,05,#* p<0,01,#*# p<0,001e **#*# p<0,0001 quando comparadas duas concentracdoes

semelhantes.

Por suavez, naincubacao de 48 horas, a cerveja IS-N em solvente aquoso + EACe a cerveja
IS-N em solvente aquoso + EEC apresentaram viabilidade celular que variou de 44,5% a105,0%,
e de 32,2% a 98,9%, respetivamente (Figura 13-B). Nenhuma das cervejas em solvente aquoso
com adicao de extrato de cereja aumentou a viabilidade celular de forma significativa em relacao
ao controlo. A partir da concentracao de 50 pg/mL, houve uma diminuicdo da viabilidade celular,
sendo esta diminuicao significativa (p < 0,05) para células incubadas com IS-N em solvente
aquoso + EAC, e ainda mais pronunciada (p < 0,01) para células incubadas com IS-N em solvente
aquoso + EEC. No entanto, em ambas as amostras, apenas se verificou citotoxicidade na
concentragao de 500 pg/mL (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

Na incubacao durante 24 horas, a viabilidade celular da cerveja IS-N em solvente etandlico +
EAC varioude 104,0% e 120,8%, enquanto na cerveja IS-N em solvente etandlico + EEC variou de
98,5% a175,0% (Figura 14-A). A cerveja IS-N em solvente etandlico com adicdo dos extratos de
cereja variedade “Lapins” nao apresentou citotoxicidade durante aincubacao de 24 horas, Figura
14-A(1S010993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018). Observou-se um aumento significativo da
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viahilidade celular em comparacao ao controlo a partir da concentracao de 10 pg/mL na cerveja
IS-N em solvente etandlico + EAC (p < 0,05) e a partir da concentracao de 25 pg/mL na cerveja
IS-N em solvente etandlico + EEC (p < 0,01).

Apds 48 horas de incubacao, a viabilidade celular da cervejaIS-N em solvente etandlico + EEC
variou de 47,3% a 122,1%, demonstrando um aumentou significativo da viabilidade celular em
comparacao ao controlo até a concentracao de 50 pg/mL (p < 0,05) e apresentando diminuicao
da viabilidade celular significativa a partir de 250 pug/mL (p < 0,05), Figura 14-B. Na cerveja IS-N
em solvente etandlico + EAC, a viabilidade celular variou de 31,7% a101,7%, revelando diminuicao
da viabilidade celular de forma significativa em comparacao ao controlo a partir da concentracao
de 100 pg/mL (p < 0,05). No entanto, em ambas as amostras, apenas se verificou citotoxicidade
na concentracao de 500 pg/mL (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

Em suma, a cerveja IS-N em solvente etandlico com adicao de extratos de cereja destaca-se
pela maior capacidade de aumentar a viabilidade celular durante as incubacoes de 24 horas e 48
horas (Figuras 13 e 14). No entanto, ambas as cervejas mostraram ser promissoras, dado sé
apresentarem citotoxicidade na concentracao mais alta apds 48 horas de incubacgao, exceto a
cervejaIS-N em solvente aquoso + EAC, que demonstrou citotoxicidade até a concentracao de 5

pg/mL, apds 24 horas de incubacgao (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).
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Figura 14. Citotoxicidade, determinada pelo ensaio MTT, de diferentes concentracoes de cerveja IS-N em
solvente etandlico (8,5% (V/V)) + Extrato etandlico de cereja variedade “Lapins” (70 %(V/V)), apds 24
horas (A) e 48 horas (B), em células HepG2. Os dados sao apresentados como média + desvio padrao de
trés amostras independentes (n=3), em triplicado.* p< 0,05, ** p<0,01,*** p<0,001e **** p<0,0001 quando
comparado com o controlo (células sem extrato). # p < 0,05, *# p < 0,01, #*# p < 0,001 e *### p < 0,0001

quando comparadas duas concentracoes semelhantes.
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4.10. Avaliacao da Protecao Contra Danos Causados pelo tert-butil hidroperéxido

0O figado é muito suscetivel ao stresse oxidativo causado pelo consumo de bebidas alcodlicas,
uma vez que € neste 6rgao que ocorre a principal metabolizacao do alcool (Hyun et al., 2021).
Portanto, tem-se dado atencao a protecao do figado, especialmente através do consumo de
antioxidantes (Hyun et al., 2021). Tanto a cerveja quanto a cereja sao conhecidas pela presenca
de compostos com elevada capacidade antioxidante, em particular os compostos fendlicos.
Assim, um dos objetivos do presente trabalho consistiu em avaliar os potenciais efeitos
protetores e antioxidantes de diferentes amostras, nomeadamente, a cerveja IS-N (estilo
Imperial Stout) antes e apds incorporacao dos extratos de cereja variedade “Lapins” e os extratos
aquoso e etandlico de cereja variedade “Lapins”. A avaliacao foi realizada em células HepG2,
utilizando dois regimes de incubacao, ou seja, pré-incubacao e co-incubacao, para analisar a
protecao contra o dano causado pelo tdxico t-BOOH.

No regime de pré-incubacao as células foram incubadas com as amostras em andlise,
seguindo-se um periodo de recuperacao em meio fresco antes da adi¢ao do toxico t-BOOH, para
permitir que as células desenvolvessem defesas antioxidantes enddgenas. Destaforma, o ensaio
de pré-incubacao possibilita a avaliacao da capacidade das amostras em estudo de prevenir ou
proteger contra o stress oxidativo (Carvalho et al,, 2014). Por sua vez, o regime de co-incubagao
com as amostras e o toxico t-BOOH possibilita a avaliacao do efeito antioxidante direto dos
extratos sobre os mediadores toxicos do t-BOOH (Carvalho et al., 2014).

O t-BOOH é um indutor exdgeno de stresse oxidativo, comummente utilizado em ensaios in
vitro para verificar a capacidade protetora de um determinado composto ativo contra os danos
induzidos por um téxico (Kucera et al., 2014; Lima et al., 2006). O mecanismo de acao exato do t-
BOOH nao é bem conhecido, contudo um dos mecanismos baseia-se na metabolizacao deste
composto pelas células, o que resulta na formacao de radicais livres, nomeadamente, peroxil e
alcoxil, podendo despoletar o inicio da peroxidacao lipidica e diminuir os niveis de glutationa
reduzida (GSH), o que pode culminar na alteracao da homeostase do calcio, alteracao do potencial
da membrana mitocondrial e eventualmente causar a morte celular (Ku¢era et al., 2014; Lazze,
2003; Limaetal., 2006).

Uma vez que a resposta celular ao t-BOOH depende das condi¢es de cultura, estudou-se
primeiro a resposta das células HepG2 a concentracao de t-BOOH (1 mM, 2,5 mM, 4 mM) e ao
tempo de incubacdo (1, 2 e 3 horas). Desta forma, nos tempos de contacto estudados, a

viabilidade celular na concentracao de 1 mM foi de 110,7%, 80,8% e 58,2%, na concentracao de
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2,5 mM foi de 98,4%, 67,3% e 50,3% e na concentracao de 4 mM foi de 95,6%, 60,5% e 43,1%,

respetivamente (Figura 15).
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Figura 15. Atividade metabdlica do tert-butil hidroperdxido em diferentes concentracoes em células

HepGe.

Desta forma, a concentracao de 2,5 mM com tempo de contacto de 3 horas revelou ser a mais
adequada, pois foi observada uma diminuicao na viabilidade celular de aproximadamente 50%,
(Figura15).

No ensaio de pré-incubacao utilizou-se como controlo-positivo a curcumina, um antioxidante
natural. Por sua vez, no ensaio de co-incubacao utilizou-se como controlo-positivo a quercetina,
uma vez que no estudo de Lima et al. (2006), realizado em células HepG2 em regime de co-
incubacao, este composto fendlico revelou possuir a capacidade de prevenir a deplecao da GSH
e de diminuir significativamente a peroxidacao lipidica e os danos ao ADN, o que se traduz numa
diminuigao significativa da morte celular induzida por t -BOOH (p < 0,05).

A Figura 16 mostra que a incubacao das cervejas IS-N em solvente aquoso e solvente
etandlico, no regime de pré e co-incubacao, resultou, genericamente, em protecao contra o dano

causado pelo toxico t-BOOH.
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Figura 16. Efeito citoprotetor, no regime de pré-incubacao (A) e co-incubacao (B), de diferentes
concentracdes de cerveja IS-N em solvente aquoso e em solvente etandlico (8,5% (V/V)), em células
HepG2. CUR 20 puM: Curcumina 20 puM; QUE 50 pM: Quercetina 50 uM. Os dados sao apresentados como
média + desvio padrdo de trés amostras independentes (n=3), em triplicado. * p < 0,05, ** p < 0,01,
** p<0,001e** p<0,0001 quando comparado com o t-BOOH; #* p < 0,05, ** p< 0,01, ***p < 0,001 e

#### p<0,0001 quando comparadas duas concentracdes semelhantes.

No ensaio de pré-incubacao a cerveja IS-N em solvente aquoso possuiu viabilidade celular
que variou entre 48,8% e 77,4% (Figura 16-A), sendo significativamente superior ao téxico até a
concentragao de 250 pg/mL (p < 0,01). Porém apresentou citotoxicidade em comparacao ao
controlo, uma vez que a viabilidade celular é inferior a 80% (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez
et al,, 2018). Por outro lado, a cerveja IS-N em solvente etandlico demonstrou uma viabilidade
celular entre 71,6% e 106,5%, sendo significativamente superior ao téxico em todas as
concentragdes analisadas (p < 0,0001). Contudo, apenas nas concentracdes de 50 pug/mL, 100
pg/mL e 250 pg/mL nao apresentou citotoxicidade (1ISO 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al.,
2018). Desta forma, verifica-se que quando comparadas duas concentracdes semelhantes, a
cerveja IS-N em solvente etandlico foi significativamente mais eficaz na protecao das células
contra o stress oxidativo do que a cerveja IS-N em solvente aquoso (p < 0,0001).

No ensaio de co-incubacao a cerveja IS-N em solvente aquoso demonstrou uma viabilidade
celular entre 63,0% e 91,9%, enquanto em solvente etandlico variou de 72,4% a 88,2%. A cerveja
IS-N, em ambos os solventes, revelou ter a capacidade de aumentar a viabilidade celular de forma

significativa em relacdo ao téxico em todas as concentragdes analisadas (p < 0,01). No entanto, a
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cerveja IS-N em solvente aquoso e em solvente etandlico deixaram de ser citotéxicas somente a
partir da concentracao de 50 ug/mL e 100 pg/mL, respetivamente.

Assim sendo, constata-se que a protecao das cervejas IS-N em solvente aquoso e etandlico
foi mais pronunciada no regime de co-incubacgao. Tais resultados eram expectdveis, uma vez que
a cerveja IS-N revelou possuir moderada e elevada capacidade de neutralizar radicais livres,
ABTS e H.0,, respetivamente. Além disso, revelou possuir boa capacidade de neutralizar ides
metalicos, nomeadamente o Fe*, intervindo na formacao de mais radicais livres.

Os regimes de pré e co-incubacao com EAC e EEC também resultou em protecao contra o

stress oxidativo induzido pelo téxico t-BOOH (Figura 17).
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Figura 17. Efeito citoprotetor, no regime de pré-incubacao (A) e co-incubacao (B), de diferentes
concentracdes do extrato aquoso e etandlico (70% (V/V)) de cereja variedade “Lapins”, em células
HepGe2. CUR 20 puM: Curcumina 20 uM; QUE 50 puM: Quercetina 50 uM. Os dados sao apresentados como
média + desvio padrao de trés amostras independentes (n=3), em triplicado. * p < 0,05, ** p < 0,01,
**p<0,001e** p<0,0001 quando comparado com o t-BOOH; # p < 0,05, ** p< 0,01, **#p < 0,001 e

#### p<0,0001 quando comparadas duas concentracdes semelhantes.

O EAC e o EEC, no regime de pré-incubacao, revelaram uma viabilidade celular que variou
entre 68,8% e 82,2% e 64,65 e 75,5%, respetivamente. Os extratos de cereja variedade “Lapins”
mostraram uma viabilidade celular significativamente superior ao téxico (p < 0,001) em todas as
concentracdes analisadas (Figura 17-A). No entanto, apenas o EAC na concentracao de 250
pg/mL apresentou auséncia de citotoxicidade em comparacao ao controlo (1ISO 10993-5:2009,
2009; Ramirez et al., 2018).
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No regime de co-incubacao, o EAC apresentou uma viabilidade celular entre 77,0% a 92,3%,
enquanto no EEC variou de 62,4% a 80,6% (Figura 17-B). O EAC e o EEC demonstraram
viabilidade celular significativamente superior ao téxico em todas as concentracdes analisadas
(p < 0,05), exceto o EEC na concentracao de 1 ug/mL, que embora superior ao tdxico, nao foi
significativo. O EAC nao apresentou citotoxicidade em comparacao ao controlo nas
concentracdes de 50 pg/mL, 100 pg/mL e 250 pg/mL, enquanto o EEC ndo mostrou
citotoxicidade apenas na concentracao de 500 pg/mL (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al.,
2018). Desta forma, verifica-se que quando comparadas duas concentracdes semelhantes, o
EAC foi significativamente mais eficaz na protecao das células contra o stress oxidativo do que o
EEC (p < 0,01), exceto na concentracao de 500 pg/mL na qual ndo se verifica diferenca
significativa.

A protecao dos extratos de cereja variedade “Lapins” foi mais pronunciada no regime de co-
incubacao. Embora o EEC tenha mostrado um maior TPC, melhor capacidade de neutralizar os
radicais livres ABTS e Hz0,, e de neutralizar ides metdlicos em comparacao ao EAC, nos ensaios
de pré e co-incubacao, o EAC destacou-se por possuir menor citotoxicidade (IS0 10993-5:20089,
2009; Ramirez et al., 2018). Tal pode ser justificado pela presenca de compostos antioxidantes
no EAC que atuam por mecanismos diferentes dos avaliados neste trabalho, o que salienta a
pertinéncia de realizar mdltiplos ensaios para avaliar a atividade antioxidante total (H. Zhao,
2014). Além disso, a presenca de compostos fendlicos, como as antocianinas, que em
concentragoes mais elevadas atuam como pro-oxidantes, pode justificar a maior citotoxicidade
observadano EEC (A. Goncalves et al., 2021;1S0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

Assim sendo, constata-se que quando avaliados de formaisolada a cervejaIS-N em solvente
aquoso e etandlico e os extratos de cereja variedade “Lapins” revelaram possuir maior
capacidade citoprotetora quando no regime de co-incubacao com t-BOOH, revelando uma
atividade antioxidante direta, nomeadamente, através da capacidade de neutralizar radicais
livres e quelar ides metdlicos (Lima et al., 2006). Por outro lado, a menor capacidade citoprotetora
no regime de pré-incubacao revelou que os compostos presentes nas amostras em questao
podem nao ter tanta capacidade de prevenir ou proteger contra o stresse oxidativo, nao tendo
demonstrado uma aptidao significativa na modulacdo da atividade de enzimas antioxidantes e
desintoxicantes nas células HepG2 (Carvalho et al., 2014; Lima et al., 2006).

No estudo de A. Gongalves et al. (2021), realizado com trés fracdes fendlicas distintas da

variedade “Saco” de P. avium L., foi demonstrado que a cereja-doce possui a capacidade de
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proteger as células HepG2 das lesdes oxidativas induzidas pelo perdéxido de hidrogénio e pelo
6xido nitrico. Tais resultados sao atribuidos ao potencial antioxidante caracteristico das cerejas-
doce, uma vez que apresentam teores consideraveis de compostos fendlicos (A. Goncalves et al.,
2021). A capacidade antioxidante desses compostos fendlicos é, em parte, atribuida a sua
estrutura quimica, destacando-se a presenca de grupos hidroxil e metoxi e residuos de catecol,
que doam radicais livres neutralizantes e espécies oxidativas, além de quelarem ides metdlicos
(A. Goncalves et al., 2021).

No estudo de Caon et al. (2021) realizado emratos, as cervejas artesanais revelaram melhorar
o0 estado enzimdtico e nao enzimatico apds exposicao ao tetracloreto de carbono. O consumo
moderado de cervejas artesanais resultou no aumento na atividade de enzimas antioxidantes,
como superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Essas enzimas sao cruciais para
a defesa antioxidante do corpo, ajudando a neutralizar os radicais livres, a proteger as células do
stresse oxidativo e adesempenhar um papel fundamental na desintoxicacao do organismo (Caon
et al,, 2021). Por sua vez, no estado nao enzimatico, observou-se um aumento da capacidade
antioxidante total no sangue dos ratos, refletindo uma maior presenca de compostos fendlicos
(Caon et al., 2021). Embora se verifique uma melhoria nos parametros mencionados, as cervejas
artesanais nao revelaram capacidade hepatoprotetora suficiente para superar a toxicidade
induzida pelo tetracloreto de carbono, verificando-se danos morfoldgicos a nivel hepatico (Caon
etal, 2021).

Nas Figuras 18 e 19 estao presentes os resultados de pré e co-incubacao, respetivamente, da

cereja IS-N em solvente aquoso e etandlico apos incorporacao do EAC e do EEC.
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Figura 18. Efeito citoprotetor, no regime de pré-incubacao, de diferentes concentracoes da cerveja IS-N
em solvente aquoso + Extrato aquoso de cereja variedade “Lapins” / Extrato etandlico de cereja variedade
“Lapins” (70 %(V/V)) (A), e cerveja IS-N em solvente etandlico (8,5 %(V/V)) + Extrato aquoso de cereja
variedade “Lapins” / Extrato etandlico de cereja variedade “Lapins” (70% (V/V)) (B), em células HepG2.
CUR 20 pM: Curcumina 20 uM. Os dados sao apresentados como média + desvio padrao de trés amostras
independentes (n=3), em triplicado. * p< 0,05, ** p<0,01,*** p<0,001e **** p<0,0001 quando comparado
com o t-BOOH; #* p < 0,05, #* p < 0,01, #*# p < 0,001 e **## p < 0,0001 quando comparadas duas

concentracoes semelhantes.

Na Figura 18-A verifica-se que quando comparadas duas concentracdes semelhantes a
cerveja IS-N em solvente aquoso + EAC obteve maior viabilidade celular (58,9%-79,6%) do que
acervejalS-N em solvente aquoso + EEC (45,9%-71,6%), no regime de pré-incubacao. Apesar de
vdrias concentracoes mostrarem uma viabilidade celular significativamente maior do que a do t-
BOOH (p < 0,05), nenhuma das concentracées demonstrou auséncia de citotoxicidade em
comparacao ao controlo (IS0 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

Na Figura 18-B constata-se que apenas nas concentracoes 10 ug/mL e 25 ug/mL ambas as
cervejas IS-N em solvente etandlico com adicao do EAC e do EEC, no regime de pré-incubacao,
possuem viabilidade celular significativamente superior ao téxico (p < 0,05). A cerveja IS-N em
solvente etandlico + EAC apresentou uma viabilidade celular que variou de 50,6% a 65,9%,
enquanto na cerveja IS-N em solvente etandlico + EEC variou de 50,3% a 69,3%. Desta forma,
constatou-se que nao existiu auséncia de citotoxicidade em comparacao ao controlo em

nenhumas das concentracdes analisadas (ISO 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).
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Figura 19. Efeito citoprotetor, no regime de co-incubacao, de diferentes concentracoes da cerveja IS-N
em solvente aquoso + Extrato aquoso de cereja variedade “Lapins” / Extrato etandlico de cereja variedade
“Lapins” (70 %(V/V)) (A), e cerveja IS-N em solvente etandlico (8,5 %(V/V)) + Extrato aquoso de cereja
variedade “Lapins” / Extrato etandlico de cereja variedade “Lapins” (70% (V/V)) (B), em células HepG2.
QUE 50 puM: Quercetina 50 uM. Os dados sao apresentados como média + desvio padrao de trés amostras
independentes (n=3), em triplicado. * p< 0,05, ** p<0,01,*** p<0,001e **** p<0,0001 quando comparado
com o t-BOOH; # p < 0,05, *# p < 0,01, *** p < 0,001 e #**## p < 0,0001 quando comparadas duas

concentracoes semelhantes.

Por sua vez, no regime de co-incubacao, verifica-se que quando comparadas duas
concentragoes semelhantes acervejalS-N em solvente aquoso + EECrevelou possuir viabilidade
celular significativamente superior a cerveja IS-N em solvente aquoso + EAC, 75,8% a 98,0% e
65,4% a 82,0%, respetivamente (p < 0,05) (Figura 19). Ambas as cervejas, mostraram um
aumento significativo da viabilidade celular em comparacao ao téxico (p < 0,05), exceto para a
cerveja IS-N em solvente aquoso + EAC na concentracao de 10 pug/mL, (Figura 19-A). A cerveja
IS-N em solvente aquoso + EAC nao apresentou citotoxicidade na concentragao de 250 pg/mL
em comparacao ao controlo, enquanto a cerveja IS-N em solvente aquoso + EEC revelou
auséncia de citotoxicidade em todas as concentracdes, exceto na concentracao de 10 pg/mL
(15010993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

A cerveja IS-N em solvente etandlico + EAC, no regime de co-incubacgao, apresentou uma
viabilidade celular que variou entre 54 5% e 71,0%. Nesta cerveja verificou-se um aumento

significativo da viabilidade celular em comparacgao ao tdxico apenas a partir da concentracao de

90



250 pg/mL, sem indicar auséncia de citotoxicidade em comparacao ao controlo em nenhuma
concentragao (Figura 19-B) (ISO 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018). Por sua vez, a
cerveja IS-N em solvente etandlico + EEC apresentou uma viabilidade que variou de 51,8% a
83,2%, 0 que mostrou uma viabilidade celular significativamente superior ao téxico em todas as
concentragdes (p < 0,0001), exceto na concentracao de 1 ug/mL. No entanto, a auséncia de
citotoxicidade em comparacao ao controlo foi observada apenas na concentracao de 500 pg/mL
(IS010993-5:2009, 2009; Ramirez et al., 2018).

Quando comparadas duas concentragcoes semelhantes a cerveja IS-N em solvente etandlico
+ EEC revelou possuir viabilidade celular significativamente superior a cerveja IS-N em solvente
etandlico + EAC (p < 0,0001), exceto na concentracdo de 1 pg/mL na qual ndo se verifica
diferencas significativas.

Assim sendo, observa-se que, genericamente, a adicao de EAC e EEC as garrafas de cerveja
IS-N nao aumentou a viabilidade celular nos ensaios de pré-incubacao e co-incubacao, e,
consequentemente, ndao reduziu a citotoxicidade em comparacao a cerveja IS-N isolada, exceto
na cerveja IS-N em solvente aquoso + EEC, no regime de co-incubacdo, que revelou
citotoxicidade apenas na concentracao de 10 ug/mL (ISO 10993-5:2009, 2009; Ramirez et al.,
2018). Esses resultados eram esperados, ja que foi observada uma diminuicao significativa (p <
0,05) da atividade antioxidante das cervejas ap6s a adicao dos extratos, tanto no ensaio de
neutralizacao de H,0, quanto no ensaio FRAP, que mede a capacidade de neutralizacao de ides

Fe3+
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5. Conclusao

A autenticidade, inovacao, criatividade e qualidade das cervejas artesanais faz com que se
destaquem das demais, resultando num aumento da sua producao e consumo. A cerveja pode
ser considerada uma bebida funcional devido ao seu valor nutritivo e ao enriquecimento com
ingredientes que possuem propriedades benéficas para a satide. As cervejas artesanais contém
compostos hioativos que conferem atividade antioxidante e hepatoprotetora, o que é de grande
interesse tanto para consumidores quanto para produtores, pois associam uma bebida alcodlica
a beneficios para a saude.

Desta forma, o presente trabalho contribuiu para determinar os parametros fisico-quimicos
das cervejas, antes e apds incorporacao dos extratos de cereja variedade “Lapins”; avaliar a
atividade antioxidante do EAC e do EEC, assim como das cervejas antes e apds incorporacao dos
extratos de cereja variedade “Lapins”; avaliar a toxicidade hepatica das cervejas em células de
HepG2; bem como avaliar o potencial hepatoprotetor, in vitro, das cervejas, antes e apds a
incorporacao de extratos de cereja variedade “Lapins”, contra o stress oxidativo induzido pelo t-
BOOH em células HepGe.

Em relacao a andlise fisica e quimica, o parametro relativo ao teor de dlcool variou de 4,8%
(estilo Brown Porter) a 9,1% (estilo Imperial Stout). Em termos de cor, o valor do EBC variou de 7
(estilo Pilsner) a185 (estilo Imperial Stout). 0 amargor variou de 17 IBU (cerveja industrial - estilo
Sweet Stout) a 68 IBU (estilo Imperial Stout). O pH das cervejas variou entre 4,0 + 0,0 (Brown
Porter e Pilsner) e 4,6 + 0,0 (estilo Dubbel Belga e Imperial Stout). A acidez total foi semelhante
nas cervejas artesanais e industriais, variando de 0,1+ 0,0% (estilo Brown Porter) a 0,3 + 0,0%
(estilo Imperial Stout e cerveja industrial — estilo Sweet Stout). Quanto ao TAR, os valores
variaram entre 1567,5 + 12,5 mg GE/L (cerveja industrial — estilo Pilsner) e 16480,0 + 156,6 mg
GE/L (estilo Imperial Stout). A andlise fisica e quimica das cervejas é essencial para verificar as
suas propriedades organoléticas e a qualidade da bebida, além de auxiliar os produtores na
otimizacao do processo de producao.

Os compostos fendlicos desempenham papéis criticos nas propriedades sensoriais, na cor e
naestabilidade coloidal da cerveja, além de contribuirem para a atividade antioxidante da mesma.
Desta forma, neste trabalho o TPC foi determinado em nove cervejas artesanais e duas
industriais. O TPC das cervejas artesanais variou entre 4,1 + 0,4 mg GAE/g (IPA-N, estilo India
Pale Ale) e 9,5+ 0,3 mg GAE/g (BP-N, estilo Brown Porter), enquanto nas cervejas industriais foi
de 7,6 + 0,1mg GAE/q (SS-SB, estilo Sweet Stout) e 5,0 + 0,1 mg GAE/g (P-SB, estilo Pilsner). As
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cervejas artesanais tendem a ter um TPC mais elevado que as cervejas industriais, devido ao uso
exclusivo de ingredientes como cevada e lipulo e a auséncia de processos de filtracao e
pasteurizacao. Em contraste, as cervejeiras industriais frequentemente utilizam métodos e
matérias-primas mais baratos para aumentar a rentabilidade, o que resulta num menor TPC. A
quantidade de compostos fendlicos, nomeadamente catequinas, proantocianidinas,
prenilchalconas, derivados de flavanonas, flavondis, dcidos hidroxibenzéicos, dcidos
hidroxicinamicos e estilbenos, pode variar dependendo do tipo de cerveja. No entanto, o consumo
desta bebida pode ser uma fonte de antioxidantes, especialmente na forma de compostos
fendlicos.

A atividade antioxidante das cervejas artesanais e industriais em estudo foi determinada por
quatro métodos distintos: ABTS, H.0, FRAP e ferrozina, devido a auséncia de um método padrao
que consiga caracterizar de forma objetiva a capacidade antioxidante total da cerveja. No ensaio
ABTS, a capacidade de neutralizacao dos radicais ABTS*" pelas cervejas artesanais variou de 1Cso
123,6 + 2,8 pg/mL (baixa capacidade antioxidante) a 68,3 + 2,8 pg/mL (moderada capacidade
antioxidante), enquanto nas cervejas industriais foi de 76,1 + 1,2 ug/mL (SS-SB, estilo Sweet
Stout) e 86,0 + 6,4 ng/mL (P-SB, estilo Pilsner), ambas com moderada capacidade antioxidante.
No ensaio Hz0;, todas as cervejas demonstraram alta capacidade antioxidante na neutralizacao
do H:0z, com a cervejaindustrial SS-SB (estilo Sweet Stout) a possuir o melhor valor, ICso de 20,2
+1,1pg/mL. No ensaio daferrozina, nenhuma cerveja apresentou valor de ICso nas concentragoes
testadas (1-1000 pg/mL), indicando baixa capacidade antioxidante na quelacao de ides Fe?*. No
ensaio do FRAP, a cerveja artesanal PA-ET (estilo Pale Ale) teve o maior valor de reducdo de ides
Fe3*, 58,6 + 0,0 umol TE/g, significativamente superior as demais (p < 0,05), enquanto a cerveja
industrial P-SB (estilo Pilsner) teve o menor valor do FRAP, 20,3 + 0,0 umol TE/qg.

Na analise de correlagao apurou-se que o TPC apenas teve correlagao com o ensaio Hz0,,
sendo esta negativa (p < 0,05). Esse resultado, assim como a auséncia de correlacao entre o TPC
e os restantes ensaios antioxidantes, pode ser explicado pela presenca de outros compostos
antioxidantes além dos fendlicos, que também neutralizam radicais livres e participam na
quelacao de ides metalicos. Por sua vez, a acidez total e o amargor foram correlacionados
positivamente com o TPC (p<0,05).

No EAC e no EEC 70% (V/V), determinou-se o TPC e a atividade antioxidante. O EEC
apresentou uma quantidade significativamente maior de TPC (5,1+ 0,0 mg GAE/g de extrato) em

comparacao ao EAC (3,6 + 0,0 mg GAE/g de extrato), (p < 0,05). Os compostos fendlicos
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presentes nas cerejas variedade “Lapins” pertencem essencialmente ao grupo dos dcidos
hidroxicinamicos, acidos hidroxibenzéicos, antocianinas, flavonas e flavondis. No ensaio ABTS,
ambos os extratos de cereja variedade “Lapins” mostraram baixa capacidade antioxidante. No
ensaio H:0,, o EEC apresentou capacidade antioxidante moderada (ICso de 72,6 + 1,9 ug/mL),
enquanto o EAC teve baixa capacidade antioxidante (ICso de 143,9 + 4,3 pg/mL). No ensaio da
ferrozina, nenhum dos extratos apresentou valor de ICso nas concentracdes testadas (1-1000
pg/mL). No ensaio FRAP, o EEC também demonstrou uma capacidade antioxidante
significativamente superior ao EAC (p < 0,05), com valores de 333 + 0,0 uyTE/ge 23,4 + 0,0
UTE/g de extrato, respetivamente. Desta forma, constata-se que o EEC é superior ao EAC tanto
no TPC quanto na capacidade antioxidante.

Quanto a toxicidade hepatica, os resultados para as cervejas artesanais e industriais sao
semelhantes, apresentando citotoxicidade apenas a partir da concentracao de 250 pg/mL. A
Unica excecao sao as cervejas industriais incubadas por 24 horas, que nao mostraram
citotoxicidade nas concentracoes testadas. Por sua vez, os extratos de cereja variedade “Lapins”
demonstraram possuir potencial para aumentar a viabilidade celular e apresentaram toxicidade
hepdtica apenas na concentracao mais alta analisada (500 pg/mL).

Apds a anadlise isolada das cervejas artesanais e industriais, e dos extratos de cereja
variedade “Lapins”, procedeu-se a adicao do EAC e EEC a cerveja IS-N (estilo Imperial Stout), uma
vez que foi a cerveja artesanal que reuniu os resultados mais promissores nos ensaios TPC e
ensaios antioxidantes, e revelou resultados favordveis no ensaio de viabilidade celular.

A adicao de EAC e EEC resultou na diminuicao significativa do pH em comparacao a cerveja
original (p < 0,05), de 4,60 + 0,00 para 4,42 + 0,00 (IS-N + EEC) e 4,43 + 0,00 (IS-N + EAC), e no
aumento significativo da acidez (p < 0,05). Estes resultados podem ser explicados pelo pH da
cereja variedade “Lapins” e pela producgao de dcidos organicos ao adicionar os extratos de cereja
a cerveja engarrafada. O TAR também diminuiu significativamente com a incorporacao dos
extratos de cereja variedade “Lapins” (p < 0,05).

A adicao do EEC a cerveja IS-N, reduziu significativamente o valor de TPC da cerveja original
(p<0,05), passando de 8,3 + 0,2 mg GAE/g para 4,2 + 0,1, respetivamente, enquanto a adicao do
EAC nao despoletou diferencas significativas no valor de TPC.

No ensaio ABTS, a adicdao de EAC e EEC a cerveja IS-N aumentou significativamente a
capacidade de neutralizacdo dos radicais ABTS** (p < 0,05), resultando numa capacidade

antioxidante moderada e elevada, respetivamente. No ensaio Hz0;, a adicao de EAC e EEC
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diminuiu significativamente a capacidade antioxidante da cerveja final, reduzindo-a de elevada
para moderada (p < 0,05). No ensaio da ferrozina, assim como nas amostras isoladas, nao foi
possivel determinar o ICso. No ensaio FRAP, a adicao dos extratos de cereja variedade “Lapins”
também reduziu significativamente a capacidade antioxidante (p < 0,05). Assim, a adicao dos
extratos de cereja variedade “Lapins” a cerveja IS-N nao se mostrou promissora.

As cervejas IS-N em solvente aquoso e etandlico com adicao de extratos de cereja variedade
“Lapins” mostraram-se promissoras em termos de toxicidade hepdtica, apresentando
citotoxicidade apenas na concentracao mais alta, apds 48 horas de incubacao. A excecao foi a
cerveja IS-N em solvente aquoso + EAC, que apresentou citotoxicidade até a concentracao de 5
pg/mL apds 24 horas de incubacao. Destaca-se que a cerveja IS-N em solvente etandlico com
extratos de cereja variedade “Lapins” revelou-se mais eficaz no aumento da viabilidade celular
nasincubacoes de 24 e 48 horas.

Em relacao ao potencial efeito hepatoprotetor das diferentes amostras em andlise, recorreu-
se aos regimes de pré e co-incubacao, contra o dano causado pelo téxico t-BOOH. No regime de
pré-incubacao a cerveja IS-N em solvente aquoso apresentou citotoxicidade em todas as
concentragoes analisadas, enquanto em solvente etandlico nao apresentou citotoxicidade nas
concentracdes 50 pg/mL, 100 pg/mL e 250 pg/mL. No regime de co-incubacao a cerveja IS-N
em solvente aquoso e em solvente etandlico deixaram de apresentar citotoxicidade somente a
partir da concentracao de 50 ug/mL e de 100 pg/mL, respetivamente.

Nos extratos de cereja variedade “Lapins”, no regime de pré-incubacao, apenas o EAC na
concentracao de 250 pg/mL apresentou auséncia de citotoxicidade. No regime de co-incubacao
o EAC nao apresentou citotoxicidade nas concentracoes de 50 pg/mL, 100 ug/mL e 250 pg/mL,
enquanto o EEC ndo mostrou citotoxicidade na concentracdo de 500 pg/mL.

Desta forma, constata-se que quando avaliados de formaisolada a cervejaIS-N em solvente
aquoso e etandlico, e os extratos de cereja variedade “Lapins” revelaram possuir maior
capacidade citoprotetora no regime de co-incubacao.

A adicao de EAC e EEC as garrafas de cerveja IS-N nao reduziu a citotoxicidade induzida pelo
t-BOOH em comparacao a cerveja IS-N isolada. A tnica excecao foi a cerveja IS-N em solvente
aquoso + EEC no regime de co-incubacao, que apresentou citotoxicidade apenas numa
concentracao (10 pg/mL).

Como perspetivas futuras sugere-se: a inclusao de informacoes sobre o teor de alcool, cor,

amargor, variedades de maltes e Itipulo nos rétulos das cervejas, uma vez que ainformacao pode
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ajudar os consumidores a selecionar cervejas com maior presenca de compostos fendlicos e que
atendam melhor as suas preferéncias sensoriais; aumentar o tamanho amostral dos estilos de
cerveja ja estudados, bem como expandir a andlise a outros estilos de cerveja artesanais e
industriais, uma vez que uma maior variedade de amostras permitird uma andlise mais robusta e
representativa, possibilitando uma compreensao mais detalhada das caracteristicas e
variabilidades intrinsecas de cada tipo de cerveja; a determinacao dos parametros fisico-
quimicos, nomeadamente, teor de dlcool, cor e amargor da cerveja apds incorporacao dos
extratos de cereja, a fim de estudar a influéncia da adicao do extrato nos parametros
mencionados; avaliar as capacidades antioxidantes e de hepatoprotecao das matérias-primas,
isoladas e em associacao, que compdem as cervejas em analise; incorporacao de diferentes
concentracoes de cerejaa cerveja analisada e a outros estilos de cerveja, bem comoincorporacao
de outras frutas locais e subprodutos agroindustriais nas diversas etapas de producao,
nomeadamente, no inicio da fervura do mosto, dado esta ser considerada a etapa mais
qualificada para obtencao de maior quantidade de compostos fendlicos; realizacdao de outras
técnicas extrativas, dada a suainfluéncia na extracao de compostos fendlicos; realizacao de mais
ensaios antioxidantes, nomeadamente, o ensaio DPPH, ORAC, ensaio capacidade de reducao do
ido cuprico, para complementar a analise antioxidante; realizacao da caracterizacao fitoquimica
por HPLC das cervejas e extratos de cereja variedade “Lapins” isolados e das cervejas apos a
incorporacao dos extratos de cereja variedade “Lapins”, permitindo a identificacao de compostos
bioativos responsaveis pelas atividades antioxidante e citoprotetoras; estudar a inducao das
defesas celulares antioxidantes e citoprotetoras (ex: niveis de GSH e expressao proteica das
enzimas citoprotetoras heme-oxigenase-1 (HO-1), NAD(P)H:quinona oxidoredutase 1 (NQO1), e
subunidades cataliticas e modificadoras da glutamato cisteina ligase (GCLC e GCLM)); bem como
realizacao de estudos in vivo sobre biodisponibilidade, distribuicao, eficacia e sequranca para

melhor se entender o potencial de saude da cerveja artesanal funcional.
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Introdugéo: A cerveja constitui uma bebida funcional dado o seu valor nutritive e possivel enrguecimento
com ingredientes inovadores, que lhe confere propriedades nutricionais benéficas para a salide do
consumidor [1,2]. Assim, os probidticos sfo ingredientes ativos passiveis de serem adicionados, pelas
inimeras vantagens na salde do hospedeiro [3]. Os alimentos funcionais contendo probidticos sdo
geralmente produtos lacteos. Como tal, a funcionalidade probidtica deve ser confirmada noutros veiculos.
Objetivos: Discutir a viabilidade e os beneficios da incorporacio de probidticos em cervejas artesanais.
Metodologia: Revisdo narrativa com pesquisa de artigos na base de dados PubMed, utilizando os termos de
pesquisa “probiofics”, “beer” e “craff beer” combinadas com os operadores booleanos “OR e “AND".
Incluiram-se artigos com referéncia a beneficios da incorporac3o de probidticos nas cervejas artesanais, em
linqua inglesa & portuguesa, ndo tendo sido estabelecidos limites temporais. Resultados: As cervejas
artesanais ndo sdo filtradas nem pasteurizadas o que |lhes confere, genericamente, maior teor de compostos
fendlicos totais (TPC) & maior atividade antioxidante [1]. A auséncia destas etapas, apesar de fundamentais
para a garantia de isencdo de contaminacfes, potencia os beneficios desta cerveja, e a incorporagéao de
probidticos [4]. A incorporacdo de Saccharomyces cerevisiae var. boulardi em co-fermentagdo com
Saccharomyces cerevisiae na cerveja artesanal, revelou-se promissora e viavel, tende-se atingido um elevado
nimerc de células wviaveis (8,0x105-7 0x107células/mlL). Denctou-se ainda o aumento da atividade
antioxidante e do teor de polifendis na cerveja [4]. Por sua vez, durante a co-fermentaco com Saccharomyces
cerevisiae, a bacténa Lacfobacillus paracasei L26 manteve uma elevada viabilidade (>10® CFU/mL),
evidenciando a boa compatibilidade entre os dois microrganismos [5]. Também a fermentac3o da cerveja com
Lacticaseibacillus paracasel Lpe-37 demonstrou um TPC e atividade antioxidante elevados [6]. Concluséao:
A incorporacio de probidticos nas cervejas artesanais pode ser uma opcdo promissora na otimizagdo das
propriedades antioxidantes e compostos fendlicos, bem como na contribuicdo para a manutencdo da
microbiota intestinal.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; cerveja artesanal; Lactobacillus paracasei L26; probidticos;
Saccharomyces cerevisiae var. boulardir,
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| INTRODUGAO |

A cerveja constitui uma bebida funcional dado o =eu valor nufritivo e pessivel enfiguecimento com ingredientes inovadores, que lhe confere propriedades
nutricionais benéficas para a salde do consumidor 2. Assim, os probidticos s8o ingredientss ativos passiveis de serem adicionados, pelas inimeras vantagens
na salde do hospedeiro 2. Os alimentos funcionais contendo probidticos sdo geralments produtos lactsos. Como tal, a funcionalidade probidtica deve ser
confimada noutros veiculos.

| OBJETIVOS | METODOS |
S .

\/ » Base de dados: PubMed

A presente Revisdo Marrativa tem como principal objetivo: + Palauras-chave: “probiotics”, "besr” & “craft beer’
Discutir a viabilidade e os beneficios da incorporagiio de 2 | = Operadores booleanos: "0 & "ANC"
probioticos em cervejas aresanais. - Lingua: inglesa & portuguesa
3 - Sem limites temporais
| RESULTADOS/DISCUSSAO |
+ Alincorporagio de probidticos na cerveja artesanal & uma mais valia, dado os beneficios que estes revelam ter na sadde do individuo (Tabela 1);
+ Ha necessidade de otimizagdo dos p 0s de incorporagdo dos probioticos na cerveja artesanal, pois temperaturas elevadas, pasteurizacdo e filtragdo

podem comprometer a sua a sua viabilidade e, consequentements, os ssus beneficios;
+ As etapas de pasteurizag@o e filtragio estio associadas 4 diminuigSo de contaminantes, porém a sua auséncia confere, genericamente, maior teor de
compostos fendlicos totais & maior atividade antioxidants &s cervejas antesanais.

Tabela 1. Resultados dos artigos alvo de analise na presents revisdo namativa.

Referénci Probigti
¥ Aumento atividade antioxidants;
(Capeceetal, Co-fermentagio de Saccharomyces cerevisize var. ¥ Aumento do teor de polifendis;
2018) bouwlardi com Saccharomyoes cersvisias ¥ Mimero elevado de células viaveis (8,0x10%-7,0x 107 clulasiml);

v Mao afetou negativaments o aroma da cerveja.
Cofermentagdo de Saccharomyces cersvisiae WE-DG
{Loh et al., com Lacficassibaciius paracaszei Lpe-37 (FB); + Ambas apresentam aumento des niveis de teor de compostos fendlicos totais;
2021) Cofermentagdo de 5. cerevisiae CHCM 13856 com  + Apenas PB apresentou sumento da capacidade anSioxidante.
Lacticazeibacilluz paracasei Lpe-37 (PYPE)
(Alcine Chanetal, Cofermentagio de Lactobscillus paracsssi 26 com v Elevada estabilidade;

2015) Saccharomyces cerevisiae -4 v Elevada viabilidade celular (=108 CFU."mL}
{Silva et al Cofermentagio de Lacticassibacillus parscssel DTA  « Ambos Em ial efeito antidep o
2021) N &1 e Saccharomyces cerevisiae ¥ 5. perevisiae var i 17 ap levada producdo de Acido acético, pelo stress ceiular,
Sa 1y iaiae Var i 17 ‘conferindo gosto residual.
¥ Cerveja artzzanal ndo filtrada com probidtico:
iveira et al_ -Reduziu a mortalidade de de ratos infetados bactéria Salmaonella Typhimurium;
(Oliveira . iaine UFMG A-005 LTiL a- feapada pﬁo i pela la Typhirmuriun;
2022) - ManutencSo das propriedades probicticas da levedura;
- Efeito protetor pela diminuigio das citocinas pro-inflamatinas = das alterages histopatologicas.
(Ramirez-Cotaetal, 5 o isiae vs. Saccl 1y iSise Var. +' 5. boulardii demeonstrou boa tolerdncia ao etand, quando cultivada a 28°C;
2021) boulardii CHCM |-745 + Incorporagio promissara na produgdo de cervela artesanal.
| CONCLUSAO |

A incorporagdo de probioticos nas cervejas artesanais pode ser uma opgao promissora na ofimizagio das propriedades antioxidantes e compostos fendlicos,
bem como na contribuigio para a manutengio da microbiota intestinal_

| REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS |

1. Bmmno A Crafl beee. An overvies: MIHFMHM“EIHIE—IHhm!ll‘nﬁlﬂ?lml}m&m&&mv L - A Ewvereges T E @ 3 Mack D Proockos: Mioed
g, Can Farn Pyaicen. ZXESUITE4SE 04 Capace, A, Fovarisls, B, Matwises, &, Sesiz, 0, Petsim, &, Srmbs, W, & Somees, P (2015 Uss of Seccharcrryces ceewvss var. Sesiardh i oo armarsicrs wih 5. cvwisss for e presucion of sreft bears wih ootestal hatty.

. infemebona’ jounel of Food Mcrabiology, 204, 5=00 httpe fidaong! 101098 ijocarorn DB 6 [GH #3 Loh L A kg O.F J. o M Lu Y. &Ly S O @201 Tegeoed s sonterpetec netscclomias of srro scds and Soactve
unrg b e doumnal =f. Food Chemiry, S04, 1404-14T8. higs fdalong/ 10 1A S JAFC. | CICREOVE PPL_FILEUF TOORRIZ S1_001.POF 06 . Acre Chae, ML 2, Chus, Y., Toh, M & Lu, 5. 0. (205, Suvivel of probicic
wirmn Lackc taciha Ehariny with 5 hm’mﬂ'mﬂMI—EﬂI‘ﬂHMﬂWIOIMEhEﬂMIﬂI’,—L: de Sowsm Lags, H., Moche, W O T, de Ctvwrs, ' 5., Lacmano-Meic, 1T, S0z, £. 1. G de
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Enquadramento: O figado & o principal local de metabolizagio do alcoo] presente na cerveja, pelo que &
particularmente suscetivel a lesbes provocadss pelos subprodutos resultantes desse procasso, Confude, a
carveja possui na sua constiluico compostos com propriedades benéficas & salde, como & o caso do
xanthahumel, gue & um dos principais flavonoldes prasante nas inflorescéncias da lopulo {Humulus lupulus)
[1]. Desta forma, este composta fitaguimica tem particular interesse dado os seus potencials beneficlos a
nivel hepatico. Objetive: Discutir os efeitos fisioldgicos do xanthohumal a nivel hepatico, em estudes i vitro
& in wivo, Métodos: Revisdo narativa com pesquisa de artiges na base de dados PublMed, utilizando os
termos de pesquisa "Xanthohumoao, "liver”, “hepatic”, “beer” a "craft beer” combinadas com os oparadores
booleanos "OR" e "AND". Incluiram-se arligos com referéncia acs efeitos do xanthohumel ne figado, em lingua
inglesa e portuguesa, Ndo tendo sido estabelecidos limites temporais. Resultados: O xanthuhomol presente
nas cervelas revelou ser promissor a nivel hepdlico, em estudos in vitre & I vive em rates. Num estudo in
witra o xanthohumal revelau possuir capacidade anticancerigana, dade inibir a ativacio das células estraladas
hepalicas e induzir a sua apoptose [2]. Por sua vez, em estudos in wivo em ratos o xanthuhomel revelou ter
propriedades anticancerigenas, antioxidantes e anti-inflamatdrias, uma vez que demansirow capacidade de
prevenir a formagao e expansac clonal de focos pré-necplasicos no figado, inibir a indugée de dano ao ADN
(Acido desoxiribonucleica), inibir 8 peroxidagao lipidica, proteger confra a8 degradagio de enzimas
antioxidantes, bem como reduzir a inflamagio hepdtica e a expressiio de genes prd-fibrogénicos [1-3).
Conclusdes: O xanthohumol demonsireu ter propriedades hepatoprotatoras, antioxidantes, anti-inflamanérias
@ anlicancarigenas. Contudo, 530 necessdrics ensalos clinicos em humanos, a fim de serem confimados os
efeitos bendficos do xanthehumol no figado & sererm determinadas as doses adequadas para consume
hiumano,

Palavras-chave: Cerveja; figado; xanthohumol;

Reconhecimentos
Esta pasguisa ndo recebau firanciaments extanma,
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[3) Fark, F; Hubar, WW; Filipié, M; Bichler, J; Haslinger, E; Migik, M; et al, Xanthahumel, a premdated flavenold contained

in beer, prevents the induction of preneoplastic lesions and DMA damage in liver and colon induced by the heterocyclic
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INTRODUGAD

0 figado & o principal lacaldemetaholizagao do Slcoal presente na carvaja, pelosue & particularmente suscativel a lesoes provocadas pelos subprodutos resuitantes desse processa . Cantude, a cervaja artesanal possul na sua
constituigdocompostoscom propriedades benéficas 3 sadde, como & o caso doxanthohumal?. 0 xanthohumal & um dos principais i idespresentes enciasdolipulo{Humutus upws L, que § amplamenteutilizada

naprodug &0 decervejapara canferir sabor e aromad mesma *. Destafarma este composto fitoguimic otem particularinter dad potenc icios a nivelhepdtico.

OBIETIVOS opos

U Basa de dados: PubMed
A presante Revisao Namativa tem como principal objetivo: - Palavras<have: ‘xanthohumal, Tver’, hepatic’, beer e ‘craftbeer”
Discutir os potanciais efeitos benéficosdo Xanthehumata nivel hepatico, em Eﬁ - Qperadores booleanos:“ANIT & ' OF
astudos in vitrgain vive -
- Lingua: inglesa e partuguesa
M « Bam imites temporais

RESULTADOS/ DISCUSSAD

¥ Oxanthahumal & umcompostofendlicopresente macervaja, mais cancretamente um prenilfiavonoide desivado dolipulodFigura LA sua capacidade de eliminar radicais iwres & comparével 3 das catequinas presentas no cha
verde, sendo ainda virias vezes maisfortesue a atividadedas vitaminas € 2 £ 0 composto apresenta muitas propriedades benéficas, incluindo progriedades anti-nflamatdrias, antiviraks, antibacterianas, antitumorais, anti-
aterosclerdticas, antimutagdnicas, antiodantes @ hepatoprotetoras Umatfonte deste compostona dietabhumanad a cerveja Porém, seuconteddod baixo,chegandoacarcade 0] mg/L decerveja

(n) b _CH, « A presenga dexanthohumal na cerveja artesanal & promissera, dado a5 propriedades hepatopratetoras que este

| o ﬁ / Antiidante revalaterdTabelat)
\1 J::‘*Jf " Sabe-seque cervejasmaisescurastémummaiorteordexanthohumal face s carvejasmaisclaras;
HO gy, O Antidnflamatgrio ¥ Habitualmente, o teor médin de xanthohumal na carveja nao & o suficiente para produzir um efeito protater

L Contudojd é possivel
T'\g i \ . . = IProduzircervejasenriquecidas com xanthohumol até20mg./L*;
CH, Anticancenigeno . .
- Oanthahumal ser isalado do Kipulo em grandas quantidade @ ser usado coma suplementa dietético para

Figura 1. Estrulura guimica do xanthohumal (A @ potenciais bensfitios do santhotumol a rivel hepticn prevencaoatratamento depatologiashepdticas !

Tabela 1Resulados dos amgos Avo de anaise na BOra aliva.
REFERENCIA TIPD DE ENSAID IRESULTADOS
VFerkatal, 2010) in vivotratos) Prevengio da formaga pansa ol pré-neapkisicos no figado; Inibic 3o da indugio de dano ao ADM |Ecide desoxirribonucleico] no tecido hepatico.
Inibian da ativarao das células estreladas hepaticas e indugao da sua apoptase, in vitro, Reduga pan hepatica i a0 de genes pri qEnicos, in
|Darn, Kraus, at al, 2010) fn witroe i viva fratos) .
wiva
(Znanget al, 2022) fnvitro Apoptose com alguma necrose da células Hepi2.
{Pintoat al, 2012 In vivadratos) Efieit antioxidante; Inibican da peroxidacao lipidica; Protacao contra a degradagao de enzimas antioxidantes.
Plazaret al, 2007 I vitro Proteqio das células do carcinoma hepatecelular humana contra agenotoxicidade induzida por agentesgenotdxicos.
{Miranda et al. 2000 fnvitro Indugan da quinona redutase (compastn com potenciais propriedares anticancenigenas).
\Kunnimalatyaan etal, 2015) I vitro Inibigan da via de sinalizacan Motcha, o 0 do crescimenta células do carcinoma hepatocellar, Aumento da expressan de proteinas pro-apoptdticas.
(Darn, Weiss, et al, 2000) I vitro Inibig3o da expressan de Interleurina-8; inibic3o da profferag3o e da migragao de células de carcinoma hepatocelular.
{Pintoet al, 2014) In vivodratos) Proteqan contra danos oxidativos agudas induzidos palo ool Efeito antioxidante.

CONCLUSAD

0 xanthohumaolrevela possur potenciais propriedades hepatoprotetoras, nomeadamente, antioxidante. antiinflamatdria e anticanceripena. Contudo, s&0 necessains ensaios dinicos em humanos, a fim de serem confirmados os
afaitos banéficos do xanthohumal no figada e sarem determinadas as doses adequadas para cansuma humant.
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Aautenticidade, inovacaoe qualidade associadas as cervejas artesanais témcontribuido para o aumentoda produgao e consumo desta bebida O factoda cervejaartesanal nao
ser, habitualmente, uma bebida pasteurizada ou filtrada, contribui para a ocoméncia de contaminagbes, nomeadamente, contaminagdes microbiclogicas, nas guais bactérias e
leveduras podem produzir alteracies sensoriais, microbioldgicas, quimicas, e fisicasno produto. &s contaminagGes microbioldgicas podem comprometer a qualidade do produto
final e a salde do consumidor e, como tal, o conhecimento da presenca dos diferentes tipos de contaminantes na cerveja pode ajudar a aplicar diferentes estratégias para o seu
controloe diminuicaodosefeitos nocivos(1,2).

il - Base de dados: PubMede B-on

A presente Revisao Narrativa tem como objetivo principal: . Pala have: “micrabislagical’ “contaminatian * " crafthoar®
identificar os principais contaminantes microbioldgicos e discutiro 2 . Operadores booleanos: "AND' @ 'E}R‘ '
senimpacin na cerveja arzsanal, - Lingua-inglesa, espanhola e partuguesa

3 - Semlimites temporais

+ Acervejaé geralmente um ambiente hostil ao crescimento microbianodevido a presenca de etanol (0,5-10%, v/v), pH baixo (aproximadamente 3,5-4,4), de compostos
amargos dolipulo, elevade teor de didxido de carbono (aproximadamente 0,5%, p/p), baixo teor de oxigénio (0,1 ppm) e auséncia de substancias nutritivas {1). Porém, existem
bactérias e leveduras que tém a capacidade de sobreviver e crescer nestas condigies, comprometendo a gualidade da cerveja.

5
+ Dscontaminantes microbianes podem provirde 3k ﬁg

Matérias-primas Equipamentos e meio envolvente ao Equipamentos e materiais utilizados no
processo de fabrico acondicionamento
Lactobacillus brevis, Pediococcus dammnosus, L,
acasei L, baki] L, tarum, L parabuctner] - . .
Lﬂmﬁshpsemneﬁmﬂe&ﬂaph coccus + Akeraghes organckéticas da cervela;
xylosus e Staphylococeus epidermi 7). + Produgao de compostos coma (2-T):
R ATl  Acido ldtica e dcido acética — | Acidez;
Jav.?nmsisfn.aceﬁﬁ. sfrarae,Asaiabogn;ensiseAsar‘a | «Diacetil - Confere sabores e aromas
armithinalytica Cronabacter d is e Klebsiella “amanteigados”;
oxytocald). «Compostos fendlicos — [Turbidez.
— Wickerhamomyces anamalus, Clavispora lusitaniae, * Aminas biogénicas — Prejudiciais a
| | Nao-Saccharomyeces || wickerhamie ila pararugosa Trich avpides e q
Naganishia adeliensis|d), salide do consumidar,

Figura 1- Contaminantes microbioldgicos da cerveja artesanal e o seuimpacto na cerveja.

As fontes de contaminantes podem ter origem nas matérias-primas, nos equipamentos ou durante o processo deprodugan. Para evitar contaminagdes microbioldgicas €
fundamental adotar boas préticas de produgdo, nomeadamente, uma correta higienizagao, & utilizar matérias-primas de elevada qualidade. Desta forma, obtém-se Cervejas
artesanais de qualidade e gue atendema demanda do consumidor.

Monzi Aldred P, 3 Boari Victor R Prady. Elseviar 2008 pp.403-12 Dispenhslam htips/wawsckncadactoom,/sclence/ aricle,/pi,/ BSTBOLZETIEI 2000350/ 2 VuZ, Fu'W Fu
¥, Tang W, LIRRLIY b 202EEMH4391S003 /¥ 3 Manzd Andrighatted Lombard &, Corich
W Akdred B, P Isclation, and of bape-spoilags lactic ackdbactoratiom micmbeswsd boer FromVictona, Sustraka Josmalof the Instittn of Brewisg 20101160)14-22 /- Latome M Bruzong MC, Do Garcla 'y, Liskind £
entin: 202353))=8-93 /5 | Uz, Secena s, PalopiL e
op LWT-| oy 20174 36 /& Rodrigeae-Saavadia M, lana O, Morans-4 spailag ¥ gicalgy ¥
Intomational 2020, IS109762 /7. VuZ, Lung, Xiaok Sun Y, LIR, SunZ, atal B of TR ThAEES0-T.
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‘drs@ess.ipppt I ) )
RESULTADOS/ DISCUSSAQ

A cerveja artesanal € compesta por quatro ingredientes base, ou seja, 3gua, malte, lpulo e~ Quanto ao0s agiicares redutores (Tabela T, 0 TAR varia entre 1,36-475 g por garrafa de
leveduras. Esta @ uma matriz rica em compostos antioxidantes, nomeadamente compostos. 0,331, sendo o5 valores superiores aos mencionados por Silva et al, (2022) {0857 2 1467g
fendlicos, flavonoides, flavanonas e osderivados dosfloroglucingis o que releva ninteresse do por 0,33L), podendo ser justificads pela utilizagdo de diferentes cervejas O TAR varia entre
seu estudo dada a escassez de evidéncias cientificas'??. Deste modo, surge 3 possibilidadede  estilos decervejas artesanais, o que influenciao processo defermentag o da cervaja®.
correlacionaruma bebida alcodlic iinsparaasalide

0 TCF variou entre 4107 & B.15 mg GAE/q. em que as cervejas Stout [ESF-1S e EL-MS)
demanstraram maiores teores, porém, proximos as cervejas claras. A literatura nao &
- OBJETIVD consistente na correlagio entre o TCF e a colaragao da cerveja. Nos estudos de Censi et al,
(2021 « Silva et al, (2023 as cervejas escuras {ex- Estilo Stout) contém um maior TCF,
enquanto noestudo de Breda et al, (2028 verifica-se um maior TCF emcervejas claras.

Hvaliar, in vitrg a atividade antioxidants de extratos aquosos de cervejas artesanais.

5

METODOS Tabelal. Resultadosrelatives.aosteor de dlcool, TAR € TCF nascervejas analisadas.

1. Obtengaoe tratamento das cervejasartesanais i ESF-IS  Imperial Stout 910% 14392 500,00 768000
EL-MS  Milk Stout 620% 0617,50+0,00 815008
g ks ah i . ﬂfv’i’m» EPT-DB DubbelBelya  680% 8392,5040,00 6204000
_— — - -: EL-Pa  India Pale Ale 6.80% 504667 +10,00 7594028
Ot ) . 5 EPT-PA  Pale e 600% 4121674000 407045
e )

+ Ds compostos antioxidantes caracterizam-se pela capacidade de prevenic ou retardar &
oxidagdo, através da inibicdo de enzimas oxidantes, pela quelagao de ioes metdlicas e
nevtralizacaoderadicaislivies peladoagiode dtomos dehidrogénio ou deeletroes®s,

i
i2. Ensaio do teor de aglicares nedutores (TAR)

[a%a)
- = "{\“ i - prre———— * Mo ensaio da ferrozing as percentagens de inibicao variaram entre 21:96 = 2,03 (ESF-15) e
. ! rprevionn
= = ___! podenies e gheae L #41560=028 [EL-IPA), sendoestas percentagens dependentesda concentragin.
s T
< O ensaio FRAP mede o potencial antioxidante em amostras através da redugdo do ferro
1 férrico(Fe*) a ferro ferroso (Fe**lpelos antioxidantes presentes. Os valores variaram entre
i3 Ensaiodaatividade quelante de metais [ferrozina) i 162.07+133 Mol TE/ 10mg (EPT-DB) 309.40.0,00 kMol TE/ 10mg (EL-IPA) (Tabela2).
_f—?\ o ¥ Y Tabela 2 Resultadosobtidos desensalosdaferrozinae FRAR
il = 4 Y | Cevela  Ferozina(%inkighl  FRAPGMITE/10mg)
s S s sten [Apm——— ESE-15 2196+2,03 303074567
S st EL-MS 2912+ 281 21207+267
. EPT-DB 25264713 162074133
14, Ensaio dopoder antioxidante de redugao do ferro (FRAP) i EL-IPA A1 604028 308.40+0,00
‘,—2\ ERFT-PA 27864075 215404533
r oY -
el | | B - &= ! T | e g AT s Osresultados observados, em particular para a cerveja ELIPA podem advirdacapacidade
o ﬁ EZ antioxidante doscompostos fendlicos presentesnas cerveja
Cervejacom> Atividads quelante
15, Teor de campostas fendlicostotais [TCF) = Cervejacom> valor de FRAP
a2 Pan Ale 3 Melhr TCF
£ g - .
. -  — = . — \Compostos fendlicos como o dcida gélico, galocatequing catequing, cido cafeico, dcido p-
s Fabnae '?'m,_,.,,, e «curndrico, Acida fenilico, hiteoling, epicatequina, kaempferol-3-O-glicosiden, quercetina &
[F] Sl 75 L

acidotrans—cinamicoja foram detetados emcervejas artesanais’

CONCLUSAD

Em suma, &5 amostias em estudo revelam um peder antioxidante promissor, No entanta, sutros ensalos antioxidantes devem ser realizados com ointuite de se averguas outios mecan|smies antiosidantes,
Além disso, o tamanho amostraldeve ser aumentado afim de se obter resultados mais robustos para cada estila de cervejas antesanals.
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Potential impact of packaging type material in beer quality
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Abstract

Background: The materials in which beverages are packed are crucial to maintain quality, nutritional properties. and safety of the
final product. In what beer concerns, and even under optimal storage conditions, its quality deteriorates as the product approaches
the expiration date, regardless of the container type in which it is packed [1]. Therefore, a careful selection of packaging is
imperative to maintain beer’s integrity and quality, when tasted by the consnmer. Objective: This work aims to discuss how the
type of beer packaging influences the integrity and quality of this beverage during storage. Methods: A literature review was
performed, nsing PubMed, b-on, and Web of Science databases, Articles related to the influence of packaging types on beer quality,
in English, and published in the last 5 years were included, Results: Plastic bottles (PB) proved to be the least suitable type of
packaging for long-term storage, as beer exhibits significant changes in volatile compounds, turbidity, color, bitterness intensity,
and decrease in CO; content, unlike glass bottles (GB), aluminum cans (AC), and stainless steel kegs (KG), where these parameters
remain constant [ 1-3]. Furthermore, Brown GB proved to be a more effective barrier against light compared to green GB and PB,
as well as confaining lower amounts of phthalates than beers in PB and AC [4.3]. AC was capable of retaining all organcleptic
characteristics, showing a slight increase in bitterness after 10 months of storage [1]. However. beers stored in AC were
characterized by higher aluminum contents compared to the products stored in glass bottles [6]. Conclusions: The beer packaging
material plays a crucial role in its quality. Thus, GB, AC and KG. due to their barrier characteristics and protection against external
factors, generally outperform PB in preserving the integrity and quality of beer.

Keywords: beer; packaging material; qualiry
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INTRODUCTION
Beer is a beverage susceptible to chemical changes which can result in undesirable
alterations in its intrinsic characteristics, namely, antioxidant and organoleptic properties,
during storage 2 The type of packaging in which beer is stored plays an active role in
presemving its quality, with beer usually being stored in -

(Glass bottles Stainless steel kegs

o ob i)

Each of the packages mentioned has advantages and disadvantages, which is why a careful
selection of the packaging becomes essential so that the beer maintains its integrity and
quiality when tasting by the consumer.

Plastic hotthes

OBIECTIVE

Discuss how the type of beer packaging influences the integrity and quality of the beer
during storage.

METHODS

« Databases: PubMed] f-onand Web of Science
- Keywords: heer stahility”, packaging type” and “physicochemical properties™
+ Boolean operator: "AND"

- Language: English
« Time lmit: last 5 years

RESULTS/DISCUSSION

Glass bottles: inert to beer ingredients, impermeahle to gases and vapors, maintain the freshness of the product for an extended period of time.

General Characteristics® &

PPlastic bottles (ex: polyethylene terephthalate — PET): ralati

ty good [non-airtight)

Metal packaging - Aluminum cans and Stainless steel kegs: protection against ultraviolet light, cormosi

ier against the permeation of gases, aromatic compounds, and maoisture.
large label/ ady

g area, highly effective

harrier to the effects of air, temperature, moisture, light, and microorganisms.

+ The color of the packaging influences protection against light ™.
~ Brown glass bottles protect beer significantly better (sbsorb light) 7,

~" Brown bottles generally protect beer significantly better than green
bottles 7.

1

+" Beer in PET hottles exhibit significant changes in valatile compounds
(acetaldehyde, diacetyl, pentanedions, dimethyl sulfide) after 1 manth 2

+" PET hottles are less suitable for long-term beer storage due to a
significant increase in color values and an extendied foam collapse time
{higher melanoidin content) *

+ [0z levels decrease in PET bottles and remain constant in the other
packaging 2,

+" PET hottles exhibit the greatest changes in turbidity, color, dissolved
oxygen, and hitterness intensity >

+ High variability of foam stability in PET bottles
v Beers hottled in PET exhibited elevated levels of disobutyl phthalste,
dibutyl phithalate, and bis(2—ethylhesxyl) phthalate®

i

8

i

v (Glass bottles better preserve organoleptic characteristics for up to & months 1,
" Greater colloidal stahility in glass hottles %

¥ Foam stability shight decline in glass bottles 5

¥ Beer inglass hottles contains the lowest amounts of phthalates 8.

+ Beeringlass bottles is characterized by a higher sodium content 2.

" Glass bottles had higher anfioxidant activity according to DPPH assay ™

+ Aluminum cans and stainless-steel kegs maintzin all organoleptic
characteristics after six months, while PET and glass bottles exhibit negative
sensory properties *,

" Alurminum cans are more susceptible to the volatilization of beer esters 4.

" Uniform foam stability in cans and kegs =

¥ Beers in aluminum cans showed elevated levels only of his{2-sthylhexyl)
phihalate .

+" Beer in aluminum cans has higher levels of aluminum, manganese, and
coppers.

CONCLUSIONS

In summary, beer packaging plays a crudal role in the quality of the beer. Thus, although there is no ideal packaging for beer storage, and some results are contradictory regarding the sensory
characteristics of beers stored in different types of packaging, it is observed that metal containers and glass bottles, due to their barrier and protection characteristics against extenal factors, generally

outperform plastic hottles inpreserving the integrity and quality of the beverage.
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Abstract

Background: The antioxidant potential of craft beer (CB) may be due to high quality of the raw materials (water, malt, hop and
veast) and traditional techniques [1-4]. The scarcity of studies evaluating the antioxidant potential of CB highlights the relevance
of this study. Objective: fn vitre evaluation of the antioxidant activity of aqueous extracts of Portuguese and Spanish CB.
Methods: Experimental study using six CB with different styles: Milk Stout (EL-MS). India Pale Ale (EL-IPA, ALM-IPA),
Imperial Stout (EME-IS), Oatmeal Stout (ALM-0S), Pilsner (EL-P), Munich Dunkell (B-MD) and two industrial beers. Pilsner
(5-P) and Munish Dunkell (5-MD). The pH, acidity content (AC) and total phenolic compounds (TPC) were determined. The
antioxidant capacity was assessed using 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and the hydrogen peroxide
(H:00) assays, expressed in concentration for 50%; activity inhibition (ICz0). One-way ANOVA and Student’s t-test were used for
statistical analysis in GraphPad® Prism 8.0 software, with a significance level of 0.05. Results: The pH of the beers varied between
3.89+0.00-4.78+0.05 and AC between 0.1310.01-0.44£0.01%. ALM-TPA had the highest TPC value (8.96=0.64mg gallic acid
equivalents/g). IPA style presenred the lower IC s valnes in HxO: (ALM-IPA with an ICs=23.54£1.53pug/mL, p=0.05) and ABTS
(EL-TIPA with an ICs0=55.21=4.68pug/mL, p<0.05) assays. The industrial beers have lower TPC values compared to CB (same
style, p=0.05), and lower capacity to neutralize the H»D» and ABTS radicals. For Omisore er al. (2005), samples with
1C:0=50ug/mL are classified as being moderately active, while samples with ICsp=-50pg/mL have high antioxidant capacity. Also,
the results for IPA style are in line with Breda er o/, (2022), in which light-colored beers had better antioxidant profiles. However,
according to Silva ef al, {2022) the best antioxidant profiles were associated with dark beers. Conclusions: The samples showed
antioxidant potential, but further tests should be carried out considering the complex underlying antioxidant mechanisims.

Keywords: craft beer; antioxidant activity: phenolic compounds
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century”

A craft beeris a functional beverage, which results from the alcohalic fermentation froma
mixture of malt water and hops, using traditional technigues [1,.2]. The high quality of the
raw materials, as well as the absence of pasteurization and filtration processes, generally
result in ahigheer contente of total phenolic compounds and antioxidant activity [3.4). The
scarcity of studies evaluating the antioxidante potencial of craft beerextracts highlights the
relevanceof this study.

In vitro evaluation of the antioxidant activity of aqueous extracts of
Partuguese and Spanish craft beers.,

1.0t g and proc lbeers
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« Beer's pH varied between 3 89- 478, where 5-MD presentedthe lowest value and B-MD
the highestpH value(Table 7).

« The AC varied between 013 - D.44%, where 5-P presented the lowest value AC and
ALM-DSthe highest AC value(Table 7).

 The results are inaccordance with Silva et al, {2022) in which the pH values of the studied
samplesrangedfrom 4.27 - 4 92 and ACvalues from 010 - 062% [3].

pH and acidity are crucial factors in brewing because they influence the quality of the beerin
sensory parameters and guarantee biolegical and chemical stability,
The brewing industry considers that pH should vary between 3.90- 4.20 5],

1ORE

Tabbe1- Chemical charactersticsof the beers under study.

Type  Style Code  Source  Craftorindustial  pH AC (%)
Milkstour  EL-MS  Spanish Craft 4512001 0.25+002
Imperial Stout  EME-IS Spanish Craft 4356001 028000

Ale _Oatrneal Stout ALM-05  Portuguese Craft 449:001  0.44:000
EL-IPA  Spanish Craft 463:000 0.33+000
IndaPale e ) MAPA pomuguese  Coft 4594003 018000

5P Porfuguese Industrial 4432001 013£00

Plser Ep spanish Coft | ATA£00 0195001

LR nchen 5D Portuguese  Industrial  3.89¢000  013£0.01
Dunkell B-MD__ Portuguess Craft 478005 037000

« TPC values ranged from 4.62-8:96 mg GAE/g (Table 21 These results are similar to
Censi et al, (2021)in wich TPC of the studied samples ranged from 18.96 - 3093 mg
GAE/g 8]

= 1 TPCvalua (ALM-IPA};

I|_| 1 IG5y values in ABTS assay (EL-IPA, p=0.05);

mdm  |Csgvalues in Hy0; assay (ALM-IPA, p<0.05).
Pale Ak

G

The results for IPA style are in line with Breda et al, (2022), in which light-colored
beers had better antioxidant profiles, However, according to Sitva et al, (2022) the
best antioxidant profiles were associated with dark beers [3.4].

é J.TPEvduescumpared‘tnmftheer{same style,p<0.05)
| Capacity to neutralize the ABTSand H,0, radicals.
Industrial
lbeer
~ For Omisore et al, (2005), samples with ICo< 50 pg/mL have high antioxidant capacity,
while sampleswith I, 50 pg/mL are classified as beingmoderately active 7]
Table 2-TPC and antioxidant capacity accanding to thie ABTS and H 0. assays.

Code TPCImgGAE )  ABTSICopgimb)  H0,{IC,peimL)
EL-MS 7954069 7420437 3379082
EME-IS 4624016 10898 +5449 36042257
ALM-OS 7.24+040 8794438 34284224
EL-IPA 732+0.48" 55.21+4.68" 31604105
ALMAIEL .96 £0,64° B32T+02T1 2354 4153F
B 517 +0.08 11456547 50924324
EL-P 668+0.00° H430+4.27 40924134
5D £,29+0.08 123854687 S0.65+504"
BMD 806056 BOEB+4TY 3TH2+1237

R—— " [P
w i

« The antioxidant potencial of the samples studied may come from their composition in
phenolic compounds such 25 gallic acid gallecatechin catechin, caffeic acid, pcoumaric
acid, ferulic acid, luteolin epicatechin, kaempferol-3-o-glucoside, quercetin and trans-
cinnamic acid identifiedinportuguesecraftbeers (4]

The samples showed antioxidant potential, but further tests should be carried out
considering the complex underling antioxidant mechanisms.
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Protocolos experimentais
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Acidez Total

A acidez total € comummente determinada pelo método

de titulometria.
Principio da técnica

Este método baseia-se na reacao quimica entre a solugao
de concentracdo conhecida (titulante) e a solucdo de
concentracao desconhecida (titulado), com o intuito de
quantificar o titulado com base no volume de titulante
necessario para atingir o ponto de equivaléncia, que neste

caso ocorre quando o pH atinge 8,2 (ASBC, n.d.).

Protocolo (adaptado de Silva et al. (2022))

1. Adicionar NaOH 0,1M (titulante) a15 mL da amostra, até
elevar o pH até 8,2. Nota: o leitor de pH deve ser
previamente calibrado de acordo com as instrucées do
equipamento.

2. Calcular a acidez total pela férmula:

: e s (Volume de NaOH X 0,9)
Acidez Total (% de acido latico) =

Volume de titulado

Protocolo Experimental 1

I —
ASBC. (n.d). Beer 8. Total acidity as

“titratable acidity.” Retrieved September
30, 2024, from
https://www.ashcnet.org/Methods/B
eerMethods/Pages/Beer-8-
MasterMethod.aspx

Silva, S., Oliveira, A, Cruz, A, Oliveira, R,
Almeida, R, & Pinho, C. (2022).
Physicochemical Properties  and
antioxidant activity of portuguese craft
beers and raw materials. Molecules,
27(8007), 1-15.
https://doi.org/10.3390/molecules27
228007

Materiais requisitados:

Leitor de pH.

Reagentes:

Hidréxido de sddio (NaOH).

Solucées de ensaio:

Solucao stock:

Solucago de NaOH 01 M
(M=39,997 g/mol): Pesar
0,3999 g de NaOH e dissolver

em 100 mL de agua destilada.
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Protocolo Experimental 2

]
Jain, A, Jain, R, & lain, S. (2020).

Quantitative analysis of reducing sugars
by 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNSA
method). In Basic Techniques in
Biochemistry, Microbiology and
Molecular  Biology: Principles and
Techniques (pp. 181-183). Springer US.
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-
9861-6_43

Silva, S., Oliveira, A, Cruz, A, Oliveira, R,,
Almeida, R, & Pinho, C. (2022).
Physicochemical ~ Properties  and
antioxidant activity of portuguese craft
beers and raw materials. Molecules,
27(8007), 1-15.
https://doi.org/10.3390/molecules27
228007

Materiais requisitados:

Espectrofotémetro UV/VIS.

Reagentes:
Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS);
Glicose:

Hidroxido de sddio (NaOH).

Solugdes de ensaio:
Solugdo de glicose 1000 mg/L:
Dissolver 0,0100 g de glicose em 10

mL de dgua destilada.

Solucao de DNS 1%:

Dissolver 0,0400g de DNS em 800
pL de NaOH 2 M. Adicionar 1,2000g
de tartarato de sddio e potdssio.

Diluir em 40 mL de dgua destilada.

Nota:
Todas as solucbes preparadas sao

sensiveis aluz.

Teor de Acticares Redutores (TAR)

O TAR é comummente determinado pelo método

colorimétrico do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

Principio da técnica

0 ensaio DNS baseia-se na oxidacao dos grupos carbonilo
dos acucares redutores pelo reagente DNS, resultando numa
mudanca de cor da solucao de amarelo para vermelho-
castanho (Jain et al,, 2020). A intensidade dessa coloracao é
diretamente proporcional a quantidade de acticares redutores

presentes na amostra (Jain et al., 2020).

Protocolo (adaptado de Silva et al. (2022))

Preparacao da curva de calibracao

1. Construir uma curva de calibracdao na faixa de
concentracoes finais 50-1000 mg/L:

1.1. Dissolver a solucao de glicose 1000 mg/L em &dgua
destilada de forma a preparar o volume total de 3 mL
das solucoes de concentracao 50,100,200, 400,600
e 800 mg/L;

1.2. Misturar 1000 pL da solucao de glicose diluida com
1000 pL da solucdo de DNS (1%); (Realizar 3 ensaios
independentes)

1.3. Preparar um branco para cada ensaio independente
(1000 pL de dgua destilada + 1000 pL da solucao de
DNS (1%);

1.4.Incubar a 100 °C durante 5 minutos no escuro. De

seguida, incubar em banho de gelo durante 5 minutos;
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1.5.Ler a absorvancia a 540 nm usando um Protocolo Experimental 2
espectrofotémetro  UV-Vis, contra o branco I
Solucao stock:

preparado; Solugdo de NaOH 2 M (M=39,997

1.6. Construir a curva de calibracdo (faixa de linearidade =~ 9/mol): Pesar 15999 g de NaOH e
dissolver em 20 mL de 4&gua
50-1000 mg/L,r>0,999).

destilada.

Ensaio TAR

1. Adicionar1000 pL dasolucao de DNS (1%) a1000 uL da
amostra (cerveja, e cerveja + extrato aquoso/etandlico
de cereja variedade ‘Lapins’); (Realizar 3 ensaios

independentes)

2. Preparar um branco para cada ensaio independente
(1000 pL de agua destilada + 1000 pL da solucao de
DNS (1%));

3. Incubar a 100 °C durante 5 minutos no escuro. De
seguida, incubar em banho de gelo durante 5 minutos no

escuro;

4. Ler a absorvancia a 540 nm usando um

espectrofotometro UV-Vis, contra o branco preparado;

5. Converter os valores da absorvancia em mg de
equivalentes de glicose (GE)/L de amostra por meio da
curva de calibracao de glicose, para obter uma
correlacao entre a absorvancia da amostra e a
concentragao padrao (faixa de linearidade = 50-1000

mg/L,r>0,999).
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Protocolo Experimental 3

Ciocalteu method for the measurement
of total phenolic content and antioxidant
capacity. In Measurement of Antioxidant
Activity and Capacity: Recent Trends and
(pp. 107-115).
https://doi.org/10.1002/97811191353

88.ch6

Pires,).S., Torres, P. B, Santos,D.Y.A.C,

Applications

& Chow, F. (2017). Ensaio em microplaca
de substancias redutoras pelo método
do Folin-Ciocalteu para extratos de
algas. Instituto de  Biociéncias,
Universidade de Sao Paulo, 1-5.

Silva, S., Oliveira, A, Cruz, A, Oliveira, R,,
Almeida, R, & Pinho, C. (2022).
Physicochemical ~ Properties  and
antioxidant activity of portuguese craft
beers and raw materials. Molecules,
27(8007), 1-15.
https://doi.org/10.3390/molecules27
228007

Materiais requisitados:

Espectrofotémetro UV/VIS.

Reagentes:
Acido galico;
Carbonato de sédio (Na-COs);

Folin-Ciocalteu.

Solucgoes de ensaio:

Solucdo de dcido gdlico 1
mg/mL: Pesar 0,0010 g de
acido gdlico e dissolver em 1 mL

de agua destilada.

Ensaio Teor de Fendlicos Totais (TPC)

O TPC é comummente determinado pelo método de Folin

Ciocalteu.
Principio da técnica

Este método baseia-se na reacao de transferéncia de
eletrdes, na qual se mede a capacidade redutora do
antioxidante, ou seja, a capacidade dos compostos fendlicos,
presentes na amostra, reduzirem o reagente Folin-Ciocalteu,
alterando a coloracdo de amarelo para azul (Lamuela-

Raventds, 2017: Pires et al., 2017).

0 acido galico é, habitualmente, usado como composto
padrao de referéncia, sendo os resultados expressos em

equivalentes de acido galico (mg GAE/L) (Pires et al., 2017).
Protocolo (adaptado de Silva et al. (2022))
Preparacao da curva de calibragao

1. Construir uma curva de calibracdo na faixa de
concentracoes finais 5-100 pug/mL:

1.1. Dissolver a solucao de acido gdlico 1 mg/mL em dgua
destilada de forma a preparar o volume total de 2 mL
das solucoes de concentracao 5, 10, 20, 40, 60, 80,
100 pg/mL;

1.2. Misturar 250 pL da solucao de dcido galico diluida com
1,25 mL do reagente Folin-Ciocalteu 0,2 M. Repousar
por 5 minutos, a temperatura ambiente no escuro. Em
seguida, adicionar 2 mL de solucao de Na.C0; (75 g/L)
e adicionar dgua destilada até perfazer 5SmL; (Realizar 3

ensaios independentes)
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1.3. Preparar um branco para cada ensaio independente
(250 pL de dgua destilada+1,25 mL de Folin-Ciocalteu
+2mL de Na.Cos);

1.4.Incubar a mistura por 1 hora, a temperatura ambiente

No escuro;

1.5.Ler a absorvancia a 760 nm wusando um
espectrofotometro  UV-Vis, contra o branco
preparado;

1.6. Construir a curva de calibracao (faixa de linearidade =

5-100 ug/mL, r>0,999).

Ensaio TPC

1.

Misturar 250 uL da amostra (1mg/mL) com 1,25 mL do
reagente Folin-Ciocalteu 02 M. Repousar por 5
minutos, a temperatura ambiente no escuro. Em
seguida, adicionar 2 mL de solucdo de NaCOs (75g/L).
Adicionar agua destilada até perfazer 5 mL; (Realizar 3

ensaios independentes)

2. Preparar um branco para cada ensaio independente

(250 pL de dgua destilada + 1,25 mL de Folin-Ciocalteu
+2 mL de NazCos):

3. Incubaramisturapor1hora, atemperatura ambiente no

4. Ler a

escuro;

absorvancia a 760 nm usando um

espectrofotdmetro UV-Vis, contra o branco preparado;

5. Converter os valores da absorvancia em mg GAE/L da

amostra por meio da curvade calibragcao de acido galico,
para obter uma correlagao entre a absorvancia da
amostra e a concentracao padrao (faixa de linearidade =

5-100 pg/mL, r>0,999).

Protocolo Experimental 3

1
Solucdo de Na20s 75 g/L:

Dissolver 3,7500 g de Na2COs em
50 mL de dgua destilada.

Reagente Folin-Ciocalteu 0,2 M:
Diluir 3,1 mL de Folin-Ciocalteu em

27,9 mL de dgua destilada.

(volume suficiente para construgao da
curva de calibracao nas condicbes

descritas no ensaio)

ou

Solucdo de Na:00s 75 g/L:
Dissolver 0,9750 g de Na2CO3 em13
mL de dgua destilada.

Reagente Folin-Ciocalteu 0,2 M:
Diluir 0,8 mL de Folin-Ciocalteu em

7.2 mL de dgua destilada.

Solucdo amostra 1 mg/mL: Pesar
0,0010 g da amostra e dissolver em

1mL de dgua destilada.

(todas as solucdes sao preparadas com
volume suficiente para testar uma
amostra nas condicbes descritas no

ensaio)

Nota:
Todas as solucbes preparadas sao

sensiveis aluz.
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Protocolo Experimental 4

Timén, M. L. (2021). Study of antioxidant
activity and phenolic compounds of
extracts obtained from different craft
beer by-products. Journal of Cereal
Science, 98(103162), 1-8.
https://doi.org/10.1016/j.jcs.2021.1031
62

Re, R, Pellegrin, N, Proteggente, A,
Pannala, A, Yang, M., & Rice-Evans, C.
(1999). Antioxidant activity applying an
improved  ABTS  radical  cation
decolorization assay. Free Radical
Biology & Medicine, 26.
https://doi.org/10.1016/s0891-
5849(98)00315-3

Materiais requisitados:

Espectrofotémetro UV/VIS.

Reagentes:

Acido 2,2"-azino-his(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS);

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-carboxilico
(Trolox);

Etanol absoluto;

Persulfato de potdssio (K20sS2):

Tampao fosfato-salino (PBS).

Solucdes de ensaio:
Solugdo amostra 15 mg/mL:
Dissolver 0,2250 g da amostra em

15 mL de dgua destilada.

Ensaio de Neutralizacao do Acido 2,2-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)

0 ensaio de neutralizacao do ABTS € utilizado para detetar

a capacidade antioxidante das amostras em estudo.

Principio da técnica
O ensaio baseia-se na capacidade do antioxidante reduzir
o radical ABTS*, através da transferéncia de um eletrao ou
pela cedéncia de um hidrogénio (Re et al, 1999). Na presenca
do radical ABTS* a solucao apresenta uma coloracao azul-
esverdeado, diminuindo a intensidade de coloracao quando o

mesmo é neutralizado (Re et al., 1999).

Protocolo (adaptado de Petrén et al. (2021))
Preparacao da amostra e controlo-positivo
O sequinte ensaio é adaptado para testar 9 concentragoes
diferentes da cerveja, extrato aquoso/etandlico de cereja
variedade “Lapins’, e cerveja + extrato aquoso/etandlico de
cereja variedade “Lapins”, e Trolox (controlo-positivo). Desta
forma, para cada amostra foram efetuadas 9 concentragoes
10 vezes mais concentradas, obtendo-se as concentracoes
10, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000 e 10000 pg/mL

para serem testadas.

Ensaio ABTS
1. Misturar2,5mL dasolucaode ABTS7mMcom25mL
da solucdao de Kz0sS: 2,45 mM. Homogeneizar e
deixar repousar a temperatura ambiente durante 12-

16 horas, no escuro;
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2. Findo esse tempo, ler a absorvancia a 734 nm no
espectrofotémetro  UV-Vis, até atingir uma
absorvancia igual 0,70 (ajustar com a adicao de PBS
se a absorvancia > 0,70 ou com a adicao de ABTS"' se
a absorvancia <0,70), contra o branco (PBS);
Adicionar 2700 pL da solucao de ABTS* a 300 pL da
amostra ou de trolox, nas diferentes concentracoes;
(Realizar 3 ensaios independentes)
Preparar um branco para cada ensaio independente
(300 pL de agua destilada + 2700 pL da solucao de
ABTS);
Apds 30 minutos de incubacao, a temperatura
ambiente no escuro, medir a absorvancia a 734 nm
usando um espectrofotémetro UV-Vis;
Medir a absorvancia das amostras/controlo-positivo
iniciais e apds adicao da solucao de ABTS*, e do branco
a 734 nmusando um espectrofotémetro UV-Vis;
Calcular a atividade de neutralizacao do radical ABTS*
pela formula:

Inibicio de ABTS (%) = APS-B=4bs.A) 0
nibicao de (%) = b B

Protocolo Experimental 4

Solucao de Trolox 15 mg/mL:
Dissolver 0,2250 g de trolox em 15

mL de etanol absoluto.

Solugcao ABTS 7 mM (M=548,680
g/mol): Dissolver 0,0096 g de
ABTS em 2,5 mL de dgua destilada.

Solucdo de Ka:08S: 2,45 mM
(270,322 g/mol): Dissolver 0,0017
g de K208S2 em 25 mL de dgua

destilada.

(todas as solugdes sao preparadas com
volume suficiente para testar uma
amostra nas condi¢oes descritas no

ensaio)

Nota:
Todas as solucOes preparadas sao

sensiveis aluz.

Abs. A: (Absorvancia da amostra + solucao de ABTS') -

Absorvancia da amostra inicial; Abs. B: Absorvancia do branco.

8. Expressar o resultado em ICso.
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Protocolo Experimental 5

|
Bhatti, M. Z., Ali, A, Ahmad, A., Saeed, A.,

& Malik, S. A. (2015). Antioxidant and
phytochemical analysis of Ranunculus
arvensis L. extracts. BMC Research
Notes, 8(279), 1-8.
https://doi.org/10.1186/513104-015-

1228-3

Nur Alam, M. Jahan Bristi N, &
Rafiquzzaman, M. (2012). Review on in
vivo and in vitro methods evaluation of
antioxidant activity. Saudi
Pharmaceutical Journal.
https://doi.org/10.1016/].jsps.2012.05.
002

Materiais requisitados:
Espectrofotémetro UV/VIS;
Leitor de pH.

Reagentes:

Fosfato de potdssio monobasico
(KHzPO4);

Hidréxido de sédio (NaOH);
Perdxido de hidrogénio (H202).

Solucoes de ensaio:
Solucdo amostra 7,5 mg/mL:
Dissolver 0,1125 g daamostraem15

mL de dgua destilada.

Solucdao de acido ascérbico 7,5
mg/mL:

Dissolver 01125 g de &cido
ascorbico em 15 mL de d&gua

destilada.

Ensaio Peréxido de Hidrogénio (H.0)

O ensaio perdxido de hidrogénio é utilizado para
determinar a capacidade antioxidante das amostras em

estudo.
Principio da técnica

O H.0. decompde-se em agua e oxigénio o que pode
resultar na formacao de radicais hidroxilo. O antioxidante ird
neutralizar as moléculas de H.0,, impedindo que este forme
radicais livres iniciadores da cadeia oxidativa (Nur Alam et al.,

2012).

Protocolo (adaptado de Bhatti et al. (2015))

Preparacao da amostra e controlo-positivo

0 seguinte ensaio é adaptado para testar 9 concentragoes
diferentes da cerveja, extrato aquoso/etandlico de cereja
variedade “Lapins”, e cerveja + extrato aguoso/etandlico de
cereja variedade “Lapins’, e dcido ascdrbico (controlo-
positivo). Desta forma, para cada amostra foram efetuadas 9
concentracdes 5 vezes mais concentradas, obtendo-se as
concentracoes 5, 25, 50, 125, 250, 500, 1250, 2500 e 5000

ug/mL para serem testadas.

Ensaio H:0:

1. Adicionar 3000 pL de tampao fosfato de potassio 0,2
M, e 1000 puL da solucao de H.0> 40 mM a 1000 pL da
amostra ou de acido ascérbico, nas diferentes
concentracoes; (Realizar 3 ensaios independentes)

2. Preparar um branco para cada ensaio independente
(1000 pL de dgua destilada + 3000 pL da solucao de
tampao KHzP0,0,2 M +1000 uL da solucao de H.0240
mM);
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3. Apds 10 minutos de reacao, a temperatura ambiente no Protocolo Experimental 5

escuro, medir a absorvancia a 230 nm usando um I
Solucdo de KH2PO2 02 M

espectrofotémetro UV-Vis; {M=136,086 g/mol): Dissolver

4. Medir a absorvancia das amostras/controlo-positivo 34022 g de fosfato de potdssio

monohasico em 125 mL de agua

iniciais, e do branco a 230 nm usando um , . .
destilada. Adicionar NaOH até obter

espectrofotémetro UV-Vis; um valor de pH de 7,4.

5. Calcular a atividade de neutralizacao do radical ABTS*
Solucao de H02 40 mM

elaformula:
P {M=34,015 g/mol, %(m/V)=30%):
Abs.B — Abs. A ;
Neutralizacio de H,0, (%) = ( ) 100 Dissolver 14511 puL de H202 em
Abs.B 31,85 mL da solugao de KH2P04 0,2

Abs. A: (Absorvancia da amostra + tampao fosfato de potdssio 0,2 M. Nota: preparar imediatamente antes

M + solucao de H-0, 40 mM) - Absorvancia da amostra inicial; Abs. da sua utilizagao.

B: Absorvancia do branco.
(todas as solugbes sdo preparadas com

volume suficiente para testar uma

6. Expressaroresultado em ICso. o ,
amostra nas condi¢des descritas no

ensaio)

Nota: Todas as solu¢des preparadas sao

sensiveis aluz.

Solucao stock:

Solugao de NaOH 10 M (M=39,997
g/mol): Dissolver 39997 g de
NaOH em d4gua destilada

perfazendo o volume até aos 10 mL.
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Protocolo Experimental 6

R., Lupidi, G., Angeloni, C., Pruccoli, L.,
Tarozzi, A, & Martino, P. D. (2021). New
antioxidant ingredients from brewery
by-products for cosmetic formulations.
Cosmetics, 8(96), 1-18.
https://doi.org/10.3390/cosmetics80
40096

Ulloa,P. A, Vidal, )., Avila, M. 1, Labbe, M.,
Cohen, S., & Salazar, F. N. (2017). Effect
of the addition of propolis extract on
bioactive compounds and antioxidant
activity of craft beer. Journal of
Chemistry, 2017, 1-7.
https://doi.org/10.1155/2017 /671605
3

Urrea-Victoria, V., Pires, J., Torres, P. B,,
Santos,D. Y. A. C.dos, & Chow, F. (2016).
Ensaio antioxidante em microplaca do
poder de redugao do ferro ( FRAP ) para
extratos de algas. Instituto de
Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo,
1-6.

Materiais requisitados:
Espectrofotémetro UV/VIS;
Incubadora;

Leitor de pH.

Reagentes:
2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina
(TPTZ);

Acetato de sddio;

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico
(Trolox);

Acido acético glacial;

Acido cloridrico;

Cloreto de ferro;

Etanol absoluto.

Ensaio de Determinacao do Poder de Reducao do lao

Ferro (FRAP)

O ensaio FRAP permite a determinacao do poder

antioxidante das amostras em estudo.

Principio da técnica
O ensaio baseia-se na reducao do ido férrico (Fe®),
presente no complexo 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), a
ido ferroso (Fe**) pela transferéncia de eletrdes. Quando
ocorre a reducao a solucao altera a sua coloracao de roxo-

claro para roxo-intenso (Urrea-Victoria et al., 2016).
Protocolo (adaptado de Censi et al. (2021) e Ulloa et al.
(2017))
Solucao de trabalho com TPTZ:

1. Misturar 75 mL de acteto de buffer 0,3 M, 7,5 mL da
solucao de TPTZ10 mM e 7,5 mL de solucao de cloreto
de ferro 20 mM; Nota: Os volumes mencionados sao
necessdrios para a construcao da curva de calibracao. Para

testar uma tinica amostra é necessario um volume total de

14,40 mL de solucao de trabalho com TPTZ.
2. Proteger daluz e colocar no gelo.
Preparacao da curva de calibragao

1. Construir uma curva de calibracao na faixa de

concentracoes finais 25-900 pM:
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1.1. Dissolver a solucao de trolox 1000 uM em agua
ultrapura de forma a preparar o volume total de 80 pL
das solucdes de concentracao 25, 50, 100, 200, 300,
400,500,600,700,800,900 uM. Adicionar 2400 pL

de solucdo de trabalho de TPTZ; (Realizar 3 ensaios

independentes)

1.2. Preparar um branco para cada ensaio independente
(80 uL de dgua ultrapura + 2400 pL de solucao de
trabalho de TPTZ):

1.3.Finda a preparacao das diferentes concentracoes a
serem testadas, incubar a 37 °C, no escuro, durante 15

minutos:

1.4.Seguidamente, deixar repousar, a temperatura

ambiente no escuro, durante 5 minutos;

15.Medir a absorvancia a 593 nm usando um

espectrofotémetro  UV/VIS, contra o branco

preparado;

1.6. Construir a curva de calibracao (faixa de linearidade =

25-900 uM, r>0,999).

Ensaio FRAP

Adicionar 2400 pL da solucao de trabalho TPTZ a 80

uL da amostra 10 mg/mL (cerveja, extrato
aquoso/etandlico de cereja variedade “Lapins’, e
cerveja + extrato aquoso/etandlico de cereja variedade

“Lapins”); (Realizar 3 ensaios independentes)

Protocolo Experimental 6

]
Solugdes stock:

Solucao de acetato de Buffer 0,3
M (M=82,034 g/mol): Dissolver
2,4610 g de acetato de sddio em 10
mL de dgua ultrapura. Adicionar
acido acético glacial até obter um
valor de pH de 3,6. Posto isto,
perfazer o volume até aos 100 mL

com dgua ultrapura.

Solugao de acido cloridrico (HCI)
40 mM (36,461 g/mol): Dissolver
78,8 uL de HCl a 37% em dgua
ultrapura, perfazendo o volume de

20mL.

Solugdes de ensaio:

Solucgo de TPTZ 10 mM
(M=312,332 g/mol): Dissolver
0,0312 g de TPTZ em HCl 40 mM

perfazendo o volume de 10 mL.

Solucdo de Cloreto de Ferro 20
mM (M=162,204 g/mol): Dissolver
0,0324 g de cloreto de ferro em
dgua ultrapura perfazendo o volume

de10 mL.

Soluggo  Trolox 1000 pM
(M=250,291 g/mol): Dissolver
0,0063 g de trolox em etanol
absoluto perfazendo o volume de
25mL.
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Protocolo Experimental 6

1
Solucdo amostra 10 mg/mL:

Dissolver 0,0100 g da amostraem1

mL de dgua destilada.

(todas as solugdes sao preparadas com
volume suficiente para testar uma
amostra nas condicoes descritas no

ensaio)

Nota:as solugdes de cloreto de ferro ede
trolox devem ser preparadas no dia do
ensaio e devem ser colocadas no gelo.

Todas as solugdes preparadas sao

sensiveis a luz.

Preparar um branco para cada ensaio independente (80
ulL de agua ultrapura + 2400 uL de solugao de trabalho
de TPTZ);

Incubar a 37 °C durante 15 minutos, e repousar, a

temperatura ambiente no escuro, durante 5 minutos;

Medir a absorvancia a 593 nm usando um

espectrofotémetro UV/VIS, contra o branco preparado;

Converter os valores da absorvancia em pumol de
equivalentes de trolox (TE)/g da amostra por meio da
curvade calibracao de trolox, para obter uma correlacao
entre a absorvancia da amostra e a concentracao

padrao (faixa de linearidade = 25-900 uM, r > 0,999).
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Ensaio Atividade Quelante de Metais (MCA)

0 ensaio MCA, também designado de ensaio da ferrozina,
é utilizado para determinacao da atividade antioxidante das

amostras em estudo.
Principio da técnica

0O ensaio baseia-se na capacidade do antioxidante quelar
o ido ferroso (Fe?*), prevenindo a sua oxidacao e a formacao
de complexos com a ferrozina (Adjimani & Asare, 2015).
Quando o Fe** reage com a ferrozina forma um complexo
vermelho (Adjimani & Asare, 2015). Desta forma, quanto mais
incolor for a solucdo maior sera a atividade antioxidante da

amostra.
Protocolo (apatdado de S. Silva et al. (2022))

Preparacao da amostra e controlo-positivo

O seguinte ensaio é adaptado para testar 9 concentracoes
diferentes da cerveja, extrato aquoso/etandlico de cereja
variedade “Lapins’, e cerveja + extrato aquoso/etandlico de
cereja variedade “Lapins”, e EDTA (controlo-positivo). Desta
forma, para cada amostraforam efetuadas 9 concentracoes 3
vezes mais concentradas, obtendo-se as concentracoes 3,15,
30, 75, 150, 300, 750, 1500 e 3000 ug/mL para serem

testadas.

Ensaio da Ferrozina

1. Numaplacade 96 pocos adicionar a cada 3 pocos 50 pL
da amostra ou de EDTA, a diferentes concentracoes e
50 pL de solucao FeSO4 0,15 mM. Repousar por 5

minutos a temperatura ambiente e protegida da luz;

Protocolo Experimental 7

Antioxidant and free radical scavenging
activity of iron chelators. Toxicology
Reports, 2.
https://doi.org/10.1016/j.toxrep.2015.
04.005

Silva, S., Oliveira, A, Cruz, A, Oliveira, R,
Almeida, R, & Pinho, C. (2022).

Physicochemical ~ Properties  and

antioxidant activity of portuguese craft
beers and raw materials. Molecules,
27(8007), 1-15.
https://doi.org/10.3390/molecules27
228007

Material requisitado:
Leitor de microplacas;

Microplaca de 96 pocos.

Reagentes:

Acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA):

Hidrato de sal monossddico do
acido 5,6-difenil-3-(2-piridil)-1,2,4-
triazina-4,4"-dissulfénico
(Ferrozina):

Sulfato ferroso (FeS0a).

Solugdes de ensaio:

Solucdo de FeSOs 0,15 mM (M=
151,908 g/mol): Dissolver 0,0011g
de sulfato ferroso em dgua destilada
perfazendo o volume até aos 50 mL.
Nota: Armazenar no frigorifico.
Solucao de Ferrozina 0,5 mM
{(M=492,462 g/mol): Dissolver
0,0012 g de ferrozina em 5 mL de
dgua destilada. Nota: Armazenar no
frigorifico.
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Protocolo Experimental 7

]
Solugdo amostra 3 mg/mL:

Dissolver 0,0045 g da amostra em

1,5 mL de dgua destilada.

Solugdo de EDTA 3 mg/mL:
Dissolver 0,0045 gde EDTAem 15

mL de dgua destilada.

(todas as solugdes sao preparadas com
volume suficiente para testar uma
amostra nas condicOes descritas no

ensaio)

Nota: Todas as solugdes preparadas sao

sensiveis aluz.

Seguir o seguinte esquema (usar
metada da placa de 96 pogos por ensaio

independente):

Al | A1 | AT B1 | C | AS

A2 | A2 | A2 [B2 | C | AS

A3 | A3 | A3 [ B3 | C | AS

A4 | A4 | A4 | B4

A5 | A5 | A5 | BS B9

A6 | A6 | A6 | B6

A7 | AT | AT | BT

A8 | A8 | AB | B8

1-menor concentragao da amostra

9 - maior concentracao da amostra

[1 50 L de extrato + 50 plL de
FeS040,15mM + 50 plL de ferrozina
[150 uL de extrato + 50 pL de
FeS040,15mM
[]50uL de FeS040,15mM + 50
plL deferrozina

2. Adicionar 50 pL de ferrozina 05 mM. Agitar
vigorosamente em cruz e deixar repousar por 10
minutos a temperatura ambiente e protegida da luz;

(Realizar 3 ensaios independentes)

3. Leraabsorvanciaa 562 nm com recurso a um leitor de

microplacas;

4. Calcular a capacidade quelante das amostras usando a
formula:
(Abs.C — Abs. A)

Atividade quelante (%) = s C x 100

Abs. A: Absorvancia da amostra (Extrato + Sulfato ferroso +
Ferrozina) — Absorvancia controlo-negativo (Extrato +
Sulfato ferroso); Abs. C: Absorvancia do controlo-positivo

(Sulfato ferroso + Ferrozina).

5. Expressaroresultado em ICso.
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Cultura de células HepG2

As linhagens de células de hepatoma humano, HepGe,
exibem morfologia semelhante a epitelial e foram isoladas de

um jovem branco de 15 anos com carcinoma hepatocelular.

Principio da técnica
As linhagens de células HepG2 crescem e replicam-se
indefinidamente em cultura com os nutrientes apropriados,

sendo usadas in vitro para diversos tipos de pesquisa.

Protocolo de descongelamento de células

1. Colocar as aliquotas do meio de cultura (MEM) em
banho de dgua a 37 °C durante 10 minutos;

2. Descongelar, a temperatura ambiente ou em banho de

agua a 37 °C, as aliquotas com as células, nao
ultrapassando os 2/3 minutos para diminuir o stress
celular:
Nota: A partir deste ponto todas as operacdes devem ser
realizadas sob condicdes assépticas. E todo o material deve
ser pulverizado com dlcool a 70° antes de ser colocado no
interior da CFLV.

3. Em simultaneo com o descongelamento, transferir 4
mL de meio de cultura para um frasco de cultura celular
de25cm?

4. De sequida, transferir 1 mL da suspensao celular para o
frasco de cultura celular, e homogeneizar em cruz;

5. Incubar na estufa a uma temperatura de 37 °C e 5% de

CO..

Protocolo Experimental 8

Para mais informacdes consultar Ficha
do  Produto HepG2  HB-8065

(www.atcc.org)

Material requisitado:

Banho de agua;

Camara de fluxo laminar vertical
(CFLV);

Estufa incubadora 37 °C e 5% de
COz;

Frasco de cultura celular 25 cm?.

Reagentes:

Eagle’s Minimum Essential Medium
(MEM);

Mistura de antibiético-antimicético;
Soro bovino fetal (FBS).

Solugodes:
0 meio MEM é suplementado com
10% de FBS e 1% da mistura de

antibidtico-antimicdtico.
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Protocolo Experimental 8

1
Material requisitado:

Banho de agua;

Camara de fluxo laminar vertical
(CFLV);

Estufa incubadora 37 °C e 5% de
COz;

Miscroscdpio dtico invertido.

Reagentes:

Meio MEM.

Nota: Procede-se a mudanca de meio de
cultura se a confluéncia das células for

inferior a 80%.

Material requisitado:

Banho de agua;

Camara de fluxo laminar vertical
(CFLV);

Estufa incubadora 37 °C e 5% de
COz;

Miscroscdpio dtico invertido.

Reagentes:
Meio MEM;
Tampao fosfato-salino (PBS);

Tripsina.

Protocolo de mudanca de meio de cultura

1.

Colocar a aliquota do meio de cultura (MEM) em banho
de dgua a 37 °C durante 10 minutos;

Nota: todo o material é pulverizado com dlcool a70° antes de
ser colocado no interior da CFLV.

Retirar o frasco com a cultura celular da estufa e
ohservar as células ao microscaopio 6tico invertido;

No interior da CFLV, aspirar o meio sobrenadante
presente no frasco de cultura celular;

Adicionar 5 mL do meio MEM,;

Homogeneizar o frasco de cultura em cruz e armazenar

na estufa a temperaturade 37 °Ce 5% de CO..

Protocolo de subcultura

Quando as células estao confluentes é necessario

proceder a subcultura, de forma a que estas possam continuar

a crescer.

1.

4.

Colocar a aliquota do meio de cultura, PBS e tripsina em
banho de dgua a 37 °C durante 10 minutos;

Nota: as aliquotas sao pulverizadas com dlcool a 70° antes

de serem colocadas no interior da CFLV.

Observar o frasco de cultura celular no microscépio
otico invertido, asseqgurando que as células se
encontram em monocamada (confluéncia > 80%):

No interior da CFLV, aspirar o meio de cultura do frasco
de cultura celular, e adicionar 5 mL de PBS.
Homogeneizar frasco de cultura celular em cruz. Aspirar
o PBS;

Adicionar 1 mL de tripsina ao frasco de cultura celular;
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5. Colocar os frascos de cultura celular na estufa a

temperatura de 37 °C e 5% de CO; durante cerca de
2/3 minutos (até se observar as células a desaderirem do
frasco de cultura, sendo visivel a olho nu);
Adicionar 4 mL de meio de cultura ao frasco de cultura
celular, que contém células + tripsina; (Nota: se
necessdrio coloca mL a mL e ressuspender)
Transferir o contetdo do frasco de cultura celular para
um tubo falcon (15 mL), identificar o falcon:;
Transferir para um frasco de cultura de 25 cm?
previamente identificado (com o tipo de células em
crescimento, a passagem e a data de tripsinizacao),
4000 pL do meio de cultura, e adicionar 1000 uL de

células em suspensao presentes no tubo falcon;

9. Homogeneizar o frasco de cultura em cruz;

10. Armazenar naestufaa37 °Ce 5% CO..

Protocolo de congelamento

1.

Na CFLV, transferir 1 mL de células em suspensao
(células do protocolo de subcultura) para um criotubo;
Adicionar 100 puL de DMSO (gota a gota);

Identificar os criotubos com a linhagem celular e data;
Armazenar os criotubos a -80 °C (por menor periodo de

tempo) ou em azoto liquido (por maior periodo de tempo).

Protocolo Experimental 8

]
Nota: O meio deve ser renovado pelo

menos duas vezes por semana. Ap6s 1
semana, a camada celular €
normalmente confluente e pronta para
subcultura.

Os volumes utilizados neste protocolo

sdo parafrascos de 25 cm?.

Material requisitado:
Camara de fluxo laminar vertical
(CFLV)

Criotubos.

Reagentes:

Dimetilsulféxido (DMSO).
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Protocolo Exerimental 9

Carvalho, A. C,, Franklin, G, Dias, A. C. P,,
& Lima, C. F. (2014). Methanolic extract
of Hypericum perforatum cells elicited
with  Agrobacterium  tumefaciens
provides protection against oxidative
stress induced in human HepG2 cells.
Industrial Crops and Products, 59, 177-
183.https://doi.org/10.1016/].indcrop.2
014.05.018

Ghasemi, M., Turnbull, T., Sebastian,S., &
Kempson, 1. (2021). The MTT assay:
Utility, limitations, pitfalls, and
interpretation in bulk and single-cell
analysis.  International Journal of
Molecular Sciences, 22(12827), 1-30.
https://doi.org/10.3390/ijms2223128
27

Merck. (n.d.). MTT assay protocol for cell
viahility and proliferation. Retrieved
August 2, 2024, from
https://www.sigmaaldrich.com/PT/en
/technical-documents/protocol/cell-
culture-and-cell-culture-analysis/cell-
counting-and-health-analysis/cell-
proliferation-kit-i-mtt

Viegas, 0., Zegura, B., Pezdric, M., Novak,
M., Ferreira,. M. P. L. V. O, Pinho, 0., &
Filipi¢, M. (2012). Protective effects of
xanthohumol against the genotoxicity of
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Materiais requisitados:

Banho de dgua;

Camara de fluxo laminar vertical;
Camara de Neubauer:

Estufa incubadora 37 °C e 5% de
COz;

Leitor de microplacas;

Miscroscdpio ético invertido.

Reagentes:

Dimetilsulféxido (DMSO):

Eagle's Minimum Essential Medium
(MEM);

Etanol absoluto;

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il}-2,5-difeniltetrazdlio) (MTT);

Tampao fosfato-salino (PBS).
|

Ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazdlio)

0 ensaio MTT é um ensaio colorimétrico utilizado para

avaliar a viabilidade celular/atividade metabdlica das células

HepG2 (Merck, n.d.).

Principio da técnica

0 ensaio haseia-se na reducao do MTT (sal de tetrazélio

amarelo) a cristais roxos de formazano por células

metabolicamente ativas, através de acao enzimdtica (Merck,

nd). Os cristais de formazano s&do, posteriormente,

dissolvidos em DMSO (dimetilsulféxido), a fim de serem

quantificados por espectrofotometria, sendo a absorvancia

diretamente proporcional a viabilidade celular/atividade

metabdlica (Ghasemi et al.,, 2021).

Protocolo (adaptado de Carvalho et al. (2014) e Viegas et al.
(2012))

Toxicidade celular

1.

Cultivar as células HepG2 numa microplaca de 96
pocos, numa densidade de 2,0 x 10° células/poco (100
nL/pogo);

Nota: é necessdria a determinacao do nimero de células na

suspensao celular usando a camara de Neubauer.

Apds 48 horas de incubacao numa estufaa 37 °Ce 5%
CO;, remover o meio, e adicionar meio de cultura +
DMSO 05% e a amostra (cerveja em solvente
aquoso/etandlico, extrato aquoso/etandlico de cereja
variedade “Lapins”, cerveja em solvente
aquoso/etandlico + extrato aquoso/etandlico de cereja

variedade “Lapins” de forma a serem testadas as
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concentracoes 1, 5 10, 25, 50, 100, 250,

500 pg/mL,

conforme o esquema:

Protocolo Experimental 9
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C: meio + DMS0 0,5%; 500 pL/mL:100 uL S1; 250 pL/mL: 50 uL de meio + DMSO 0,5% + 50 pL S1;100 uL/mL: 80
uL de meio + DMS0 0,5% + 20 pL S1; 50 pL/mL: 90 uL de meio + DMSO 0,5% +10 uL S1; 25 pL/mL: 95 pl de meio +

DMSO0 0,5% + 5 pL S1; 10 pL/mL:100 pL S2;5 ul/mL: 50 pL de meio + DMSO 0,5% + 50 pL $2;1 ul/mL: 90 pL de
meio + DMS0 0,5% +10 pL S2.

6.

Incubar a placa numa estufaa 37 °Ce 5% de CO,, por 24
horas ou 48 horas, conforme a especificidade do

ensaio; (Realizar 3 ensaios independentes)

7. Findado o tempo de incubacao adicionar 10 uL MTT 5
mg/mL;

8. Incubaraplacalhoranaestufaa37°Ce5% CO;

9. Apdsessetempo,removeromeio, e adicionar100 pL de
DMSO + Etanol (50:50 (V/V)) para dissolver os cristais
de formazano;

10. Medir a absorvancia a 570 nm com recurso a um leitor
de microplacas;

1. Calcular a % de viabilidade celular/ atividade

metabdlica pela férmula:

x 100

A
Viabilidade Celular (%) = TbsC

Abs.A: Absorvancia da amostra; Abs. C: Absorvancia do

controlo (pocos sem extrato).

Solucgoes stock:

MTT 5 mg/mL: Dissolver 0,05 g de
MTT em 10 mL de PBS (adicionar 2
mL de cada vez e agitar). Armazenar

aliquotas a-20 °Ce ao abrigo da luz.

Solugdo de DMSO+etanol (50:50):
Dissolver 50 mL de DMSO em 50

mL de etanol absoluto.

Solucdes de ensaio:

Solugdo amostra 1 mg/mL:
Dissolver 0,0001 g da amostraem 1

mL de dgua destilada.

Solucdo de meio + DMSO 0,5%:
Dissolver 50 uL de DMSO em 9,950

mL de meio de cultura.

Solucdo stock 1 da amostra (S1):
Dissolver 500 pL da amostra 1
mg/mL em 500 L de meio + DMSO
0,5%.

Solucdo stock 2 da amostra (S2):
Dissolver 10 uL da amostra 1
mg/mL em 990 plL de meio + DMSO
0,5%.

{todas as solucdes sao preparadas com

volume suficiente para testar uma

amostra num ensaio independente)
'
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Protocolo Experimental 9

Determinagao da concentracao e tempo de téxico a usar

T T 1. Cultivar as células HepG2 em 36 pocos de 3
Materiais requisitados:
Banho de dgua; microplacas de 96 pocos, numa densidade de 2,0 x 10°
Camara de fluxo laminar vertical; células/pogo (100 },lL/pO(;O);
Camara de Neubauer; } . . . i i
. Nota: é necessaria a determinacao do nimero de células na
Estufa incubadora 37 °C e 5% de
COx suspensao celular usando a camara de Neubauer.
Leitor de microplacas; 2. Apds 48 horas de incubagao numa estufaa 37 °Ce 5%
Miscroscdpio ético invertido. . . .
P CO,, remover o meio, e adicionar 100 pL de t-BOOH nas
Reagentes: _
. concentracoes 1 mM, 25 mM e 4 mM, conforme o
Meio MEM:
MTT, esquema:
PBS:
tert-butil hidroperdxido (t-BOOH).
Meio Meio Meio TmM | TmM | TmM | 25mM 25mM 25mM 4mM 4mM 4mM
Meio Meio Meio TmM | TmM | TmM | 25mM 25mM 25mM 4mM 4 mM 4 mM
Meio Meio Meio TmM | TmM | TmM | 25mM 25mM 25mM 4mM 4mM 4mM
3. Incubar numa estufaa 37 °Ce 5% CO, durante 1 hora, 2
Solugdes de ensaio:
Solucdo de -BOOH 100 mM (5,0- horas e 3 horas;
6,0 M): Dissolver 1818 plL de t- 4. Findado o tempo de incubacao adicionar 10 uL MTT 5
BOOH em 981,82 L de PBS.
: mg/mL;
Solucdgo de t-BOOH 1 mM: 5. Incubaraplacalhoranaestufaa37°Ce5% COz;
Dissolver 30 uL de -BOOH100 mM , . . .
6. Apos esse tempo, remover o meio, e adicionar 100 uL
em 2970 pL de meio de cultura.
de DMSO + Etanol (50:50 (V/V)) para dissolver os
Solucao de t+-BOOH 25 mM: . .
cristais de formazano;
Dissolver 75 pL de t-BOOH 100 mM
em 2925 L de meio de cultura, 7. Medir a absorvancia a 570 nm com recurso a um leitor
de microplacas;
Solucao de t-BOOH 4 mM:
8. Calcular a % de viabilidade celular/ atividade

Dissolver 120 pL de t-BOOH 100
mM em 2880 pL de meio de cultura.

(todas as solugdes sao preparadas com

volume suficiente para o ensaio descrito)

metabdlica pela férmula:

X 100

Viabilidade Celular (%) = 2254
taotitaaae cetular O_AbS,C

Abs. A: Absorvancia da amostra; Abs. C: Absorvancia do

control (pocos sem extrato).
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Ensaio de pré-incubacao

1.

Cultivar as células HepG2 numa microplaca de 96
pocos, numa densidade de 2,0 x 10° células/poco (100
uL/pogo);

Nota: é necessdria a determinacao do numero de células na
suspensao celular usando a camara de Neubauer.

Apds 48 horas de incubacao numa estufaa 37 °Ce 5%
CO;, remover o meio, e adicionar meio de cultura +
DMSO 0,5% e a amostra (cerveja aquoso/etandlico,
extrato aquoso/etandlico de cereja “Lapins”, cerveja
aquoso/etandlico + extrato aquoso/etandlico de cereja
“Lapins”) de forma a serem testadas as concentragdes
1, 510, 25, 50, 100, 250, 500 pg/mL, conforme o

esquema (Realizar 3 ensaios independentes):

Protocolo experimental 9

]
Materiais requisitados:

Banho de dgua;

Camara de fluxo laminar;

Camara de Neubauer;

Estufa incubadora 37 °C e 5% de
COz;

Leitor de microplacas;

Miscroscdpio ético invertido.

Reagentes:

Dimetilsulféxido (DMSO);

Meio MEM;

MTT.

PBS;

tert-butil hidroperdxido (t-BOOH);

C C C CN CN CN cpP cpP

500 500 500
cP

pg/mL | pg/mL | pg/mL

250 250 250 100 100 100 50 50

pg/mL | pg/mL | pg/mbL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

pg/mL

50 25 25 25

pg/mL | pg/mL | pg/mL

10 10 10 5 5 5 1 1

pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

pg/mL

1

C: meio; CN: meio; CP: curcumina 20 plL; 500 puL/mL:100 uL S1; 250 puL/mL: 50 uL de meio + DMSO 0,5% + 50 uL S1,
100 puL/mL: 80 puL de meio + DMSO 0,5% + 20 pL 51; 50 pL/mL: 90 pL de meio + DMSO 0,5% + 10 uL S1; 25 pL/mL:
95 pL de meio + DMSO 0,5% + 5 pL S1; 10 uL/mL:100 pL S2; 5 ul/mL: 50 pL de meio + DMSO 0,5% + 50 ulL S2;1
pL/mL: 90 plL de meio + DMS0 0,5% +10 uL S2

3.
4.

Incubar numa estufa a 37 °C e 5% CO, durante 5 horas;
Findado o tempo, remover o meio e colocar 100 pL de
meio de cultura em cada poco. Incubar numa estufaa 37
°Ce 5% COz durante 16 horas;

Apds esse tempo remover o meio dos pocos e adicionar
100 pL de meio + DMSO0 0,5% + tdxico, na concentracao

previamente definida. Seguir o esquema:

Solucoes de ensaio:

Solucao de meio + DMSO 0,5%:
Dissolver 42,5 uL de DMSO em
8,458 mL de meio de cultura.
(volume sufeciente para 2 repeticdes/1

placa)

Solucdo amostra 1 mg/mL:
Dissolver 0,0010 g da amostraem1
mL de dgua destilada.

Solucao stock 1 da amostra (500
ug/mL) (S1): Dissolver 500 pL da
amostra 1 mg/mL em 500 plL de

meio + DMSO 0,5%.
|
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Protocolo Experimental 9

] . c N N N P P P 500 500 500
Meio + Meio + Meio + Meio + Meio + Meio + Meio + Meio + Meio +
Meio + Meio + Meio +
DMSO+ DMSO+ DMSO+ DMSO+ DMSO+ DMSO+ DMSO+ DMSO+ DMSO+
DMSO DMSO DMSO
Toxico Toxico Téxico Toéxico Téxico Téxico Téxico Téxico Téxico
50 25 25 25
250 Meio | 250Meio | 250 Meio 100 Meio 100 Meio 100 Meio 50 Meio 50 Meio . . . .
Meio + Meio + Meio + Meio +
+DMSO+ +DMSO+ +DMSO+ +DMSO+ +DMSO+ +DMSO+ +DMSO+ +DMSO+
DMSO+ DMSO+ DMSO+ DMSO+
Téxico Téxico Téxico Téxico Téxico Téxico Téxico Téxico
Téxico Téxico Téxico Téxico
5 5 5 1 1 1
10 Meio + 10 Meio 10 Meio
Meio + Meio + Meio + Meio + Meio + Meio +
DMSO+ +DMSO+ +DMSO+
DMSO+ DMSO+ DMSO+ DMSO+ DMSO+ DMSO+
Téxico Téxico Téxico
Toxico Toxico Téxico Toéxico Téxico Téxico
Solugao stock 2 da amostra (10
pg/mL) (S2): Dissolver 10 pL da 6. Incubar numa estufaa 37 °C e 5% CO: durante o tempo
amostra 1 mg/mL em 990 pL de previamente definido;
meio + DMSO0 0,5%. . . ~ . .
7. Findado o tempo de incubacao adicionar 10 uL MTT 5
(as solugdes sao preparadas com
- mg/mL;
volume suficiente para testar uma
amostra num ensaio independente) 8. Incubaraplacalhoranaestufaa37°Ce 5% CO;;
Solugao de curcumina 10 mM S. Apds esse tempo, remover o meio, e adicionar 100 uL
(M=368390 g/mol): Dissolver . C L.
9 de DMSO + Etanol (50:50) para dissolver os cristais de
0,0037 g de curcumina em 1 mL de
DMSO. formazano;
< . L 10. Medir a absorvancia a 570 nm com recurso a um leitor
Solucao de curcumina 2 mM: Diluir
20 uL de curcumina 10 mM em 80 de microplacas;
uL de DMSO. 1. Calcular a % de Vviahilidade celular/ atividade

Solucao de curcumina 20 uM:
Dissolver 10 uL de curcumina em

990 ulL de meio de cultura.

Solugao de t-BOOH 100 mM (5,0-
6,0 M): Dissolver 182 uL de t-
BOOH em 981,8 uL de PBS.

Solucao de meio + DMSO 0,5%:
Dissolver 375 uL de DMSO em
74625 uL de meio de cultura.

Solugao meio + t-BOOH (2,5 mM):
Diluir 162,5 pL de t-BOOH 100 mM
em 63375 pL de meio + DMSO
0,5%.

(volume suficiente para 2 repeti¢des/1

placa)

metabdlica pela féormula:

Abs. A
Viabilidade Celular (%) = s C X 100

Abs.A: Absorvancia da amostra; Abs. C: Absorvancia do

controlo (pocos sem extrato).
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Ensaio de co-incubacao

Protocolo Experimental 9

1. Cultivar as células HepG2 numa microplaca de 96 T
Materiais requisitados:
pocos, numa densidade de 2,0 x 10° células/poco (100 Banho de dgua;
uL/poco); Nota: é necessédria a determinacdo do nimero de Camara de fluxo laminar;
i - A Camara de Neubauer;
células na suspensao celular usando a camara de Neubauer. )
Estufa incubadora 37 °C e 5% de
2. Apds 48 horas de incubagao numa estufaa 37 °Ce 5% €Oz
CO,, remover o meio, e adicionar meio de cultura + Miscroscdpio dtico invertido.
DMSO 0,5%, a amostra (cerveja aquoso/etandlico, Reagentes:
extrato aquoso/etandlico de cereja “Lapins”, cerveja Dimetilsulfoxido (DMSO);
L. . . Meio MEM;
aquoso/etandlico + extrato aquoso/etandlico de cereja MTT
“Lapins”) de forma a serem testadas as concentragdes PBS.
1,5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 pg/mL, e adicionar o tert-butilhidroperéxido (t-BOOH).
téxico na concentracao previamente definida,
conforme o esquema (Realizar 3 ensaios independentes):
500 | 500 | 500
C C C CN CN CN P P P
pg/mL | pg/mL | pg/mL
250 | 250 | 250 100 100 100 50 50 50 25 25 25
pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | ug/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
10 10 10 5 5 5 1 1 1
pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mbL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

3. Incubar numa estufa a 37 °C e 5% CO: durante o tempo

4. Findado o tempo de incubacao adicionar 10 uL MTT 5

C: meio; CN: 95 pL meio + 5 pLTéxico; CP: quercetina 50 uM + 5 uLTéxico; 500 pL/mL: 95 pL S1+ 5 pLTéxico; 250
pL/mL: 475 uL meio + 47,5 uL S1+ 5 puLTdxico; 100 pL/mL: 76 pL meio + 19 uL S1+ 5 pLTéxico; 50 uL/mL: 90 pL
meio +9,5 uL $1+ 5 pLTéxico; 25 ul/mL: 90,25 ul meio + 4,75 pulL S1+5 uLTéxico; 10 uL/mL: 95 pL S2 + 5 pL Téxico;
5pulL/mL: 47,5 uL meio + 47,5 uL S2 + 5 uLTéxico; 1ul/mL: 855 ul meio + 9,5 uL S1+ 5 pLTéxico

Solucoes de ensaio:

. o Solucao de meio + DMSO 0,5%:
| .

previamente definido; Dissolver 40 pL de DMSO em 7960

pL de meio de cultura.

mg/mL- (volume suficiente para 2 repeticdes/1
' placa)
5. Incubar aplacathoranaestufaa37°Ce5% COz Solugio amostra 1 mg/mL:

6. Apds esse tempo, remover o meio, e adicionar 100 plL

Dissolver 0,0010 g da amostraem1

mL de dgua destilada.

de DMSO + Etanol (50:50) para dissolver os cristais de

formazano;
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Protocolo Experimental 9

‘Solugao stack 1 da amostra 526.3
pg/mL: Dissolver 5263 uL da
amostra 1 mg/mL em 4737 uL de
meio + DMS0 0,5%.

Solucdo stock 2 da amostra 10,5
pg/mL: Dissolver 105 pL da
amostra 1 mg/mL em 9895 uL de
meio + DMSO0 0,5%.

(as solugdes sao preparadas com
volume suficiente para testar uma

amostra num ensaio independente)

Solucao de quercetina 10 mM
(M=302,236 g/mal): Dissolver
0,0030 g de quercetinaem 1mL de

agua destilada.

Solucao de quercetina 2 mM: Diluir
20 ulL de quercetina 10 mM em 80
pL de dgua destilada.

Solucdo de quercetina 52,6 pM
(testar a concentragdo 50 pM):
Dissolver 26,3 pL de quercetina em

973,7 pL de meio + DMSO 0,5%.

Solucao de t-BOOH 100 mM (5,0-
6,0 M): Dissolver 182 uL de t-
BOOH em 981,8 uL de PBS.

Solugao de t-BOOH 50 mM (testar
concentracao 2,5 mM): Dissolver
250 pL de -BOOH 100 mM em 250
uL de meio + DMSO0 0,5%.

(as solugdes sao preparadas com
volume suficiente para 2 repeticdes/1

placa)

Medir a absorvancia a 570 nm com recurso a um leitor
de microplacas;
Calcular a % de Vviabilidade celular/ atividade

metabdlica pela férmula:

A

Abs.
Viabilidade Celular (%) = Abz c x 100

Abs.A: Absorvancia da amostra; Abs. C: Absorvancia do

controlo (pocos sem extrato).
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