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Resumo

A cerveja artesanal é uma matriz com potencial beneficio cutaneo. Contudo, carece de
evidéncia cientifica. Assim, pretende-se avaliar a atividade antioxidante, fotoprotetora e
protetora (em células HaCaT), incorporando-se na cerveja artesanal mais promissora um
extrato aquoso e etandlico (70% V/V) de Prunus avium Lapins. Da analise dos resultados, a
cerveja ALM-IPA apresentou o maior teor de compostos fendlicos (8,96 + 0,64 mg de
equivalentes de acido galhico/g), capacidade em neutralizar 50% dos radicais ABTS "+ (55,21
+ 4,68 ug/mL) e Hx0: (23,54 +1,53 ug/mL), o maior poder antioxidante daredugao doido ferro
(53,74 + 1,27 umol de equivalentes de trolox/g) e o maior fator de protecao solar (48,85 +
0,39). Genericamente, as cervejas nao apresentaram citotoxicidade até a concentragao 250
ug/mL apds 24H e 48H de incubacdo. A incorporacao de extratos de cereja apenas se revelou
vantajosa no ensaio de pré-incubacao com tert-butilhidroperdxido, garantindo acao
comparavel ao controlo positivo no extrato aquoso e, promovendo a diferenciacao celular até
a concentracao 250 ug/mL (p < 0,001) no extrato etandlico. Em suma, constata-se os
potenciais beneficios dos extratos de cerveja na pele, sendo essencial mais estudos para

corroborarem as descobertas e garantirem a seguranca dos extratos.

Palavras-chave: Cerveja Artesanal; Antioxidante; Fotoprotecao; Queratindcitos; Prunus

avium Lapins



Abstract

Craft beer is a matrix with potential skin benefits. However, scientific evidence is lacking. The
aim was therefore to evaluate the antioxidant, photoprotective and protective activity (in
HaCaT cells) of incorporating aqueous and ethanolic extracts (70% V/V) of Prunus avium
Lapins into the most promising craft beer. Analysis of the results showed that ALM-IPA beer
had the highest content of phenolic compounds (8.96 + 0.64 mg gallic acid equivalents/g), the
ability to neutralize 50% of ABTS " radicals (55.21 + 4.68 pg/mL) and H:0: (23.54 + 1.53
ug/mL), the highest antioxidant power from iron ion reduction (53.74 + 1.27 umol of trolox
equivalents/g) and the highest sun protection factor (48.85 + 0.39). Overall, the beers showed
no cytotoxicity until concentration of 250 ug/mL after 24H and 48H of incubation. The
incorporation of cherry extracts only proved advantageous in the pre-incubation test with
tert-butylhydroperoxide, ensuring comparable action to the positive control in aqueous
extract and promoting cell differentiation up to a concentration of 250 ug/mL (p < 0.001) in
ethanolic extract. Concluding, the potential benefits of beer extracts on the skin can be seen,
but further studies are essential to corroborate the findings and guarantee the safety of the

extracts.

Keywords: Craft beer; Antioxidant; Photoprotection; Keratinocytes; Prunus avium Lapins
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1. Introducao

11. Cerveja

A Portaria n.2 91/2022 de 9 de fevereiro define cerveja como uma “bebida obtida por
fermentacao alcodlica, de um preparado a partir de dgua potavel e de malte de cereais, por
acao de leveduras, ao qual sao adicionadas fibras de lipulo e/ou derivados, cujos maltes de
cereais (obtido a partir de graos de cevada, trigo, ou outros cereais submetidos a um processo
de maltagem) deverao corresponder a, pelo menos, 50% em massa do total das matérias-
primas fontes de acticares empreques” (Portaria n.° 91/2022 de 9 de fevereiro, 2022).

Para a producao de cerveja podem ser adicionadas:

outras matérias-primas amildceas ou acucaradas como sejam 0Ss graos crus ou
acucares, desde que esta adicao nao exceda 50% em massa do total das matérias-primas
fontes de aclicares empregues; outros ingredientes destinados ao consumo humano, os quais
devem obedecer a respetiva legislacao especifica ou, quando apropriado, autorizados em
conformidade com a legislagao relativa a novos alimentos, desde que esta adi¢ao nao exceda
30% em volume do produto final; e culturas microbioldgicas com perfil fermentativo nao
alcodlico durante o processo produtivo da cerveja (Portaria n.° 91/2022 de 9 de fevereiro,
2022). Para além disso, “é proibida a substituicdo total de flores de ltipulo e seus derivados por
outros principios amargos; e é proibida a adicao de alcool que nao resulte de um processo de
fermentacao” (Portarian.° 91/2022 de 9 de fevereiro, 2022).

Dados da Grand View Research de 2021, avaliam o mercado mundial das cervejas em
680,9 hilices de ddlares americanos, esperando-se uma taxa de crescimento de 7,0% no
periodo de 2022-2030 (Grand View Research, 2022). No mesmo ano, o consumo anual per
capitaem Portugal foi de 48 L, aumentando para 53 L em 2022 (Luz, 2023).

A cerveja é composta por dgua, etanol, hidratos de carbono, proteinas, aminoacidos (por
exemplo, leucina, arginina e triptofano), diéxido de carbono (CO>), sais inorganicos (por
exemplo, potassio, cloreto e fosfato), azoto, dcidos organicos (dcido acético, latico e sucinico),
alcoois superiores, aldeidos (acetaldeido), ésteres (acetato de etilo, acetato de isoamilo e
nicotinato de etilo), enxofre, derivados do Itipulo e vitaminas (por exemplo, B1, B3 e B5) (Astrup
et al., 2016 Buiatti, 2009: Jastrzebski et al., 2007). No entanto, o seu interesse crescente
reside na sua composi¢ao em acido vanilico, cafeico, siringico, p - cumarico, ferdlico, sindpico,

gdlhico, derivados da catequina, quercetina, kaempferol, derivados da apigenina, derivados da



cohumulona e humulona, que se reflete em potenciais beneficios para a salde, nao s6 em
termos alimentares como cosméticos (Chen et al., 2014; Nardini & Garaguso, 2020; Quifer-

Rada et al.,, 2015; Socha et al., 2017).

1.2. Cervejaartesanal

A producao de cervejas tem sido alvo de inovacao técnica e criativa, o que culminou no
aparecimento das cervejas artesanais, cuja definicao nao se encontra contemplada na
legislacao portuguesa, podendo apresentar diferencas entre paises (Portaria n.° 91/2022 de
9 de fevereiro, 2022). Assim, a cerveja artesanal pode ser definida como aquela que é
produzida abase de malte, dgua, lipulo e levedura (matérias-primas de elevada qualidade), em
quantidades reduzidas (producao inferior a 6 milhdes de barris/ano nos Estados Unidos da
América; inferior a 200 000 hectolitros/ano na Itdlia; e menor que 5000 hectolitros/ano no
Reino Unido) em cervejarias independentes, segundo técnicas tradicionais (Brewers
Association, n. d; IL Presidente della Republica, 1962; Maehle, 2021; Tirado-Kulieva et al,,
2023: Villacreces et al., 2022).

Para além disso, é possivel a adicao de ingredientes inovadores, que Ihes possam
conferir caracteristicas unicas, nao s6 em termos organoléticos como em propriedades
nutricionais e antioxidantes (Baiano, 2021; Breda et al., 2022; Capece et al., 2018; Horn et al.,
2021; Maehle, 2021; Villacreces et al,, 2022). As cervejas artesanais diferenciam-se das
cervejas industriais pelo facto de, na sua maioria, nao serem submetidas a processos de
pasteurizacao e microfiltracao, etapas cruciais na garantia da isencao de contaminacées
microbioldgicas (Baiano, 2021; Censi et al., 2021; Maehle, 2021; Villacreces et al., 2022).
Porém, a sua inexisténcia potencia os beneficios da cerveja artesanal, pois verifica-se,
genericamente, a presenca de um maior teor de compostos fendlicos (TCF) totais e maior
atividade antioxidante nestas cervejas comparativamente com as industriais (Baiano, 2021; F.
Rossi et al., 2021).

Dados da Data Bridge Market Research de 2022, avaliam o mercado mundial da cerveja
artesanal em 2,77 hilides de ddlares americanos, esperando-se que este atinja os 7,02 bilides
de ddlares americanos em 2030 (Figura 1) (Data Bridge Market Research, 2022). Dados do
Grupo Marktest de 2021, estimaram 686 mil consumidores em Portugal (Marktest, 2022).

Contudo e apesar de ser um mercado em expansao, o preco e a disponibilidade comercial das



cervejas artesanais sao considerados fatores que constituem um entrave ao crescimento

mais acentuado do seu mercado (Carvalho et al., 2018).

2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029 2030

Américado Norte * Europa = AsiaPacifico = AméricadoSul ™ Médio Oriente e Africa

Figura1-Mercado global das cervejas artesanais por regiao no periodo compreendido entre 2023-2030. Adaptado
de Data Bridge Market Research, (2022).

Apesar de mais dispendiosas, dada a qualidade das matérias-primas, o rigoroso
processo de producao e as taxas tributarias, as cervejas artesanais cativam o consumidor
pelos diferentes estilos disponiveis, pela exclusividade dos seus rétulos e/ou embalagens,
estimulando, ndo s6 a visao como o olfato e paladar (Carvalho et al., 2018; Gémez-Corona et
al, 2016: Jardim et al., 2018).

O consumo de cerveja artesanal prende-se com a percecao da sua maior qualidade e
autenticidade em detrimento das cervejas industriais, sendo o seu consumo associado a
ocasides especiais (Aquilani et al., 2015; Gémez-Corona et al., 2016; Pokrivéak et al., 2019;
Rosales et al., 2021).

As cervejas artesanais sao, maioritariamente, consumidas por homens, com idades-
compreendidas entre os 18 e os 35 anos, sendo os locais predominantes de consumo
ambientes domésticos e estabelecimentos comerciais, como bares (Aquilani et al., 2015;
Carvalho et al., 2018; GGmez-Corona et al., 2016)

Quanto ao estilo de cerveja artesanal mais apreciado pelos consumidores destaca-se o
estilo Pale Ale, India Pale Ale, sequindo-se os estilos Pilsner e Weissbier, o que evidencia que
as cervejas do tipo Ale sejam as mais apreciadas (Carvalho et al., 2018; Jardim et al.,, 2018). Tal
é apoiado pelo estudo de Data Bridge Market Research de 2022 que preveé que as cervejas do

estilo Ale dominem o mercado (Data Bridge Market Research, 2022).



1.2.1.  Processo de fabrico
O processo de fabrico das cervejas artesanais pode apresentar algumas variacoes

mediante os diferentes produtores e pais (Figura 2).

C Malte consumido
!_ Maltagem ]—> Moagem “_/J —»i Brassagem Jj_' Ebulicao éﬁ
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. germinal;éo Lipulo consumido ‘_)l
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ek
I@ Distribuicao - Maturacao @ — | Fermentagao |
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Figura 2 - Etapas de producao de cerveja artesanal. Adaptado de Cunha et al,, (2023) e Villacreces et al, (2022), com
ilustracGes de Biorender.come Adobe stock.com).

Inicia-se com a etapa de maltagem, na qual os graos de malte em contacto com a dgua
(maceracao) germinam e nesta fase de crescimento tornam-se fonte de aclicares
fermentaveis (Howe, 2020; Wunderlich & Back, 2009). O crescimento dos graos de malte é
interrompido com recurso a uma fonte de calor (secagem), inativando-se os processos
enzimaticos (Howe, 2020). A temperatura de secagem condiciona o tipo e a cor do malte
(Lukinac & Juki¢, 2022).

Posteriormente, o malte € moido, promovendo o aumento da area de contacto e,
consequentemente, a disponibilidade dos acticares (Holbrook, 2020).

Segue-se a etapa de brassagem, que consiste na mistura, em proporcoes adequadas, de
varios tipos de malte (de acordo com o tipo de cerveja a produzir) e dgua. Nesta fase, decorre
aativacao de enzimas (proteases e amilases) (Thesseling et al., 2019). As proteases garantem
a degradacao das proteinas, fonte de nitrogénio essencial as leveduras na etapa fermentativa
(Thesseling et al., 2019). As amilases hidrolisam as moléculas de amido, permitindo a
disponibilidade de acticares simples (maltose e glicose) (Thesseling et al., 2019). Assim, forma-
se um mosto (fracao liquida resultante da mistura de malte com agua) rico em hidratos de
carbono, proteinas, lipidos, minerais, polifendis, melanoidinas e furanos (Censi et al., 2021;
Holbrook, 2020: Horn et al., 2021; Junior et al., 2009).

De sequida, procede-se a clarificacao do mosto, com o intuito de se eliminar o malte
consumido (Holbrook, 2020). Na caldeira de ebulicdo, o mosto resultante é fervido,

promovendo a sua esterilidade e a desnaturacao/inativacao de enzimas do malte (“Mash out’)



(Holbrook, 2020; Maia et al., 2020; Thesseling et al., 2019). Além disso, esta etapa permite a
aromatizacao, concentracao e caramelizacao de actcares (Junior et al, 2009). Durante o
processo de aquecimento (1002C), o ltpulo € adicionado (Censi et al., 2021; Holbrook, 2020;
Horn et al., 2021; Junior et al., 2009). A adicao do ldpulo pode ocorrer de forma desfasada em
momentos estratégicos da etapa de aquecimento, dado que esta pode induzir a perda de
compostos volateis (como dleos essenciais), responsdveis pelo aroma (Junior et al., 2009). Do
processo de aquecimento resultam proteinas coaguladas, residuos sélidos de Idpulo gasto,
compostos amargos e outros residuos designados por trub, os quais sao removidos por
centrifugacao (clarificacdo do mosto) (Censi et al., 2021; Holbrook, 2020; Horn et al., 2021).
Este procedimento é realizado tendo em conta o seu impacto na viabilidade dalevedura, a qual
também é sensivel a temperatura (superior a 37°2C), pelo que a etapa fermentativa é precedida
por um processo de arrefecimento (Censi et al., 2021; Holbrook, 2020; Horn et al., 2021). A
levedura a adicionar e a temperatura de fermentacao sao condicionadas pelo estilo de cerveja
a produzir (Censi et al., 2021; Holbrook, 2020; Horn et al., 2021). Nesta fase, a levedura
converte os aclicares em alcool (etanol) e CO> com a libertacao de calor (Junior et al., 2009).
Além disso, outros compostos podem ser sintetizados como € o caso de acidos organicos,
cetonas e ésteres (Junior et al,, 2009). Nesta fase, a adicao de oxigénio visa a sua utilizacao
pelas leveduras na sintese de esterdis e acidos gordos, essenciais a estrutura membranar
durante o crescimento aerdhio e, por isso, promover a sua multiplicacao (Holbrook, 2020;
Junior etal.,, 2009). 0 produto resultante é centrifugado pararemocao dalevedura gasta (Censi
etal., 2021).

Findo o processo de producado, a cerveja artesanal é engarrafada estando sujeita a um
periodo de maturacao (de 20 a 30 dias), ao fim do qual pode ser engarrafada e consumida

(Censietal., 2021; Horn et al., 2021).

1.2.2. Matérias-primas
A cerveja artesanal é uma bebida funcional rica nutricionalmente dada a elevada
qualidade das matérias-primas (malte, Iipulo, levedura e dgua) envolvidas no seu processo de

fabrico (Villacreces et al., 2022).



1221 Agua

A agua é o principal constituinte da cerveja, representando entre 90-94% do produto
final (Buiatti, 2009). E fonte de ides (sulfato, célcio, magnésio, cloreto, ferro) que condicionam
0 seu pH, o que, por sua vez, é fator condicionante do sabor (Howe, 2020). Algumas cervejas e
estilos, inclusive, dependem de aguas de regides especificas para assegurarem as suas
caracteristicas, podendo ser necessdrio ajustes de pH e composicao (Anderson et al., 2019;
Cunha et al., 2023; Junior et al., 2009). Uma dgua ideal ao fabrico de cerveja deve atender as

caracteristicas presentes na tabela 1.

Tabela1- Caracteristicas ideais da dgua para o fabrico cervejeiro (Junior et al., 2009).

Parametro Especificacao
Sabor Insipida
Odor Inodora

pH 65-8,0
Turbidez <0,4NTU*

Matéria organica

0,0 - 0,8 mg de oxigénio/L

Sélidos totais dissolvidos

50 - 150 mg/mL

Dureza total 18/79 mg de carbonato de célcio/L
Sulfatos 1-30mg/L
Cloretos 1-20mg/L
Nitratos Ausente
Calcio 5-22mg/L
Magnésio 1-6mg/L
COgzlivre 05-5mg/L

*NTU - unidade de turbidez nefelométrica; CO. - didxido de carbono

A dgua deve ser insipida e inodora de forma a nao interferir nos parametros de sabor e
aroma da cerveja, condicionantes de aceitabilidade (Junior et al., 2009). Além disso, ressalva-
se a necessidade do seu pH estar compreendido entre 6,5-8,0, a fim das enzimas do malte

poderem convertem o amido em aclicares fermentdveis (Junior et al., 2009).

1.2.2.2 Malte

A designacao de malte é atribuida aos cereais que em contacto com agua iniciam
processos de germinacao, formando-se o malte verde (Howe, 2020; Junior et al., 2009;
Lukinac & Juki¢, 2022). Este é capaz de desenvolver uma nova planta, sendo, por definicao

uma etapa onde as enzimas degradam o amido, aumentando o teor de agticares (Howe, 2020;



Junior et al.,, 2009). Seguem-se as etapas de secagem, cuja temperatura é determinante para
o tipo, cor e sabor do malte, dado que se pretende evitar a formacao de cores e aromas
indesejdveis por reacdes nao enzimaticas, as reacoes de Maillard (Figura 3) (Howe, 2020;
Lukinac & Juki¢, 2022; Zhao, 2014). Assim, mediante o estilo de cerveja pretendido, os maltes

sao selecionados segundo a cor e sabor (Mwene-Mbeja, 2020).

Figura 3 - Diferentes coloracdes do malte consoante a temperatura de torra (Lukinac & Juki¢, 2022).
1- Malte Pilsner; 2 — Malte Pale Ale; 3 - Malt Caramelo; 4 - Malt Chocolate; 5 — Mate Torrado

0 malte constitui, assim, a principal fonte de hidratos de carbono (amido, aclicares
fermentaveis e dextrinas ndo fermentdveis), polissacarideos (celulose e B-glucanos),
proteinas (proteinas coaguldveis e polipéptidos), lipidos (esteroides e &cidos gordos),
polifendis (principal fonte de polifendis da cerveja, tais como: dcido gdlhico, acido 4-
dihidroxibenzéico, acido cafeico, acido trans-p-cumdrico e quercetina), melanoidinas,
minerais e vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina, dcido pantoténico, biotina,
acido fdlico, piridoxina e colina) (Cortese et al., 2020; Holbrook, 2020; Howe, 2020; Lukinac &
Juki¢, 2022). Os aclicares fermentdveis sao essenciais a etapa fermentativa do fabrico da
cerveja, na qual os acticares sao convertidos em etanol e CO, (Holbrook, 2020; Howe, 2020).

As melanoidinas apresentam uma cor acastanhada, sendo responsdveis pela coloracao
do malte, formam-se durantes as reacdes de Maillard inerentes a etapa de secagem/
torrefacao do malte (Zhao, 2014). Estas, encontram-se em maior concentracao nas cervejas
mais escuras comparativamente as claras (Zhao, 2014). Deste modo, a composicao do malte
tem um papel preponderante no sabor, na formacao de espuma e na cor da cerveja, tendo

impacto na classificacao damesma (Cunhaetal., 2023). A cevada (Hordeum vulgare) pertence

a familia das gramineas e constitui o principal malte utilizado na producao de cerveja (Howe,



2020). Uma cerveja cuja composicao seja exclusiva em malte de cevada designa-se como
cerveja de puro malte (Cunha et al., 2023). No entanto, podem ser adicionadas misturas de
malte de cevada como maltes de trigo, centeio, arroz e milho (Buiatti, 2009; Cunha et al., 2023;

Howe, 2020).

1.2.2.3 Lipulo

As inflorescéncias femininas de ldpulo (Humulus lupulus) sao adicionadas a cerveja
como fonte de amargor, promovendo a conservacao/estabilidade da cerveja (Buiatti, 2009;
Howe, 2020).

Os «-acidos (humulona, cohumulona e adhumulona) e os B-acidos (lupulona,
colupulona, adlupulona) presentes no Itipulo sdo os principais compostos responsaveis pelo
amargor (Howe, 2020). Os o- dcidos sao 0s compostos mais amargos e, por isso, com maior
influéncia no amargor da cerveja contribuindo para o maior valor de unidades internacionais
de amargor (International Bitterness Units - IBU), onde 1 IBU € igual a 1 mg de o-acidos
isomerizados/L (Burnham et al., 2018; Howe, 2020). Desta forma, o valor em IBU continua a
ser muito utilizado para expressar o amargor do produto final (Calado et al., 2019).

O ldpulo possui, ainda, na sua composicao, compostos aromaticos (linalol, geraniol,
farneseno, humuleno) que, pela sua volatilidade, podem ser perdidos durante as etapas de
fervura (Howe, 2020). Assim sendo, os maltes aromaticos (ricos em dleos essenciais) sao
adicionados apds a fervura do mosto, a fim de se evitar perdas destes compostos (Thesseling
etal., 2019). Por outro lado, os Itipulos (ricos em o-dcidos), sao adicionados ao mosto no inicio
dafervura (Thesseling et al., 2019).

Apesar da composicao em polifendis ser maioritariamente conferida pelo malte, o
ldpulo é responsével por cerca de 20% do teor total de polifendis (Howe, 2020). O ldpulo
apresenta na sua composicao acido galhico, catequina, acido clorogénico, acido 4-0-
cafeoilquinico, acido 4-dihidroxibenzdico, epicatequina, acido cafeico, acido vanilico, dcido
siringico, dacido trans-p-cumarico, acido trans-ferdlico, dcido sindpico, quercetina, iso-
xantohumol, 8-prenilnaringenina, xantohumol, cohumulona, humulona e lupulona (Cortese et
al., 2020).



1.2.2.4 Levedura

As leveduras tém um papel preponderante na etapa fermentativa, onde transformam os
acticares do mosto em CO, etanol e compostos voldteis (Anderson et al., 2019). As leveduras
Saccharomyces cervesisiae e Saccharomyces pastorianus sao as espécies
predominantemente utilizadas para o fabrico de cervejas de alta e baixa fermentacao,
respetivamente (Anderson et al., 2019).

Para além disso, a levedura pode condicionar parametros fisico-quimicos e funcionais
da cerveja (Viana et al., 2021). Neste sentido, o estudo da etapa fermentativa é crucial na
escolha da levedura que conferird melhores caracteristicas organoléticas e antioxidantes a
cerveja (Viana et al,, 2021). E exemplo a fermentacdo da cerveja American Pale Ale com a
levedura S. cervesisiae US-05, que evidenciou maior potencial antioxidante, segundo o ensaio
do &cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) com valores préximos de 1
mmol de trolox/ L e do ensaio do poder antioxidante da reducao do ido férrico (FRAP) com

valores préximos de 5 mmol de Fe?*/L) (Viana et al., 2021).

1.2.3. Estilos de cerveja
As cervejas podem ser classificadas em Ale, Lager e de fermentacao espontanea, de
acordo com o processo fermentativo inerente ao seu fabrico (Figura 4) (Cervejeiros de

Portugal, n. d; Livens, 2016; Szweda, 2023; Tafulo et al., 2010).

Ale Lager
(Alta fermentacao) (Baixa fermentacao)
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Figura 4 - Estilos de cerveja. Adaptado de Szweda (2023).



As cervejas do tipo Ale caracterizam-se por processos fermentativos mais rapidos (alta
fermentacao), decorrendo a temperatura entre os 15-25°C, sendo a S. cerevisiae alevedura
usada na producao deste estilo (Cervejeiros de Portugal, n. d; Livens, 2016; Tafulo et al., 2010).
Esta levedura, dada a sua tendéncia em flocular, acumula-se na superficie do tanque de
fermentacao, podendo a sua remocao nao ser total (Livens, 2016). Os estilos Oatmeal Stout,
Imperial Stout, Pale Ale e India Pale Ale sdo exemplos de cerveja do tipo Ale (Nothaft, 2003).

Por outro lado, as cervejas do tipo Lager resultam de processos fermentativos mais
lentos (baixa fermentacdo), a temperaturas comparativamente inferiores (5-15°C)
(Cervejeiros de Portugal, n. d; Livens, 2016; Tafulo et al., 2010). A S. pastorianus é a levedura
associada ao etilo Lager, sendo removida pela sua capacidade de sedimentacao nos tanques
de fermentacao (Livens, 2016). Os estilos Pilsner, Strong Lagers, Amber e Bock sao exemplos
do tipo Lager (Nothaft, 2003).

As cervejas de fermentacdo espontanea/ auténoma ou mista sdo cervejas de elevada
complexidade que resultam da combinacao de diferentes espécies de leveduras (Cunha et al.

2023: Maicas, 2020).

]

As cervejas podem, tambhém, ser classificadas quanto ao teor de etanol, em cerveja sem
alcool, quando o teor alcodlico é inferior a 0,5% vol.; cervejas com baixo teor de alcool, quando
o teor de alcool esteja compreendido entre 0,5% e 1,2% vol.; cerveja corrente quando o teor
alcodlico é superior a1,2% vol. e extrato primitivo (extrato original — extrato do mosto de malte
de origem da cerveja) inferior a 13°(expresso em graus de plato), cerveja especial quando o
teor alcodlico é superior a1,2% vol. e extrato primitivo compreendido entre 13° e 15°; e cerveja
extra quando o teor alcodlico é superior a 12% vol. e extrato primitivo superior a
15°(Cervejeiros de Portugal, n. d; Decreto lei n° 6.871, de 4 de junho de 209, 2009; Portaria n.°
91/2022 de 9 de fevereiro, 2022).

Segundo a Portaria n.291/2022 de 9 de fevereiro a cerveja pode, ainda, ser classificada
em “cervejade.." atendendo ao cereal em maior quantidade; “cerveja refermentada” quando a
cerveja é submetida a uma refermentacao, pela adicao de levedura, antes do
acondicionamento na embalagem final; e “cerveja refermentada em garrafa” quando é
adicionada levedura a cerveja apds o seu acondicionamento na embalagem final (Portaria n.°

91/2022 de 9 de fevereiro, 2022).
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1.2.4. Composicao das cervejas artesanais

A cerveja artesanal apresenta na sua composicao proteinas, minerais (por exemplo,
potassio, enxofre, fésforo e magnésio), aclcares (glicose, frutose, maltose, sacarose e
maltotriose), dcidos organicos (por exemplo, cidos tartdrico, mdlico e sucinico), vitaminas do
complexo B (vitaminas B6 e B9), compostos voldteis (propanol, acetaldeido, e &lcool
isoamilico) e polifendis (quercetina, acido gdlhico, e acido ferdlico) (Bortoleto et al., 2022;
Cerndaetal., 2023: Kunz et al., 2011: Pai et al., 2015; Poveda, 2019: Rinaldi et al., 2022; F. Rossi
etal., 2021).

Relativamente a composicao proteica das cervejas artesanais, foi identificada a
presenca por cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) de aminodcidos livres como:
0 acido L-glutamico, L-arginina, e L-fenilalanina (Poveda, 2019).

Assim, a vasta composicao em ingredientes ativos, confere a cerveja artesanal
inimeras potencialidades (Breda et al., 2022). Breda et al. (2022) analisaram a composi¢ao
em compostos fendlicos de 24 cervejas artesanais portuguesas de diferentes marcas
comerciais por cromatografia liquida e elevada eficiéncia de fase reversa com detetor de
matriz de diodos (RP-HPLC-DAD), tendo sido identificada a presenca de acido gdlhico,
galocatequina, catequina, acido cafeico, acido p-cumdrico, acido ferdlico, luteolina,
epicatequina, quercetina, kaempferol-3—-0-glicosideo e acido trans—cinamico.

Cheiran etal. (2019) estudaram a composicao de cervejas artesanais brasileiras do estilo
India Pale Ale, Weiss e Lager por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de matriz
de diodos acoplada a espetrometria de massa por uma fonte de ionizacao por
eletropulverizacao (HPLC-DAD-ESI-MS/MS) identificando 57 compostos fendlicos (como,
por exemplo, o dcido gdlhico, dcido cafeico, isoxanthohumol e 8-prenilnaringenina), dos quais
12 foram identificados pela primeira vez, como 4acidos benzoicos (exemplo, acido 2,4-
dihidroxibenzdico), acidos fendlicos conjugados (exemplo, acido 3—p-cumaroilquinico, acido
acido 3—feruloilquinico e dcido 4—feruloilquinico), flavonoides (exemplo, hexosido de taxifolina
e dihexdsido de quercetina).

Cortese et al. (2020) detetaram a presenca de diversos compostos com potencial
biolégico, entre os quais a catequina, epicatequina, acido trans—p-cumarico, quercetina,
xanthohumol, cohumulona, humulona, colupulona, e lupulona em cervejas artesanais italianas

(estilos Ego, Alter, Triplo Malto, Ubi, Fiat Lux e Major), por cromatografia liquida de alta

1"



eficiéncia acoplada a espetrometria de massa em tandem de ionizacao por eletropulverizagao
(HPLC-ESI-MS/MS).

Por suavez, D. R. Marques et al. (2017) analisaram a composicao de cervejas artesanais
(estilos American Pale Ale, Brown Poter, Classic American Pilsner, Irish Red Ale) por
cromatografia com detetor de matriz de diodos, constatando a presenca de acido gdlhico,
acido cafeico, acido ferdlico e acido p -cumarico.

Num outro estudo M. C. Silva et al. (2021) recorreram a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detetor de matriz de diodos (HPLC-DAD) para analisar 15 cervejas artesanais
brasileiras identificando a presenca de catequina, dcido cafeico, epicatequina, acido p-
cumarico, rutina hidratada, acido trans-ferlico, quercetina e formononetina.

Por fim Socha et al. (2017) estudaram nove cervejas comerciais tradicionais da
Republica Checa, Alemanha e Poldnia quanto a composicao em compostos fendlicos tendo
sido identificados o dcido galhico, dcido cafeico, acido p-cumadrico, acido ferdlico, acido

siringico, quercetina e kaempferol.

1.2.5. Inovacao do fabrico de cervejas pela incorporacao de extratos

A cerveja consiste numa bebida funcional de interesse crescente dada a possibilidade
de incorporacao de algas, plantas medicinais, probidticos, cogumelos, frutos e outros
compostos como café e prépolis, que de forma genérica potenciam as suas atividades
bioldgicas, sobretudo no que concerne a atividade antioxidante (Chacén-Figueroa et al., 2022;
Cirlincione et al., 2023; bordevic¢ et al., 2016; Loh et al., 2021; Nardini & Garaguso, 2020; Nunes
Filho et al., 2021: Taiti et al., 2023; Ulloa et al., 2017).

Nos ultimos anos, sao indmeras as opgoes que foram colocadas no mercado integrando
na sua composicao extratos inovadores. Nardini & Foddai (2020) compararam cervejas
contendo na suacomposi¢ao noz, castanha, cacau, mel, chd verde, café e alcaguz com cervejas
convencionais, verificando que as cervejas contendo os diferentes extratos se destacavam
pela maior atividade antioxidante, teor de polifendis, flavonoides e acidos fendlicos.
Flavonoides (como a catequina, epicatequina, rutina, miricetina e quercetina) e o resveratrol
foram encontrados nas cervejas com os extratos, encontrando-se ausentes nas cervejas
convencionais (Nardini & Foddai, 2020).

A inovacao na indudstria cervejeira nao sé procura caracteristicas organoléticas e

atividades bioldgicas diferenciadoras, mas também atender a demanda de nichos
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populacionais, como os doentes celiacos, com a producao de cervejas isentas de gltten. No
estudo de Mayer et al. (2016), a cerveja maltada (com glten) e cerveja de arroz (sem gltiten)
apresentaram semelhancas nas caracteristicas organoléticas. Para além disso, Ceccaroni et
al. (2019) estudaram a possibilidade de obtencdo de maltes de arroz especiais (caramelo e
torrado), passiveis de melhorar a cor e sabor das cervejas com malte de arroz. O malte de arroz
torrado apresentou maior teor de polifendis (variou de valores préximos a 15 mg de
equivalentes de &cido galhico (GAE)/g a 2 mg de GAE/g), maior atividade antioxidante pelo
ensaio ABTS (variou entre 0,5 pmol/g e 1 umol/g) e pelo ensaio do 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH) (valores compreendidos entre 1umol/g e 2 pmol/g) (Ceccaroni et al., 2019).

A semelhanca dos vinhos, as cervejas artesanais tém sido alvo de processos de
envelhecimento em barris, com o intuito de potenciar as suas caracteristicas organoléticas.
Neste sentido, Correia et al. (2023) estudaram a interacao de cerveja artesanal (estilo Ale
Lager, Porter) com lascas de cerejeira e de carvalho durante 30 dias, constatando, uma
diminuicao do teor de compostos volateis (como, por exemplo &lcoois, ésteres e acetatos),
comparativamente as cervejas controlo (cervejas artesanais sem adicao de lascas de
madeira).

A incompatibilidade do consumo de &lcool em atividades do dia a dia (por exemplo,
conducao de veiculos e maquinas), durante a gravidez e toma de medicacao, por praticas
religiosas e pela consciéncia dos riscos na sadde impulsionou o mercado na criacao de
cervejas de bhaixo teor alcodlico e, até isentas, constituindo um desafio para a industria, na
garantia dos mesmos padrdes de aceitabilidade (Salant3 et al.,, 2020).

De igual forma, a preocupacao incessante com o estilo de vida culminou na resposta da
industria cervejeira com a producao de cervejas diet com baixo teor em alcool e calorias e as
cervejas low-carb com menor teor em carboidratos (Burberg & Zarnkow, 2009; Troilo et al.,
2019).

Posto isto, estudos tém vindo a surgir com o intuito de se perceber se as cervejas que
integram extratos inovadores na sua composicao apresentam efetiva vantagem em
detrimento das demais.

As algas tém sido promovidas a superalimentos pelo seu valor nutricional, apresentando
alto teor proteico, vitaminas E, C, B12, minerais (tais como, potdssio, calcio, magnésio e selénio)
(Grosshagauer et al., 2020). No artigo de Taiti et al. (2023) a incorporacao de spirulina

(Arthrospira platensis) a 0,25% melhorou significativamente (p < 0,05) a atividade
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antioxidante pelo ensaio ABTS. Para além disso, a cerveja com spirulina potenciou
significativamente (p < 0,001) a atividade citoprotetora de células H69 (colangidcitos intra-
hepdticos humanos) contra os danos oxidativos desencadeados pelo tert-butilhidroperdxido
(t-BOOH) em comparacao com a cerveja artesanal sem a spirulina (Taiti et al., 2023).

No estudo de Santa et al. (2020) a cerveja artesanal adicionou-se a infusao de folhas
desidratadas de alcachofra (Cyanara scolymus), selecionada pelo seus beneficios paraa satide
(atividade colagoga, diurética, hepatoestimulante). A adicao de alcachofra desencadeou um
aumento significativo (p<0,05) do TCF, comparativamente a cerveja artesanal sem alcachofra
(Santaetal., 2020).

A incorporacao de extratos de plantas medicinais Melissa officinalis, Thymus vulgaris,
Juniperus communis, Urtica dioicae H. lupulus mostrou aumentar o TCF (p <0,05) e a atividade
antioxidante (p < 0,05) da cerveja artesanal em detrimento da cerveja comercial Lager, usada
como controlo (Dordevi¢ et al., 2016). A planta M. officinalis nao sé promoveu melhoria das
propriedades antioxidantes como tamhém melhorou as propriedades sensoriais da cerveja
(média de pontuacdo de 7,2 + 1,123), comparativamente a cerveja comercial (média de
pontuacao de 6,5 + 1,661) (Dordevié et al., 2016).

A adicao de extrato aquoso de alfavaca (Ocimum selloi) (0,1%) a cerveja artesanal apds
a etapa fermentativa resultou no aumento do TCF (de 291,2 + 4,0 ug de GAE)/mL para 367,9
+ 2,1ug de GAE/mL) e da atividade antioxidante (aumentou de 45,1+ 0,2% para 69,0 + 0,8%),
comparativamente a cerveja artesanal de estilo Pilsner antes da adicao do extrato (Pivaetal.,
2021). Para além disso, as cervejas com o extrato mantiveram as suas caracteristicas durante
90 dias de armazenamento (Piva et al., 2021).

Os probidticos definem-se como microrganismos vivos com beneficios a saude do
hospedeiro se administrados em quantidades adequadas (Guarner et al., 2023). Os seus
beneficios resultam da melhoria da fungao intestinal pela ativacao do sistema imunoldgico,
digestao de alimentos, competicao e eliminacao de patdgenos e atividade antioxidante (por
eliminacao de radicais superdxidos) (Guarner et al., 2023). A principal fonte de probidticos sao
os produtos lacteos. Contudo, a possibilidade de incorporacao de probidticos nas cervejas
permite o aporte destes compostos numa bebida nao lactea, constituindo uma opcao vidvel
para consumidores que procurem este tipo de opcoes, devendo, se possivel, salvaguardar ou
potenciar positivamente as caracteristicas organoléticas e nutricionais (Hinojosa-Avila et al.,

2024).

14



A co-fermetacao de S. cerevisiae var. boulardii (probidtico) com diferentes estirpes de S.
cerevisiae (B2, C3, M4, MT-15, P4) na producao de cerveja artesanal resultou num aumento
da atividade antioxidante (Capece et al., 2018). Para além disso, o niimero de células vidveis de
S. cerevisiae var. boulardiivariou entre 8 x 10°e 8 x 107 unidades formadoras de colénias/mL
(UFC/mL), valor superior a108- 107 UFC/mL, o necessdrio para efeitos probiéticos benéficos
(Capeceetal., 2018).

A co-fermentacao de S. cerevisiae WB-06 com Lacticaseibacillus paracasei Lpc-37
resultou num aumento da atividade antioxidante de valores préximos a 2,6 g de trolox/L para
valores compreendidos entre 2,7 - 2,8 g de trolox/L (p < 0,05) (Loh et al., 2021). A co-
fermentacao de S. cerevisiae CNCM 1-3856 com L. paracasei Lpc-37 resultou num aumento
do TCF de valores compreendidos entre 380 — 390 mg de GAE/L para valores entre 390 -
400 mg de GAE/L (Loh etal., 2021).

Nos ultimos anos, o interesse por cogumelos medicinais tem vindo a aumentar pelas
suas inumeras propriedades, das quais se destacam a atividade antibacteriana, antifungica,
antiviral, anti-inflamatdria, antioxidante e imunomoduladora (Venturella et al.,, 2021). Neste
sentido, surgiu a possibilidade da adicao do cogumelo Pleurotus eryngiina cerveja artesanal.
A associacao melhorou a viabilidade das leveduras durante o processo fermentativo,
particularmente na adicao do cogumelo antes da etapa fermentativa, por outro lado a cerveja
controlo (sem adicao do cogumelo) viu a viahilidade das leveduras diminuir a partir do quinto
dia de fermentacao (Cirlincione et al., 2023). Relativamente a avaliacao sensorial, as cervejas
gue continham o cogumelo apresentaram sabor e aroma a cacau e cogumelo (Cirlincione et al.,
2023). As cervejas cuja adicao de cogumelo ocorreu antes da fermentacao apresentaram um
sabor mais envelhecido e as cervejas com adicao a posteriori um sabor salgado e acético
(Cirlincione et al., 2023). A cerveja com melhor avaliacao resultou da adicao de 5 g/L de
cogumelo apés afermentacao (Cirlincione et al,, 2023). Adicionalmente, a presenca do extrato
induziu, nas cervejas, um aumento do teor alcodlico, do pH e intensificou a cor, quando
comparadas a cerveja controlo (cerveja artesanal sem adicao do cogumelo) (Cirlincione et al.,
2023).

As especiarias encontram-se ligadas a culindria e a medicina ha muitos anos, pela sua
capacidade de conferir sabor e aroma aos alimentos, mas também, pelas propriedades
medicinais, como antioxidante, anti-inflamatdria e antitumoral (Jiang, 2019). A curcuma

(Curcuma longa), e a pimenta-negra (Piper nigrum) sao dois exemplos de especiarias, cuja
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adicao combinada com ltipulo aromético (H. lupulus) durante o processo de fabrico de cervejas
artesanais aumentou o TCF (passou de 298,01 mg de GAE/L para 288,21 — 300,00 mg de
GAE/L) (Nunes Filho et al., 2021). Segundo o ensaio FRAP, a combinacao dos extratos (395,01
— 423,00 mmol de trolox/L) revelou-se promissora, comparativamente a cerveja sem adicao
dos extratos (342,64 mmol de trolox/L), usada como controlo (Nunes Filho et al., 2021). E de
salientar que apds um periodo de envelhecimento a diminuicao do TCF e da atividade
antioxidante foi maior no controlo (cerveja sem adicdo dos extratos) que nas cervejas
enriguecidas, podendo a vida dtil das cervejas ter sido potenciada (Nunes Filho et al., 2021).
Para além disso, os extratos nao afetaram as caracteristicas fisico-quimicas da cerveja
(Nunes Filho et al., 2021).

O interesse por produtos derivados do mel reside na sua vasta composicao fitoquimica
que, particularmente, no caso da propolis lhe confere atividades antioxidante, antibacteriana,
antiftingica, anti-inflamatdria, antiviral e anticancerigena (Ulloa et al., 2017). Desta forma, Ulloa
etal.(2017) estudaram ainfluéncia daincorporacao de extrato etandlico de prdpolis na cerveja
artesanal no que concerne ao TCF, atividade antioxidante e impacto nas caracteristicas fisico-
quimicas. Aincorporacao do extrato de prdpolis resultou num aumento do TCF e do teor total
de flavonoides comparativamente as cervejas artesanais sem adicao do extrato (p < 0,05 na
concentracao de 0,25 g/L) (Ulloa et al., 2017). Os parametros fisico-quimicas de cor e IBU nao
alteraram significativamente (p < 0,05), o total de acidez apenas variou significativamente na
incorporacao de 0,25 g/L prépolis (p < 0,05), enquanto que o pH diminui apds incorporacao
dos extratos em estudo (p< 0,05) (Ulloa et al., 2017).

0 café é uma das bebidas mais consumidas, gerando subprodutos (bagaco de café)
durante a sua preparacao. A composicao do bagaco de café, essencialmente, em compostos
fendlicos, vitamina E, minerais e proteinas, culminou no estudo da suaincorporacao no fabrico
de cerveja artesanal tipo Stout (Chacdn-Figueroa et al., 2022). O bagaco de café induziu
alteracdes estatisticamente significativas (p < 0,05) no TCF, no teor de flavonoides e na
atividade antioxidante de cervejas artesanais. A concentracao 1 mg/mL revelou-se a mais
promissora em termos de TCF, teor de flavonoides e atividade antioxidante, podendo
constituir uma forma de revalorizagao de residuos (Chacén-Figueroa et al.,, 2022).

Nos ultimos anos tem-se denotado o interesse na adicao de frutas durante o processo
de fabrico da cerveja pelo seu potencial contributo na composicao fitoquimica e nas

caracteristicas organoléticas (Gasinski et al., 2020). A manga (Mangifera indica) é uma das
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frutas exdticas mais consumidas, deste modo o estudo de Gasinski et al. (2020) teve por
objetivo perceber o impacto da adicao de diferentes extratos de manga (cerveja com sumo de
manga, cerveja com polpa de manga, cerveja com manga crua, cerveja com manga crua
homogeneizada com misturador e cerveja com manga homogeneizada com misturador sob
aquecimento) no fabrico de cerveja quanto ao TCF, atividade antioxidante e caracteristicas
organoléticas. Em comparacao com a cerveja controlo (sem adicao de extratos de manga), a
adicao de manga conferiu a cerveja maior teor de polifendis (p < 0,05) e maior atividade
antioxidante segundo os ensaios DPPH, FRAP e ABTS (p < 0,05) (Gasinski et al., 2020). Os
extratos de manga proporcionaram a cerveja melhores caracteristicas sensoriais em
comparacao com a cerveja controlo (p < 0,05) (Gasinski et al., 2020). Tendo em conta o aroma
e sabor, a cerveja com incorporacao de polpa de manga apresentou melhor pontuacao que as
demais (Gasinski et al., 2020).

Do consumo da beringela (Solanum melogena) resultam as cascas (sub-produto) que
pelo seu potencial (atividade hepatoprotetora, anti-inflamatdria e anticancerigena) podem
conferir um aumento do valor bioldgico, da qualidade e do tempo de armazenamento da
cerveja (Horincar et al., 2020). Deste modo, Horincar et al. (2020) tiveram como objetivo
estudar o impacto da adicao de extratos etandlicos de beringela em cerveja do tipo Pilsner. O
TCF aumentou apds aincorporacao dos extratos de beringela, sendo igual a 0,426 + 0,012 mg
de GAE/mL na cerveja controlo, aumentando consoante a concentracdo de extrato
incorporado. Desta forma, a cerveja com 10 mg/mL apresentou maior TCF (0,631+ 0,003 mg
de GAE/mL) (Horincar et al., 2020). O potencial antioxidante foi estimado pelos ensaios DPPH
e ABTS, e em concordancia com o TCF a capacidade de neutralizacao dos radicais aumentou
da cerveja controlo (no ensaio DPPHigual a 77,706 + 0,899% e no ensaio ABTS igual a 57,288
+ 0,371%) para a cerveja com maior concentracao do extrato (igual a 85,822 + 0,188% no
ensaio DPPH e 80,019 + 3,167% no ensaio ABTS) (Horincar et al., 2020).

Recentemente, tém surgido no mercado cervejas frutais, que incorporam durante o seu
processo fermentativo frutas. Deste modo, Nardini & Garaguso (2020) no seu estudo tiveram
por objetivo compararam as cervejas frutais comercializadas (cervejas com cereja,
framboesa, péssego, damasco, uvas, ameixas, casca de laranja e macas) com as cervejas
convencionais no que concerne ao teor de polifendis e atividade antioxidante. Em termos
fisico-quimicos as cervejas frutadas apresentaram maior teor alcodlico (variou entre 5,0 a

8,0%) e menor pH (variou entre 3,56 a 4,86), comparativamente as cervejas convencionais
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(teor alcodlico variou entre 4,8 a 7,0 e o pH variou entre 3,64 e 4,87) (Nardini & Garaguso,
2020). As cervejas frutadas apresentaram maior teor de polifendis (variou entre 399 + 11 mg
de GAE/L a 767 + 13 mg de GAE/L) em detrimento das cervejas convencionais (variou entre
321+ 9mgde GAE/L e 482 + 10 mg de GAE/L) (Nardini & Garaguso, 2020). Em concordancia,
as cervejas frutadas apresentaram maior potencial antioxidante sequndo os ensaios FRAP
(3,08 + 0,07 mM de equivalente de sulfato ferroso a 9,76 mM de equivalente de sulfato
ferroso) e ABTS (variou entre 1,62 + 0,02 mM de trolox a 3,53 + 0,06 mM de trolox) em
comparacao com as cervejas convencionais (valores FRAP variaram entre 2,80 + 0,04 mM de
equivalente de sulfato ferroso a 4,39 + 0,18 mM de equivalente de sulfato ferroso e os valores
de ABTS variaram entre 1,55 + 0,06 mM de trolox a 2,03 + 0,04 mM de trolox) (Nardini &
Garaguso, 2020). De forma particular, a incorporacao de cerejas na cerveja contribuiu para o
maior teor de polifendis (767 + 13 mg de GAE/L aquando da incorporacao de 300 g/L de
cerejas e 747 + 8 mg de GAE/L aquando daincorporacao de 200 g/L de cerejas) e de atividade
antioxidante destas cervejas em detrimento das restantes (p < 0,05) (Nardini & Garaguso,
2020).

1.2.6. Cereja

A cereja é o fruto da cerejeira, nome comum atribuido a espécie Prununs avium,
caracterizada pela sua docura e, por isso, conhecida, também, como cereja doce (Bastos et al.,
2015). O principal produtor mundial de cereja é a Europa, nomeadamente a Espanha, Grécia e
Italia (B. Goncalves et al., 2022).

Em Portugal, a producao de cereja incide na regiao Norte, particularmente, entre Douro
e Minho, Tras-os-Montes e Beira Interior (B. Goncalves et al., 2022). 0 concelho de Resende
(na regiao do Douro) assequra 30% da producao nacional, sendo detentor de um microclima
ideal que confere caracteristicas Unicas as cerejas, as primeiras, anualmente, a surgir no
mercado europeu (normalmente em meados de abril) (B. Goncalves et al., 2022). Em Resende,
as trés variedades de cereja mais cultivadas sao as cerejas Burlat, Van e Lapins (B. Goncalves
etal, 2022).

As cerejas apresentam como cor caracteristica o vermelho. No entanto dependendo da
variedade, estado de maturacao e do teor de antocianinas a sua coloracao pode variar entre
rosa escuro e vermelho escuro (préximo de preto) (Hayaloglu & Demir, 2015). Genericamente,

as cerejas mais escuras sao mais doces e, apresentam maior teor de antocianinas,
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comparativamente as cerejas mais claras (Kent et al., 2018). O peso das cerejas pode variar
entre 6-8 g, sendo, também, influenciado pela variedade (Cao et al., 2015; Hayaloglu & Demir,
2015).

As cerejas sao essencialmente constituidas por dgua, carboidratos, proteinas e gordura
(Bastos et al., 2015). De entre os aclicares, Bastos et al. (2015) identificaram, por HPLC, a
presenca de frutose, glicose e sorbitol num extrato metandlico de cereja (80:20, V/V). No
estudo de Cao et al. (2015) as variedades Santina e Black pearl (extrato etandlico 80% V/V),
também, apresentaram, por HPLC, glicose e frutose na sua composicao. No estudo de
Hayaloglu & Demir (2015) foram analisadas as variedades de cereja Bing, Dalbasti, Durona di
Cesena, Lambert, Merton Late, Starks Gold, Van, Vista, 0-900 e Ziraat por HPLC-DAD,
constatando-se a presenca de glicose, frutose, sacarose e xilose.

Bastos et al. (2015) identificaram através de HPLC-DAD a presenca de dcidos organicos
em extrato metandlico (80:20, V/V) de cereja, tais como: dcido oxdlico, dcido malico, acido
xiquimico e acido fumarico. Nos seus estudos, Cao et al. (2015) constataram a presenca de
acido mdlico e acido xiquimico, sequndo a técnica de HPLC em extratos etandlicos (80% V/V)
de cerejadas variedades Santina e Black pearl. Segundo o estudo de Hayaloglu & Demir (2015),
as variedades de cereja Bing, Dalbasti, Durona di Cesena, Lambert, Merton Late, Starks Gold,
Van, Vista, 0-900 e Ziraat apresentaram na sua composicao acido malico, acido citrico, acido
succinico, acido oxalico, dcido tartarico, acido fumarico e acido acético, tendo sido identificados
por HPLC-DAD.

Em termos lipidicos, as cerejas sao compostas por acidos gordos polinsaturados, acidos
gordos saturados e acidos gordos monoinsaturados (Bastos et al., 2015). Bastos et al. (2015)
identificaram por cromatografia gasosa acoplado a um detetor de ionizacao por chama em
maior concentracao a presenca de acido palmitico, dcido oleico, acido linoleico e acido o-
linoleico.

O potencial antioxidante das cerejas tem vindo a ser alvo de estudo, como é o caso do
estudo de Hayaloglu & Demir (2015), onde 12 variedades de cereja apresentaram atividade
antioxidante sequndo o ensaio ABTS (variou entre 4,49 + 0,04 mg de trolox/g extrato fresco
a 6,15 + 0,04 mg de trolox/g extrato fresco), o ensaio FRAP (variou entre 0,44 + 0,08 mg de
trolox/g extrato fresco a1,61+ 0,12 mg de trolox/g extrato fresco) e pelo ensaio DPPH (variou
entre 4,50 + 0,10 mg de trolox/g extrato fresco a 6,02 + 0,16 mg de trolox/g extrato fresco).

No estudo Cao et al. (2015) o potencial antioxidante das variedades Santina e Black Pearl foi
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estimado pelo ensaio DPPH (igual a 342,62 + 24,77 mg de trolox/100 g extrato fresco e
470,70 + 3,03 mg de trolox/100 g extrato fresco, respetivamente) e FRAP (igual a 249 + 8,01
mg de trolox/100 g extrato fresco e 182,03 + 7,90 mg de trolox/100 g extrato fresco,
respetivamente). No estudo de Bastos et al. (2015) a atividade antioxidante foi avaliada pelo
ensaio DPPH (concentracao capaz de inibir em 50% (ICso) = 0,99 + 0,01 mg/mL) e pelo poder
redutor da conversao de Fe** em Fe?* (ICso = 0,57+ 0,01 mg/mL). Tal atividade, pode estar
correlacionada com a sua composicao em compostos fendlicos totais, flavonoides e acidos
fendlicos (Bastos et al., 2015; Cao et al., 2015; Hayaloglu & Demir, 2015).

Bastos et al. (2015) estudaram a composicao fendlica de extrato metandlico (80:20,
V/V) de cereja por HPLC, denotando a presenca de compostos como o &cido 3-0-
cafeoilquinico, acido cis-p—cumaroilquinico e quercetina—0-rutindsido—0-hexosideo. Cao et
al. (2015) através da HPLC-DAD detetou a presenca de compostos como d&cido
neoclorogénico, dcido cumaroilquinico, acido 4-cafeoilquinico e acido clorogénico, em
extratos etandlicos de cerejas da variedade Santina e Black Pearl. Matteo et al. (2016)
procedeu a caracterizacao das cerejas das variedades New Star, Bertiello, Del Monte, Della
Recca, Malizia, Mulegnana Nera, Regina del Mercato e Silvestre por espetrofotometria de
massa de elevada resolucao, identificando compostos como o dacido neoclorogénico,
procianidina (B1, B2, C1), catequina, acido cumaroilquinico, dcido clorogénico, dcido cafeico,
epicatequina, acido cumarico, rutina, acido ferdlico, isoquercetina, cianidina, quercetina,
luteolina e kaempferol. As variedades de cereja Saco, Sweetheart, Satin e Maring
apresentaram na sua constituicdo compostos como derivados do dacido hidroxibenzdico,
catequina, derivados do acido hidroxicinamico, dcido cafeico, derivados do acido p— cumarico,
derivados da catequina e quercetina, identificados por HPLC-DAD, no estudo de A. C.
Gongalves et al. (2017).

Para além disso, as cerejas, ainda, possuem vitaminas na sua composicao comoaEe C
(Bastos et al., 2015; Srednicka-Tober et al., 2019).

A sazonalidade das cerejas faz com que estas sejam consumidas predominantemente
frescas. No entanto, estas podem ser alvo de processamento encontrando-se em caldas,
preparacdes com alcool, frutas cristalizadas e compotas (Kent et al., 2018; Pilli et al., 2019).

Estudos tém surgido da inclusao de cerejas no fabrico de cerveja revelando aumento do

teor de compostos fendlicos e do potencial antioxidante, conferindo as cervejas melhores
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caracteristicas organoléticas comparativamente ao controlo (Nardini & Garaguso, 2020;
Nedyalkov et al., 2023; Shopska et al., 2023).

Além disso, o estudo de Letsiou et al. (2021) com o objetivo de perceber os efeitos
pleiotropicos do extrato de Prunus avium sob fibroblastos dérmicos humanos (NHDF),
apuraram auséncia de efeitos citotdxicos do extratos nas concentragdes testadas (1 ug/mL,
0,5 ug/mL, 0,1ug/mL, 0,05 ug/mL) durante 48H, através da andlise dos niveis de adenosina
trifosfato (ATP). As concentracdes 0,1 pug/mL, 0,05 pg/mL induziram um aumento
significativo dos niveis de ATP (p<0,05) (Letsiou et al., 2021). Além disso, a concentragao 0,05
ug/mL conferiu capacidade de prote¢ao das células NHDF contra o stress oxidativo induzido
pelo perdxido de hidrogénio (H.0>), denotando-se um aumento significativo dos niveis de ATP
(p<0,05), comparativamente ao controlo negativo (células nado tratadas) (Letsiou et al., 2021).
Do estudo da expressao de glutationa peroxidase (GPX1), superéxido de dismutase (SOD1) e
fator nuclear eritréide 2 (NRF2), envolvidos na resposta antioxidante, as células tratadas com
o0 extrato apos inducao do stress oxidativo pelo H:0;, viram a sua expressao aumentar
significativamente (p < 0,05), em comparagao com o controlo negativo, sugerindo um aumento
potencial na resposta antioxidante (Letsiou et al., 2021). O extrato regulou positivamente (p <
0,05) a expressao de colagénio tipo | alfa1(COL1A1), colagénio tipo Il alfa1(COL3A1) e recetor
CD44 na auséncia e na presenca de H.0, comparativamente as células nao tratadas,
indicativo da promocao da organizacao da matriz celular (Letsiou et al, 2021). Em
concordancia com o estudo dos niveis de ATP, o extrato aumentou significativamente (p <
0,05) a expressao do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA) e do fator de
crescimento transformador beta 3 (TGFB3) na presenca H.0; elucidando o potencial
proliferativo/reparador do extrato (Letsiou et al. 2021). Para além disso, 0 extrato na auséncia
e na presenca de H.0: diminui significativamente (p < 0,05) a expressao de interleucinas (IL-
1,IL-6 e IL-8) (Letsiou et al., 2021). A requlacao positiva (p < 0,05) dos genes sirtuina sirt1 e sirt
2 e foxo3 na presenca e auséncia de H.0, conferindo ao extrato potencial acao
antienvelhecimento (Letsiou et al., 2021). Desta forma, sao previsiveis beneficios cutaneos da
associacao da cerveja artesanal com extratos de cereja, no que concerne ao potencial

antioxidante, antienvelhecimento, anti-inflamatario e de organizacao da matriz extracelular.
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1.3. Pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, apresentando como principal fungao a protecao
do organismo contra fatores externos, como lesdes mecanicas, térmicas e quimicas, entrada
de microrganismos e radiacées ultravioleta (UV) (barreira fisica); a reparacao e adaptacao
aquando de alteracdes de composicao e estrutura por lesdées ou stress; regulacao da
temperatura, agua e eletrdlitos (pelo isolamento e transpiracao); sintese de vitamina D; e a
excrecao de toxinas (ureia, amdnia e acido drico) (Arda et al., 2014; Dabrowska et al., 2016;
Dabrowska et al., 2017; Khavkin & Ellis, 2011). Além disso, a pele possui mecanorecetores e
nocicetores que permitem a detecao de estimulos mecanicos de toque, vibragao, pressao,
temperatura, dor e prurido (Dabrowska et al., 2016; Khavkin & Ellis, 2011).

A pele é constituida por trés camadas principais: epiderme, derme e hipoderme (Figura
5).

Queratindcitos

Melandcitos ——a x 3 Epiderme
o)l
(-] L
Fibroblastos - p—
Vasos sanguineos
Hipoderme

Adipdcitos J

Figura 5 - Camadas e composicdo da pele. Adaptada de Hofmann et al,, (2023).

A epiderme é a camada mais externa da pele, sendo responsavel pela funcao barreira
(Baroni et al, 2012; Betts et al., 2022). Esta é composta por um epitélio escamoso,
estratificado, queratinizado e avascular, maioritariamente constituido por queratindcitos
(Baroni et al., 2012; Betts et al., 2022). Os melandcitos também fazem parte desta camada,
sendo responsaveis por conferirem coloracao a pele pela producao de melanina, o que permite
a protecao das células vivas da epiderme contra os possiveis danos desencadeados pelas

radiacdes UV (Baroni et al., 2012; Betts et al., 2022). Esta camada ainda é composta pelas
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células de Langerhans responsaveis pela protecao imunoldgica, e pelas células de Merkel que
funcionam como mecanorecetores (Baroni et al., 2012). A epiderme pode ser dividida em cinco
estratos: hasal/ germinativo, espinhoso, granuloso, lticido e cdrneo (da camada mais profunda
para a mais superficial) (Betts et al., 2022).

A derme é principalmente constituida por tecido conjuntivo, fibras de colagénio,
elasticas, vasos sanguineos, linfaticos e nervos (Baroni et al., 2012; Betts et al., 2022). Esta
camada é responsavel pelo suporte mecanico e pelas propriedades eldsticas da pele (Baroni
etal., 2012; Betts et al., 2022).

A hipoderme é composta por tecido conjuntivo, tecido adiposo e vasos sanguineos
(Baroni et al., 2012; Betts et al., 2022). Esta camada confere propriedades de isolamento
contra variacoes de temperatura, armazenamento de energia e protecao a choques

mecanicos (Baroni et al., 2012; Betts et al., 2022).

1.3.1.  Consequéncias da exposicao as radiacoes ultravioleta (UV)

As radiacoes UV sao emitidas, essencialmente, pelo sol, apresentando beneficios como
a sintese de vitamina D e p-endorfinas (Jesus et al., 2022; Nitulescu et al., 2023; WHO, 2022).
No entanto, a exposicao desprotegida da pele as radiacdes UV solares desencadeia a
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) sendo a principal causa de danos cutaneos,
como as queimaduras solares e o fotoenvelhecimento, hiperpigmentacao e
fotossensibilizacao (Figura 6) (Amaro-Ortiz et al., 2014; American Cancer Society, 2024; Baek
& Lee, 2016; Gontijo & Gontijo, 2009; Jesus et al., 2022; Mota et al., 2019; WHO, 2022).
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Figura 6 - Danos cutaneos decorrentes da exposicao solar. Adaptado de Amaro-Ortiz et al. (2014).

A radiacao UV divide-se em UVA, UVB e UVC(, atendendo ao seu comprimento de onda,
gue influencia a profundidade de penetracao a nivel cutaneo (Figura 7) (Coelho et al., 2016;

D’'Orazio et al., 2013; Gontijo & Gontijo, 2009).
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Figura 7 - Radiagao ultravioleta e, respetiva penetragao cutanea. Adaptada de Coelho et al. (2016).
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A radiacao UVA (320 - 400 nm) penetra a pele em profundidade, atingindo a derme,
ativa os agentes fotossensibilizantes enddgenos e, consequentemente a producao de ROS
(D'Orazio et al., 2013; Gontijo & Gontijo, 2009). E responsavel pelos efeitos cutaneos nefastos
de longo prazo, como: fotoenvelhecimento, fotoimunossupressao e fotocarcinogénese
(Gontijo & Gontijo, 2009; Jusvick et al,, 2022). O carcinoma basocelular, espinocelular e o
melanoma sao as formas mais comuns de cancro cutaneo (Geoffrey et al., 2019).

Por suavez, aradiacao UVB (290 — 320 nm) atinge a epiderme, sendo responsavel pelos
efeitos nefastos de curto prazo, destacando-se a formacao de eritemas, as reacoes de
fototoxicidade e de fotoalergia (Gontijo & Gontijo, 2009; Jusvick et al., 2022; Mohania et al.,
2017).

Aradiacao UVC (100 — 290 nm) é a que apresenta menor comprimento de onda, pelo que
é totalmente retida pela camada do 0zono, nao atingindo a superficie terrestre (Geoffrey et al.,
2019; Gontijo & Gontijo, 2009). A incidéncia das radiac6es UVA e UVB na superficie da Terra é
dependente da latitude, altitude, estacao do ano e hora do dia (Gontijo & Gontijo, 2009; WHO,
2022).

Assim, denota-se aimportancia de se utilizarem agentes fotoprotetores, dos quais sao
exemplo os compostos antioxidantes, a fim de se reduzirem os riscos supramencionados
inerentes a exposicao dos raios UVA e UVB, dada a correlacao entre a exposicao solar e a
carcinogénese, evidente pelos dados da Organizacao Mundial da Saude de 2020, onde a
exposicao solar causou 1,2 milhdes de novos casos de cancro cutaneo (Gontijo & Gontijo,

2009; WHO, 2022).

1.3.2. Agentes fotoprotetores

Um produto cosmético define-se como “qualquer substancia ou mistura destinada a ser
posta em contacto com as partes externas do corpo humano (epiderme, sistemas piloso e
capilar, unhas, labios e 6rgaos genitais externos) ou com os dentes e as mucosas bucais, tendo
em vista, exclusiva ou principalmente, limpd-los, perfuma-los, modificar-lhes o aspecto,
protegé-los, manté-los em bom estado ou corrigir os odores corporais” (Regulamento (CE)
N.°1223/2009 do Parlamento Europeu e do Conselho de 30 de Novembro de 2009 relativo
aos produtos cosméticos, 2009). De entre os produtos cosmeéticos disponiveis destacam-se,
neste contexto, os protetores solares (Regulamento (CE) N.°1223/2009 do Parlamento

Europeu e do Conselho de 30 de Novembro de 2009 relativo aos produtos cosméticos, 2009).
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Segundo a Regulamentacdo Europeia n.2 647/2006 de 22 de setembro, um protetor
solar é um produto cosmético que se destina a aplicacao tépica com o intuito de proteger a pele
contra os danos desencadeados pela exposicao solar, prevenindo as queimaduras solares, 0s
danos associados ao envelhecimento cutaneo e a fotoimunossupressao (Recomendacao da
comissao de 22 de setembro de 2006 relativa a eficdcia e as propriedades reinvidicadas dos
protetores solares, 2006). Assim, um protetor solar deve conferir protecao contra as
radiacées UV pela sua capacidade em absorver, refletir e dispersar estas radiacoes
(Recomendacao da comissao de 22 de setembro de 2006 relativa a eficacia e as propriedades
reinvidicadas dos protetores solares, 2006). Idealmente, estes devem ser de amplo espetro
conferindo protecao contra as radiacoes UVA e UVB (Gabros et al. 2023; Mancuso et al., 2017).

Os filtros UV podem ser classificados em filtros organicos e inorganicos. Os filtros
organicos (ou quimicos) absorvem a radiacao UV e transformam-na em energia térmica,

emanada pela pele (Figura 8) (Geoffrey et al., 2019; Nitulescu et al., 2023).

Filtros UV organicos Filtros UV inorganicos
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Emissao de radiagao de
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Figura 8 - Mecanismo de acao dos filtros solares organicos e inorganicos. Adaptado de Zou et al. (2022).

A possivel absorcao sistémica dos filtros organicos traduz-se em maior probabilidade
de reacoes adversas, apesar da sua maior aceitabilidade em termos de aplicacao,
comparativamente aos filtros inorganicos (Geoffrey et al,, 2019). Os filtros organicos dividem-

se em filtros UVA (como, por exemplo, benzofenonas, avobenzona), filtros UVB (como por
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exemplo, derivados do &cido para-aminobenzoico, cinamatos, salicilatos) e filtros de largo
espetro (como, por exemplo, ecamsule, silatriazole) (Geoffrey et al., 2019; Nitulescu et al.,
2023). Os filtros inorganicos (também denominados fisicos ou minerais) operam como
barreira fisica proporcionando a reflexao e dispersao da radiacao UV, caracterizando-se pela
alta fotoestabilidade e reduzida absorcao sistémica, o que minimiza a probabilidade de
reacoes adversas (Geoffrey et al, 2019; Schalka & dos Reis, 2011). De entre os filtros
inorganicos destaca-se o dxido de zinco e o diéxido de titanio (Latha et al., 2013). Em termos
comerciais, 0s protetores solares podem combinar filtros organicos e inorganicos aliando as
duas formas de protecao contra as radiacoes UV (Zou et al., 2022).

Assim, um filtro solar ideal é aquele que é inerte, sequro, fotoestavél, compativel com os
restantes componentes da formulacao, que permita boa espalhabilidade, que sejaresistente a
agua, inodoro, que confira protecdao de amplo espetro e ndo apresente acdo sistémica
(Geoffrey et al., 2019).

De acordo com a Regulamentacao Europeia n.2 647,/2006 de 22 de setembro apenas
compostos com um fator de protecao solar (FPS) superior a 6 conferem protecao contra as
radiacoes UV (Recomendacao da comissao de 22 de setembro de 2006 relativa a eficdciae as
propriedades reinvidicadas dos protetores solares, 2006).

O FPS define-se, entao, como a relacao entre a dose minima eritematosa da pele
protegida por um protetor solar da dose minima eritematosa de uma pele desprotegida
(Recomendacao da comissao de 22 de setembro de 2006 relativa a eficacia e as propriedades
reinvidicadas dos protetores solares, 2006). Deste modo, o FPS representa a capacidade de
um protetor solar proteger a pele do aparecimento de eritema, em comparagao com uma
exposicao desprotegida (Schalka & dos Reis, 2011).

Os protetores solares podem conferir protecao baixa (6 < FPS < 10), média (15 < FPS <
25), alta (30 < FPS < 50) e muito alta (FPS=50+) (Latha et al., 2013; Schalka & dos Reis, 2011).
Assim, a medida que aumenta o valor de FPS denota-se a diminuicao da radiacao UV que tem
acao sobre a pele (Figura 9) e, consequentemente a probabilidade de danos inerentes a esta

acao (Ngoc et al.,, 2019).
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Figura 9 - Capacidade fotoprotetora do protetor solar tendo em conta o seu FPS. Adaptado de Ngoc et al. (2019).

No entanto, a eficiéncia do protetor esta dependente de varidveis pessoais, ambientais
e de utilizacao, como resposta eritematogénica individual, indice UV, hordrio de exposicao
solar, tipo de solo e aplicacao (quantidade e reaplicacao) (Schalka & dos Reis, 2011).

A fotoinstabilidade, a possibilidade de desencadearem reacoes alérgicas, o impacto
ambiental e a toxicidade humana (dada a detecao de filtros em seres marinhos e em amostras
bioldgicas humanas) constituem desafios na utilizacao de filtros UV sintéticos (Geoffrey et al.,
2019; Jesus et al,, 2022; Latha et al., 2013). Desta forma, 0s compostos naturais apresentam-
se como uma alternativa, dado que as plantas encontram-se expostas diariamente a radiacao
solar e, em resposta produzem metabolitos secundarios que Ihes permitem resistir aos danos
despoletados (Jesus et al., 2022). Compostos como os terpendides, flavonoides e &cidos
fendlicos, caracterizados pelo seu potencial antioxidante, tém sido associados a capacidade

fotoprotetora (Jesus et al.,, 2022).

1.3.3. Compostos Antioxidantes

Os compostos antioxidantes definem-se como qualquer substancia que, em
quantidades reduzidas, tenha a capacidade de prevenir ou retardar a oxidacao de substratos
facilmente oxidaveis (dcido desoxirribonucleico - DNA, lipidos e proteinas) (Atta et al., 2017). A

acao antioxidante pode advir da inibicao de enzimas oxidantes, pela quelacdo de ides
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metdlicos e neutralizacao de ROS pela doacao de atomos de hidrogénio ou de eletrdes (Atta et
al, 2017; Baek & Lee, 2016).

Os antioxidantes podem ser enddgenos ou exdgenos, mediante sejam intrinsecos ao
organismo, como os complexos enzimaticos (exemplos: glutationa peroxidase, glutationa
transferase, superdxido de dismutase e a catalase) ou sejam obtidos pela alimentacao
(exemplo: as vitaminas e derivados, compostos nitrogenados nao proteicos, cofatores,
minerais, compostos organossulfurados, carotenoides, flavonoides e outros compostos
fendlicos) (Baek & Lee, 2016; Carocho & Ferreira, 2013).

Quanto a origem, estes podem classificar-se como sintéticos ou naturais. Os
antioxidantes sintéticos sao obtidos por reacoes de sintese, sendo 0s mais comuns o
hidroxianisol butilado (BHA) e o hidroxitolueno butilado (BHT) (Gdilcin, 2012). A utilizacao
destes tem vindo a ser restringida pela possivel associacao a efeitos tdxicos e carcinogénicos,
apesar de conferirem uma atividade antioxidante média/alta e serem mais econémicos (Atta
et al, 2017; Giilcin, 2012). Os antioxidantes naturais sao extraidos de produtos naturais
(plantas). Apesar de mais dispendiosos e da sua atividade antioxidante ser menor
comparativamente com os antioxidantes sintéticos, estes sao selecionados pela sua
inocuidade (Giilcin, 2012). Para além disso, o consumidor tem demonstrado maior interesse
pelos antioxidantes naturais, por estes serem associados ao maior beneficio para a saude
(Mitterer-Daltoé et al., 2021). Tal facto, tem despoletado um interesse crescente pelos
investigadores, bem como inimeros estudos no sentido de se descobrirem novas alternativas
(Caleja et al., 2016; Delanghe et al., 2021; Giilgin, 2012; Giilcin et al., 2009), o que releva a
importancia e pertinéncia do presente trabalho.

De entre os compostos antioxidantes de origem natural destacam-se os flavonoides
(como, por exemplo, quercetina, isoflavonas, proantocianidinas e antocianidinas), dcidos
fendlicos (como, por exemplo, dcidos benzdico, galhico e cinamico), polifendis (resveratrol),
carotenoides (como, por exemplo, B-carotenos, licopeno, luteina) e vitaminas (C e E) com

atividade fotoprotetora descrita (Figura 10) (Petruk et al., 2018).
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Figura 10 - Vantagens dos compostos antioxidantes de origem natural nos danos causados pelos radicais livres
desencadeados pelas radiagdes UV. Adaptado de Petruk et al. (2018).

O FPS tem vindo a apresentar correlacdes significativas com o teor de compostos
fendlicos e flavonoides, nao apresentando a mesma linearidade com a atividade antioxidante
(Hashemi et al., 2019; Stevanato et al., 2014).

0 estudo de Stevanato et al. (2014) teve por objetivo o estudo de estilbenos (piceideo,
resveratrol), flavonoides (catequina, quercetina, kaempferol, galangina, apigenina,
naringenina, crisina, pinocembrina), acidos hidroxicinamicos (acido cumadrico, cido ferdlico,
acido cafeico, éster feniletilico do acido cafeico e &cido dimetilcafeico) quanto potencial
fotoprotetora (FPS, relacdo UVA/UVB e comprimento de onda critico), com o intuito de
perceber a sua associacao com a atividade antioxidante dos mesmos. Quanto aos valores de
FPS constatou-se que o kaempferol, apigenina e o dcido cafeico apresentaram os valores
mais elevados de FPS, FPS =24,9, FPS = 28,8 e FPS = 28,0, respetivamente (Stevanato et al.,
2014). Da relacdo UVA/UVB, a quercetina foi o tinico composto com relacdo superior a 0,8
(protecdo maxima contra UVA) (Stevanato et al,, 2014). No que concerne ao comprimento de

onda critico este deve ser superior a 370 nm indicando um amplo espetro de protecao, pelo
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que todos os flavonoides, o éster feniletilico do acido cafeico e o dcido dimetilcafeico atendem
a especificacao (Stevanato et al., 2014).

A cerveja artesanal, ao apresentar estes compostos na sua composicao, pode constituir
uma fonte de compostos bioativos com atividade interessante em termos de fotoprotecao. A
semelhanca do demonstrado para a rutina (flavonoide) no estudo de Tomazelli et al. (2018),
onde 0,1% (m/m) do composto foi incorporado numa formulacao com uma avobenzona e um
acido 4-aminobenzdico, a fim de se perceber a seguranca da formulagao, o potencial
fotoprotetor (FPS determinado in vitro e in vivo), hidratacao superficial cutanea e potencial
antioxidante. A presenca da rutina na formulacao induziu um aumento de 40% da capacidade
de neutralizacao do radical DPPH (Tomazelli et al., 2018). Nos ensaios in vitro, aincorporagao
de rutina promoveu a diminuicao do FPS da formulacao, em comparacao com o controlo (sem
rutina) (p < 0,05) (Tomazelli et al., 2018). Por outro lado, na determinacao do FPS in vivo a
formulacao com rutina apresentou um FPS estatisticamente superior a formulacao sem o
composto (p < 0,05) (Tomazelli et al., 2018). Para além disso, a formulacdo com rutina
demonstrou-se segura, nem induziu alteracoes significativas da hidratacao da pele (p < 0,05)
(Tomazelli et al., 2018). Desta forma, a incorporacao de extratos de cervejas artesanais em
formulagdes combinadas com filtros sintéticos pode se revelar promissora, podendo potenciar
a atividade antioxidante e fotoprotetora da mesma.

0 desequilibrio entre as defesas antioxidantes (enddgenas e exdgenas) e a producao
exacerbada de ROS culmina no stress oxidativo, desencadeando danos ao nivel do DNA,
mitocondrias, lipidos e proteinas, podendo refletir-se em danos cutaneos como dermatites,

acne, rosacea, psoriase, fotoenvelhecimento e cancro (Figura 11) (Baek & Lee, 2016).

Sistema Consequéncia a nivel cutaneo
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Figura 11 - Consequéncias do desequilibrio entre as defesas antioxidantes e o stress oxidativo. Adaptado de
Baek & Lee (2016).
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1.4. Potencias beneficios de extratos de cerveja, matérias-primas e subprodutos do
seu fabrico a nivel cutaneo

Apesar da escassez de estudos que investiguem os potenciais beneficios de extratos de
cerveja artesanal na pele, estes podem estar inerentes ao seu potencial antioxidante,
documentado em indmeros estudos (Breda et al., 2022; Censi et al., 2021. S. Silva et al., 2022).

Por outro lado, as matérias-primas e subprodutos do seu fabrico tém vindo a ser
associados a atividades promissoras na prevencao de danos cutaneo, que ao poderem
condicionar a interacdo social sdao mote para procura de produtos cosméticos e/ou
procedimentos estéticos que revertam a situacao (Dabrowska et al., 2016; Khavkin & Ellis,
20M).

Das atividades enumeradas na tabela 2 destaca-se a aplicabilidade dos extratos na
prevencao do envelhecimento cutaneo (atividade anti-elastase, anti-tirosinase, antioxidante
e fotoprotetora), em afecdes como a acne (atividade antibacteriana, anti-inflamatdria e
antioxidante), psoriase (atividade anti-inflamatdria, antioxidante), hiperhidrose (atividade

antibacteriana) e cancro cutaneo (atividade antiproliferativa e anticancerigena).

Tabela 2 - Compilacao dos potenciais beneficios de extratos de cerveja, matérias-primas e subprodutos do
fabrico cervejeiro na pele.

Tipo de estudo Matriz Rk LR/ Atividade potencial Comp,o stp > Referéncia
solvente provaveis
Insilico Subprodutos de Propanodiol Anti-elastase Cis-iso- a- (Paredes-Ramos
In vitro ldpulo P Antioxidante cohumulona etal, 2022)
Malte
(Caramailte,
Aromatico,
) Torrgdo € . Anti-tirosinase . (Almendinger et
In vitro Germinado); Agua o Melanoidinas
Antioxidante al., 2020)
Subprodutos de
malte de cerveja
escuraede
cerveja de trigo
Invitro Subprodutos de Aqua Anti-tirosinase Acu:ic;if:c:ull_co € (Shonetal,
malte 9 Antioxidante op 2023)
cumarico
In silico Lupulo Acetona (70%) Anti-tirosinase Taninos  (J.Liuetal,2022)
In vitro P ° Antioxidante ’ N
Invitro Ldpulo Metanol Anti-tirosinase Chalconas e (Kimetal.,2016)
flavanonas
Invitro Lipulo o :egnu: -IFicoI . Fotoprotetora ) (Kurzawaetal,
P prop g Antioxidante 2022)

6leo de girassol
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Sintese de

. Subprodutos de componentesde  Mananose -  (Costaetal,
Invitro .. - .
S. cerevisiae matriz celular glucanos 2023)
Antioxidante
Acidos-o
) , ” . L acidos-p e (Hurthetal.,
In vitro Lidpulo COgzsupercritico  Anti-inflamatdria 6leos 2022)
essenciais
Invivo Lipulo Aquoso Anti-inflamatdria Agliconase  (Segawa etal,
P g kaempferol 2008)
) , .. .. (Gendrisch et al.,
Invitro Lupulo Etanol Anti-inflamatdria - 2021)
. ) ” Anti-bacteriana Humulona (Weberetal,
In vitro Lupulo COzsupercritico Antioxidante
. L. Lupulona 2019)
Anti-inflamatdria
In vitro , . . . (Di Lodovico et
Insilico Lupulo Etanol Anti-bacteriana Rutina al, 2020)
Cerveja
industrial Cicatrizante (Negrdo et al
Invivo suplementada - Anti-inflamatdéria  Xanthohumol g N
. 2012)
com Antioxidante
xanthohumol
Lipossomas
unilamelares
Invitro ultradeformdveis Acido sulfurico e (Bucci etal
Ex vivo de dcido ferulico hidréxido de sédio Cicatrizante Acido fertlico 2020) N
extraido de (NaOH)
subprodutos de
malte
Invivo S. cerevisiae NaOH Anti-proliferativa Glucanos  (Eometal,2021)
Invivo Lupulo hexano e metanol Anti-cancerigena Lupu.lona.e a 6- (Akazawaetal,
prenilnaringina 2012)
Invitro , » . . (Dumas etal.,
Invivo Lupulo COzsupercritico  Antibacteriana - 2009)
Subprodutos de
. malte, ltpulo e : . (Censietal,
Invitro levedura de Agua Antioxidante 2021)
cerveja

No estudo de Paredes-Ramos et al. (2022), os extratos de subprodutos de ldpulo
demonstraram potencial atividade anti-elastase, podendo esta estar correlacionada a
composicao em cis-iso-o-cohumulona, detetada por cromatografia liquida de elevada
eficiéncia — espetrometria de massa - analise de espectrometria de massa (HPLC-MS/MS).
O composto identificado apresentou por técnicas de modelacao molecular ligacdes mais
estdveis a elastase, comparativamente a compostos padrao como a quercetina e galhato
epigalhocatequina (Paredes-Ramos et al., 2022). Foram preparados cinco extratos variando

atemperatura de extracao (74°C ou 75°C), concentracao de propanodiol (79,92%, 98,64% ou
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98,75%) e tempo de extracao (51,45min, 60,60min, 77,87min, 77,91min), verificando-se, para
todos, total inibicao da elastase (100%) (Paredes-Ramos et al., 2022). O teor de compostos
fendlicos dos extratos variou entre 3940 mg de GAE/L e 4700 mg de GAE/L de amostrae a
capacidade de absorcao de radicais de oxigénio (ORAC - fluoresceina) variou entre 75,58
mmol de trolox/L e 81,90 mmol de trolox/L de extrato (Paredes-Ramos et al., 2022).

Extratos aquosos de caramalte, malte aromatico, malte torrado, malte germinado e
subprodutos de malte de cerveja escurae de cerveja de trigo apresentaram potencial atividade
anti-tirosinase, sendo esta dependente da concentracao (Almendinger et al., 2020). O extrato
de malte caramelo, malte torrado e malte germinado, na concentracao de 1%, apresentaram
maior percentagem de inibicdo da tirosinase (87%, 86% e 80%, respetivamente),
potencialmente associada a presenca de melanoidinas (Almendinger et al., 2020). Os extratos
de malte caramelo e torrado apresentaram maior teor de compostos fendlicos (12,9 mg de
GAE/g) e de neutralizacao do radical ABTS +(1,68 umol de equivalente de trolox/g) em
comparacao com o malte aromatico, malte germinado e com os subprodutos (Almendinger et
al., 2020). Os extratos de malte aromatico, caramalte e malte torrado inibiram a formacao de
2' 7'~ dihidrofluoresceina (DCF) em 72%, 68% e 63%, respetivamente (Almendinger et al,,
2020).

No estudo de Shon et al. (2023), o extrato aquoso de subprodutos de malte, também,
exibiu potencial inibicao da tirosinase, uma vez que inibiu a L-DOPA em células de melanoma
de murino (B16F10), de forma dependente da dose. Para além disso, o extrato reduziu a
expressao de proteinas relacionadas com a tirosinase - 1 (TRP-1) e proteinas relacionadas
com atirosinase - 2 (TRP-2), envolvidas na sintese de melanina (Shon et al., 2023). 0 aumento
de quinases reguladas por sinal extracelular (ERK) e quinases N-terminais c-jun (JNK)
combinado com a diminuicao de p -38 sugere que o extrato de subprodutos de malte regule
negativamente o fator de transcricao indutor de melandcitos (MITF) através da via de
sinalizacao da proteina quinase ativada por mitogénio (MPAK) (Shon et al, 2023).
Adicionalmente, pelo estudo do acido ribonucleico mensageiro (MRNA) de TRP-1e TRP-2 e
tirosinase, o extrato de subprodutos de malte pareceu regular os genes associados a sintese
de melanina (Shon et al., 2023). 0 estudo do extrato em modelo 3D de pele humana, durante
sete dias, denotou ainibicao da pigmentacao, de modo dependente da dose (Shon et al., 2023).
Shon et al. (2023) apontaram que a potencial atividade anti-tirosinase pode estar

correlacionada com a composicao dos subprodutos de malte em dcido ferdlico e dcido p -
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cumdrico. A atividade antioxidante do extrato foi determinada pelo ensaio da neutralizacao do
radical DPPH, ABTS~, H.0: e pelo ensaio da capacidade antioxidante total, denotando-se um
aumento desta atividade com o aumento da concentracao do extrato (Shon et al.,, 2023). A
composicao em polifendis (0,11 + 0,00 mM equivalentes de catequina) e flavonoides (1,55 +
0,05 ug de equivalentes de quercetina/mg de extrato) sao descritos como podendo ser
responsaveis pela atividade antioxidante do extrato (Shon et al., 2023).

No estudo de J. Liu et al. (2022) procedeu-se ao estudo do potencial anti-tirosinase e
antioxidante de extrato de taninos isolados de Iipulo, a fim de se perceber o seu potencial
como agente anti-despigmentante. Os taninos isolados de lupulo apresentaram maior
capacidade de inibicao da tirosinase (ICso = 76,52 + 6,56 M), comparativamente ao dcido
kéjico (ICso = 49,524 + 2,08 UM), composto com atividade anti-tirosinase conhecida (). Liu et
al., 2022). 0 extrato de taninos foi alvo de andlise por ressonancia magnética nuclear e HPLC-
ESI-MS/MS, determinando-se a sua composicao em taninos condensados com subunidades
de epicatequina e epigalocatequina (J. Liu et al., 2022). A composicao em epicatequinas do
extrato acetdnico de lupulo pode ser responsavel pela inibicao competitiva da tirosinase, dado
gue a epicatequina apresenta semelhancas estruturais a L-DOPA (terminacées em catecdis)
(J. Liuetal., 2022). Além disso, a capacidade dos taninos se ligarem a proteinas por ligacées de
hidrogénio, pode induzir a inibicao nao competitiva da enzima (J. Liu et al, 2022). A quelacao
de ides cobre pelo extrato pode constituir outro mecanismo de atuacao, tendo em conta que
estes ides sao cofatores da tirosinase, essenciais a acao catalisadora (). Liu et al,, 2022). A
atividade antioxidante do extrato de taninos do lupulo foi estimada pelo ensaio da
neutralizacao dos radicais ABTS * (ICso= 1,52 + 0,02 uM) e DPPH (ICso = 1,17 + 0,08 uM),
apresentando capacidade antioxidante superior ao controlo, dcido ascérbico (p < 0,05) (). Liu
etal, 2022). Tal potencialidade, pode estar correlacionada com a composicao em polifendis (J.
Liu etal., 2022).

Num outro estudo Kim et al. (2016) foram preparados quatro extratos distintos de lipulo
com os solventes acetato de etilo, metanol, metanol 50% e dgua destilada, com o intuito de se
avaliar qual o mais eficaz na inibicao da tirosinase. O extrato metandlico de Itipulo apresentou
capacidade inibitdria da tirosinase superior (ICso= 61,2 + 2,4 Ulg/mL) aos extratos de acetato
de etilo (ICso=131,2 + 3,7 pug/mL), metanol a 50% (ICso= 87,4 + 1,4 ug/mL) e dgua destilada
(ndo detetado) (Kim et al., 2016). O extrato foi submetido a cromatografia liquida de média

pressao, exibindo na sua composicao chalconas (xanthohumol, 4'-0-metilxanthohumol,
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xanthohumol C, flavocaina C, xanthohumol B) e flavanonas (6-prenilnarigenina e
isoxanthohumol) (Kim et al., 2016). Todos os compostos isolados demonstraram potencial
inibitério datirosinase (valor de ICso variou entre 15,4 uM e 77,4 uM) e da L-DOPA (valor de ICso
variou entre 311 uM e 157,4 uM) (Kim et al, 2016). As chalconas pareceram inibir
competitivamente a L-tirosinase e a L-DOPA, enquanto que as flavanonas aparentaram inibir
a L- tirosinase de forma mista (Kim et al., 2016). A presenca e niimero de grupos isoprenil e
hidroxil dos compostos pareceram melhorar o potencial de inibicao da tirosinase (Kim et al.,
2016).

No estudo de Kurzawa et al. (2022) foram preparados trés tipos de extratos de cones de
lipulo: agua, dleo de girassol e agua + propilenoglicol nas concentracdes, alvo de estudo
quanto ao potencial fotoprotetor contra as radiacoes UVA e UVB. O extrato aquoso-glicdlico
(dgua + propilenoglicol) de Itipulo demostrou maior protecao contra os efeitos negativos das
radiacdes UVA em relacao ao extrato aquoso e oleoso (6leo de girassol) de ltipulo (Kurzawa et
al., 2022). Por outro lado, o extrato oleoso de Itipulo demonstrou maior efeito protetor contra
as radiacées UVB (FPS variou entre 4,30 e 21,05), sequindo-se o extrato aquoso-glicélico
(FPS variou entre 3,19 e 10,18) e o0 extrato aquoso (FPS variou entre 1,27 e 5,58) (Kurzawa et
al., 2022). 0 extrato aquoso-glicdlico apresentou maior teor em compostos fendlicos (4017,41
+ 131,56 mg de acido cafeico/ 100g de extrato) e maior capacidade em reduzir os ides Cu*
(1395,97 + 22,33 mg de &cido cafeico/ 1009 de extrato), comparativamente ao extrato aquoso
(Kurzawa et al.,, 2022).

Por sua vez, no estudo de Costa et al. (2023) estudou-se o efeito citotéxico de mananos
e B-glucanos extraidos de subprodutos de S. cerevisiae em queratingcitos humanos (células
HaCaT) e fibroblastos dérmicos humanos primdrios (células HDFa), bem como a capacidade
dos extratos em induzir a sintese de compostos da matriz celular. Os extratos nao
apresentaram citotoxicidade até a concentracdo maxima testada, 500 pug/mL. Quanto ao
potencial antioxidante, sequndo o ensaio ORAC, os extratos com menor peso molecular
apresentaram melhor capacidade antioxidante, comparativamente aos extratos com maior
peso molecular (p < 0,05), ndo se verificando diferencas estatisticamente significativas entre
mananos e B-glucanos (Costa et al, 2023). O extrato de p-glucanos induziu a sintese
significativa de pré-coldgeno I intracelular em células HDFa, em comparacao com o controlo
(niveis basais) e com o extrato de mananos (p < 0,05) (Costa et al., 2023). Por outro lado, no

que concerne a sintese de pré-coldgeno | extracelular esta foi significativamente superior nos
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extratos com maior peso molecular (p<0,05) (Costa et al., 2023). Nas células HDFa verificou-
se um aumento significativo da sintese de acido hialurénico nos extratos com maior peso
molecular, em comparacao com o controlo e com os extratos de menor peso molecular (p <
0,05) (Costa et al., 2023). Por outro lado, nas células HaCaT a sintese de &cido hialurdnico foi
significativamente inferior aos niveis basais (p < 0,05) (Costa et al., 2023). A producao de
citoqueratina — 14 pelas células HaCaT foi estatisticamente superior na presenca do extrato
de mananos (p < 0,05), enquanto que a producao de aquaporinas -9 foi estatisticamente
superior na presenca do extrato de 3-glucanos (p < 0,05), comparativamente aos restantes
extratos e niveis basais (Costa et al., 2023). A producao de elastina por células HDFa
aumentou, significativamente, na presenca do extrato de mananos (p < 0,05), em comparagao
com os restantes extratos e niveis basais (Costa et al., 2023). A producao de fibronectina foi
superior na presenca do extrato g-glucanos (p < 0,05), comparativamente aos demais e niveis
basais (Costa et al., 2023).

0 estudo de Hurth et al. (2022) teve por objetivo avaliar o potencial anti-inflamatdrio do
extrato Itipulo obtido por CO; supercritico, hem como proceder a sua incorporacao em duas
formulacoes cutaneas 6leo em dgua (0/A) e dgua em 6leo (A/0), a fim de perceber qual a mais
promissora na prevencao de formacao de eritema por exposicao a radiacao UVB de
voluntarios saudaveis. Os queratindcitos humanos primarios (PHKs) foram incubados com o
extrato de ldpulo na concentracdo 4 pg/mL, sendo, posteriormente, a inflamacao
desencadeada por um simulador de radiacdo solar (UVA, UVB e luz visivel), verificando-se que
o extrato diminuiu significativamente a fosforilacao de p-38 (p < 0,001) e p-ERK (p < 0,01)
(Hurth et al., 2022). O extrato foi mais eficiente na diminuicdo de p-38 (p < 0,05),
comparativamente a hidrocortisona (20 pg/mL) (controlo positivo), no caso de p-ERK, a
atividade de ambos foi compravel (Hurth et al., 2022). No que concerne a secrecao de IL-6 e
IL-8, estas diminuiram significativamente na presenca do extrato de lipulo (p < 0,01), com
atividade comparavel a hidrocortisona na inibicao de IL-6, porém a diminuicao de IL-8 foi
mais eficiente na presenca de hidrocortisona (p < 0,001) (Hurth et al., 2022). As formulacdes
apresentaram estabilidade apGs trés meses e boa tolerancia cutanea (Hurth et al,, 2022). A
formulacdo O/A demonstrou diminuir significativamente a formacdo de eritema,
comparativamente ao controlo (pele com aplicacao do veiculo O/A exposta a radiacao) (p <
0,01) (Hurth et al., 2022). Apesar da diminui¢ao de formacao de eritema pela formulacao 0O/A

com 1% de hidrocortisona ter sido superior (p < 0,001), os efeitos foram considerados
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comparaveis (Hurth etal., 2022). Por outro lado, aformulacdo A/0 nao apresentou diferencas
estatisticas com o controlo (veiculo A/O exposto aradiacao), quer na formulacao com extrato
de ldpulo quer na presenca de hidrocortisona (Hurth et al.,, 2022). Tal, pode advir da menor
capacidade de libertagao dos ativos incorporados na formulacdo A/0O, observada para ambas
as formulacoes de hidrocortisona pelo método de célula de difusao de Franz, onde se verificou
que alibertagao do ativo foi estatisticamente mais rapida na formulacao O/A (p <0,05) (Hurth
etal., 2022). 0 extrato foi alvo de analise por HPLC, apresentando na sua constituicao o-acidos
(humulonas: cohumulona e adhumulona), g-acidos (lupulonas: colupulona e adlupulona) e
6leos essenciais (Hurth et al,, 2022).

Segawa et al. (2008) estudaram o efeito da administracao oral de um extrato aquoso de
ldpulo (100 mg/Kg ou 500 mg/Kg) em ratos NC/Nga (modelo de dermatite atdpica)
inoculados com antigénio de acaros, Dermatophagoides farinae, na orelha uma vez por
semana durante dez semanas. O extrato de Idpulo inibiu significativamente a producao de
imunoglobulinas E (IgE), os niveis de IL-12 e o edema das orelhas (p < 0,05) (Segawa et al.,
2008).

Gendrisch et al. (2021) estudaram a possibilidade do extrato etandlico de alta pressao de
lipulo obtido por extracao supercritica de CO; ser utilizado na psoriase, caracterizada pela
hiperproliferacao de queratindcitos e secrecao de citocinas pré-inflamatdrias. O extrato nao
apresentou a atividade citotdxica para queratindcitos humanos primarios (células HPK) até a
concentragao de 0,22 + 1,15 pug/mL, garantindo viabilidade celular superior a 80% (Gendrisch
et al, 2021). A psoriase foi induzida pela inoculacdo das células HPK com as citocinas
inflamatdrias. O extrato na concentracdo 1 ug/mL diminuiu a expressao génica de defensina-
B-4 (p < 0,01), KRT17 (marcador de hiperproliferacao) (p < 0,01), GLUT1 (transportador de
glicose) (p < 0,01), IL-6 (p < 0,001), IL-8 (p < 0,01), p65 (subunidade do fator de transcricao
nuclear kappaB) (p<0,001) e pSTAT3 (marcador inflamatdrio) (p< 0,05), genes caracteristicos
de quadros de psoriase (Gendrisch et al., 2021). Em tecidos ex-vivo, o extrato induziu a
diminuicao da expressao de IL-6 (p<0,05) e IL-8 (p < 0,05), ao contrdrio do controlo positivo,
ditranol (farmaco utilizado na terapia psoridtica). Para além disso, segundo as coloracoes
imuno-histoquimicas, o extrato induziu a diminui¢ao da expressao psoriasina, defensina-3-2
e GLUT1 (Gendrisch et al., 2021).

0 estudo de Weber et al. (2019) avaliou o potencial antioxidante, anti-inflamatdrio, e

antibacteriano (em Cutibacterium acnes e Staphylococcus aureus) de um extrato de CO:
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supercritico de ldpulo com teor padronizado em humulonas e lupulonas, por HPLC. Segundo a
técnica de microdiluicao, a concentragao minima inibitéria (MIC) do extrato contra C. acnes199,
209 e ATCC 6919 foi de 3,1 ug/mL, para a C. acnes 201 o MIC variou entre 3,1 ug/mL e 6,2
1g/mL, MIC superiores aos encontrados para a clindamicina (igual a 0,8 pg/mL para C. acnes
199 e inferior a 0,2 ug/mL para as restantes) (Weber et al., 2019). No caso de S. aureus ATCC
29213 e 25923 o MIC do extrato variou entre 6,25 pug/mL e 12,5 ug/mL, para S. aureus 2407
foi 6,25 g/ mL e para S. aureus resistente a meticilina (MRSA) 4810 foi 12,5 pg/mL (Weber
et al,, 2019). A clindamicina apresentou menor MIC para todas as espécies de S. aureus, a
excecao de S. aureus MRSA 4810 cujo MIC foi superior a 50 pg/mL, pelo que o extrato se
demonstrou mais eficiente (Weber et al.,, 2019). O potencial antioxidante e anti-inflamatdrio foi
determinado em células HPKs (Weber et al., 2019). O stress oxidativo foi induzido nas células
HPKs pela sua inoculacao com o reagente 5 (6) — carboxifluresceina (CDFDA) com exposicao
simultanea a radiacdo (8 J/cm? com formacao de DCF (emissao de fluorescéncia),
verificando-se que o extrato de Itipulo reduziu a formacao de DCF a partir da concentracao de
2 ug/mL, de forma dependente da dose (valor de ICso do extrato foi igual a 29,43 pg/mL)
(Weber et al., 2019). A luteolina foi utilizada como controlo positivo, tendo o extrato de ldpulo
um efeito compardvel a esta na concentracdo 32 pug/mL. O extrato nao se revelou téxico nem
fototéxico (Weber et al, 2019). A atividade anti-inflamatdria foi determinada pela
concentracao de IL-6 libertadas pelas células HPKs apds a sua exposicao a radiacao com 8
J/cm?, por simulador solar (Weber et al., 2019). A expressao de IL-6 diminui estatisticamente
(p<0,01) nas células expostas aradiacao, na presenca de concentracdes superiores a1pg/mL
de extrato de lipulo, inclusive (ICso=0,8 pug/mL) (Weber et al., 2019). Aincorporacao do extrato
de IGpulo na concentracao de 0,3% num gel (com extrato de raiz casca de Salix daphnoides,
extrato de raiz de Gentiana lutea, 6leo de folha / ramo de Leptospermum scopariume éleo de
Mentha arvenses) de aplicacao tdpica revelou, sequndo o ensaio de difusao em disco, uma
inibicao significativa de C. acnes em comparacao com o gel placebo (p < 0,05) (Weber et al.,
2019). No caso de S. aureus nao foram encontradas diferencas significativas entre os halos de
inibicao do gel comldpulo do gel placebo. Em ambas as situacades, foi utilizado um gel comercial
de clindamicina e perdxido de benzoilo como controlo positivo, o qual apresentou halos de
inibicao estatisticamente superiores aos demais (p < 0,05) (Weber et al., 2019). Por outro lado,
um gel comercial para acne com retinol e Boswellia serrata nao inibiu nenhuma das duas

bactérias em estudo (Weber et al., 2019).
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O extrato hidroalcodlico de ldpulo foi testado quanto ao seu potencial antibacteriano
contra S. aureus, Staphylococcus epidermis e C. acnes (Di Lodovico et al,, 2020). Para as
espécies de S. aureus Sa1l(MIC=16 pg/mL), Sa3 (MIC=16 pg/mL), SA007 (MIC=16 pg/mL)
e SA010 (MIC = 8 pg/mL) o extrato apresentou menor MIC, comparativamente ao controlo
positivo, ciprofloxacina (MIC s aureus sate sa3 = 128 g/ ML, MIC s aureus sacor e saoto = 64 ug/mL) (Di
Lodovico et al., 2020). No caso de C. acnes, o extrato apresentou MIC igual a ciprofloxacina (Di
Lodovico et al, 2020). Da analise por HPLC, foi detetada a presenca de acido gdlhico,
resveratrol e rutina no extrato do ldpulo, sendo a rutina a que se encontrava em maior
concentracgao (Di Lodovico et al., 2020). A andlise de docking molecular da rutina evidenciou a
sua capacidade de ligacao as proteinas ligadoras de penicilina 2a (PBP2a) e 3- cetoacil-ACP
sintase (KAS Ill), o que se traduz na sua capacidade em colmatar a resisténcia aos antibidticos
(Di Lodovico et al., 2020). O potencial antibacteriano pode estar associado ao aumento da
rigidez da membrana bacteriana induzida pelo extrato (Di Lodovico et al., 2020). Para além
disso, o extrato reduziu a formacao de biofilmes bacterianos para as bactérias em estudo, o
que é indicativo da sua interferéncia na aderéncia bacteriana (Di Lodovico et al., 2020).

Negrao et al. (2012) analisaram o impacto daingestao oral da cerveja Stout e da mesma
cerveja alvo de suplementacao com xanthohumol (10 mg/L), em comparacdo aos grupos
controle (dgua e etanol a 5%), na capacidade de promocao da cicatrizagao cutanea. As feridas
foram induzidas nos ratos quatro semanas apds o inicio do estudo através de incisdes com
suturas cirdrgicas (Negrao et al.,, 2012). Apds uma semana, o estudo revelou auséncia de
toxicidade hepatica e de alteracdes significativas no metabolismo dos carboidratos e lipidicos
(Negrao et al., 2012). A ingestao de cerveja industrial suplementada com xanthohumol por
ratos sujeitos aincisoes reduziu significativamente o nimero de vasos sanguineos na area da
ferida, os valores de VEGF, de N-acetil-D-glucosaminidase (NAG), 6xido nitrico (NO) e os niveis
IL-13  (p<0,05) (Negrao et al,, 2012). A cerveja suplementada aumentou significativamente
as defesas antioxidantes pelo aumento da razao glutationa reduzida/ glutationa oxidada
(GSH/GSSH) em comparacgao aos grupos controlo (p < 0,05) (Negrao et al., 2012). Assim, a
presenca de xanthohumol melhorou o processo de cicatrizacao de feridas, reduzindo a
inflamacao, o stress oxidativo e a angiogénese (Negrao et al., 2012).

O objetivo do trabalho de Bucci et al. (2020) foi extrair o acido ferdlico de subprodutos
de malte, a sua encapsulagao num nanosistema, avaliar a sua seguranca em células HaCaT, a

capacidade de reepitelizacao e de penetrabilidade cutanea. O acido ferdlico foi encapsulado
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em lipossomas unilamelares ultradeformdveis (tamanho igual a 140 + 11,4 nm, indice de
polidispersividade igual a1,7 e potencial zeta de -21,6 mV), com eficiéncia de encapsulamento
de aproximadamente de 92%, garantindo estabilidade durante um més (Bucci et al., 2020). 0
acido ferdlico e os lipossomas unilamelares ultradeformaveis de acido ferdlico nao se
demonstraram tdxicos nas concentracoes compreendidas entre 2,73 ug/mL a 21,85 ug/mL,
apesar da viabilidade ter diminuido face ao grupo controlo (Bucci et al., 2020). A capacidade de
reepitelizacao dos lipossomas unilamelares ultradeformdveis de acido ferdlico na
concentracao 21,85 ug/mL foi testada apds se induzir danos nas células HaCaT com uma
ponta de plastico, denotando-se a acao reparadora do extrato comparativamente ao controlo
(Bucci et al., 2020). A capacidade de penetrabilidade das nanoparticula foi determinada ex-
vivo, verificando-se a presenca de acido ferudlico na camada basal da epiderme, atingindo
inclusive a derme, pelo que o nanossitema cumpriu o pressupostos de veicular o dcido ferdlico
até as camadas mais profundas da pele (Bucci et al., 2020).

No estudo de Eom et al. (2021) foi objetivo o estudo de glucanos presentes em S.
cerevisiae quanto a sua capacidade de inibir células de melanoma (Eom et al., 2021). O
potencial anti-proliferativo do extrato de glucanos foi determinado em células de melanoma
de ratos (células B16F10) incubadas com os quatro extratos de glucanos (Eom et al., 2021). 0
extrato obtido nas condicdes de 0,2 M de NaOH, 502C com tempo de incubacao de 3H, nas
concentracoes 200 pg/mL e 400 pg/mL, reduziu significativamente a proliferacao celular e
a secrecao de hiomarcadores tumorais (ciclina D1e c-myc) por B16F10 (p<0,05) (Eometal,,
2021). Dos ensaios in vivo em ratos com xenoenxertos de B16F10 (5 x 10° células), o aumento
do volume do tumor foi atenuado com o extrato em estudo apds dois dias de tratamento,
sendo a diferenca significativa no sexto dia de tratamento (p < 0,05), comparativamente ao
grupo controlo. Para além disso, verificou-se a diminuicao significativa de ciclina D1(p < 0,05)
(Eom et al., 2021). A auséncia de perda de peso corporal dos ratos sugere a auséncia de
toxicidade do extrato (Eom et al., 2021).

Akazawa et al. (2012) identificaram no ldpulo (hexano: metanol) por HPLC e
espetrometria de massa a presenca de cinco derivados de floroglucindis (5-deprenilupuonol,
lupulona C, colupox, lupulona E, dcido hulupinico), cinco chalconas (xanthohumol, xanthohumol
C, 1,2-dihidroxantohumol C, xanthohumol | e 4,5-dihidro-3-hidroxi-2,2dimetil-2H-piranol-
4,4-dihidroxi-6-metoxichalcona), quatro flavanonas (8-prenilnaringenina, isoxanthohumol ,

munduleaflavanona, 6-prenilnaringina), dois glicosideos de flavonol (astragalina, quercetina),
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cinco triterpendides (lupeol, o- amirina, urso-9, 12-dien-33-ol, 3-amirina e 5-amirina), sendo
objetivo do seu estudo analisar o potencial anti-inflamatario e anti-tumural de cada um dos
compostos identificados. Para o estudo da atividade anti-inflamatdria dos compostos 5-
deprenilupuonol, lupulona C, colupox, lupulona E, xanthohumol, 8-prenilnaringenina,
isoxanthohumol, 6-prenilnaringina, astragalina, quercetina, lupeol e - amirina a inflamacao
foiinduzida em ratos com 12-0-Tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Akazawa et al., 2012).
A indometacina (farmaco anti-inflamatdrio utilizado como controlo positivo) necessitou de
0,91 umol/orelha para inibicdo de 50% do processo inflamatério, enquanto os restantes
compostos, a excecao dos glicosideos de flavonol (ICso > 2,16 pmol/orelha) e 5-
deprenilupuonol (1,06 umol/orelha), necessitaram de uma menor concentracao para induzir o
mesmo nivel de inibi¢do (0,13 — 0,83 umol/orelha) (Akazawa et al., 2012). O lupeol apresentou
maior capacidade inibitéria da inflamacao (0,13 umol/orelha) (Akazawa et al., 2012). Desta
forma, os compostos demonstraram-se, genericamente, mais eficientes que a indometacina
na inibicao da inflamacao (Akazawa et al., 2012). Além disso, os resultados sugerem que a
prenilacdo da estrutura quimica dos compostos torna-os mais potentes (Akazawa et al.,
2012). A inflamacao pelo virus de Epstein-Barr foi induzida em células rajie (células de
linfoblastoide B) por TPA e todos os compostos identificados foram submetidos a estudo
guanto ao seu potencial anti-inflamatdrio (Akazawa et al,, 2012). A elevada percentagem de
viabilidade das células rajie (60-70%), aguando de inoculadas com os compostos na maior
concentragao (1000 mol/ 32 pmol TPA), revelou a baixa toxicidade dos mesmos (Akazawa et
al., 2012). O B-caroteno, precursor da vitamina A, foi utilizado como controlo positivo pelas
suas caracteristicas quimiopreventivas (ICso = 397mol/32 pmol TPA). Dos compostos em
estudo 5-deprenilupuonol, lupulona C, colupox, lupulona, 8-prenilnaringenina, isoxantohumol,
munduleaflavanona, 6-prenilnaringina, lupeol, e 5-amirina mostraram-se equivalentes ao
controlo positivo tendo em conta a faixa de inibicao (215-393 mol/32pmol de TPA) (Akazawa
etal, 2012). Os compostos lupulona e 6-prenilnaringina foram estudados quanto ao potencial
anticancerigeno (Akazawa et al., 2012). Deste modo, a carcinogénese foi induzida por 7,12-
dimetilbenzantraceno (DMBA) e promovida por TPA em pele de ratos (Akazawa et al., 2012).
Os ratos do grupo controlo apresentaram maior incidéncia de papiloma comparativamente
aos grupos tratados (Akazawa et al., 2012). ApGs onze semanas de tratamento a incidéncia de
papiloma foi igual a 27% no grupo tratamento com lupulona e 20% no grupo tratado com 6-

prenilnaringina, na semana vinte a incidéncia para ambos os grupos foi igual a 87%, sendo de
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100% para o grupo nao tratado (Akazawa et al, 2012). Ao fim das vinte semanas de
tratamento o nimero de papilomas por rato foiigual a 8,6 +1,6 no grupo nao tratado, 3,8 + 1,4
no grupo tratado com lupulona e 3,2 + 1,3 no grupo tratado com 6-prenilnaringina (Akazawa
etal, 2012).

0 extrato de COzsupercritico de lipulo quando inoculado com esfregacos axilares inibiu
totalmente as coldnias bacterianas na concentracao de 31,25 pg/mL (Dumas et al., 2009). 0
extrato de Ildpulo apresentou melhores caracteristicas antimicrobianas contra
Corynebacterium xerosis (MIC = 625 pg/mL) e S. epidermidis (MIC = 25 ug/mL)
comparativamente aos compostos isolados cohumulona e humulona (MIC contra C. xerosis >
100 ug/mL e contra S. epidermis = 50 pg/mL), pelo que foi incorporado numa formulacao
desodorizante base na concentracao de 0,2%, a qual apresentou maiores halos de inibicao
contra C. xerosis (19 mm) e S. epidermis (11 mm) que a formulagao controlo (halo de inibi¢do
igual a 11 mm contra C. xerosis e igual a 9 mm contra S. epidermis ) (Dumas et al., 2009). A
aplicacao da formulacao desenvolvida demonstrou, nos testes sensoriais, a diminuicao do
odor axilar de 6,28 + 0,70 para 1,80 + 0,71 apds 8H de aplicacao, para 1,82 + 0,74 apds 12H e
para 2,24 + 0,77 ap6s 24H (Dumas et al., 2009).

No estudo de Censi et al. (2021), os extratos aquosos de subprodutos de malte, ltipulo e
levedura foram analisados quanto ao potencial citotéxico sobre células HaCaT durante 24H.
Concentracoes de extrato inferiores a 0,03 mg/mL, ndo demonstraram citotoxicidade. A
atividade mitocondrial foi determinada pela incubacao dos extratos na concentracao 0,03
mg/mL na auséncia de meio nutritivo, denotando-se um aumento significativo da atividade
mitocondrial na presenca de subprodutos lipulo (p<0,01) e subprodutos de levedura (p<0,05),
nao se verificando diferencas significativas na presenca de subprodutos de malte,
comparativamente ao controlo com auséncia de nutrientes (Censi et al., 2021). Este, por sua
vez, apresenta uma atividade metabdlica estatisticamente inferior ao controlo na presenca de
meio rico em nutrientes (p < 0,0001) (Censi et al., 2021). Os extratos de subprodutos de malte,
lipulo e levedura na concentracao 0,03 mg/mL diminuiram significativamente a formacao de
ROS induzidas pelo H:0: na linhagem celular em estudo, comparativamente as células
incubavas exclusivamente com H.0: (p < 0,001) (Censi et al., 2021). No ensaio de pré-
incubacao, as células foram inicialmente incubadas durante 2H com os extratos na
concentracao 0,03 mg/mL, sendo posteriormente adicionado o H-0; (Censi et al., 2021).

Apenas os extratos de subprodutos de ldpulo e levedura foram capazes de diminuir a

43



formacao de ROS (p < 0,05) (Censi et al., 2021). O TCF foi determinado em todas as fases do
processo de fabrico das cervejas artesanais, verificando-se que o extrato etandlico de malte
(variou entre 28,523 + 0,697 mg de GAE/g a 72,143 + 1,866 mg de GAE/(g), os extratos
aquosos (variou de 92,299 + 0,919 mg de GAE/g a104,397 + 2,911 mg de GAE/g) e etandlicos
(140,537 + 1,326 mg de GAE/g a 143,668 + 4,229 mg de GAE/g) de ltpulo (Perle e Saaz) e o
extrato aquoso de subprodutos de levedura (31,837 +1,347 mg de GAE/g a 44,521+ 1,777 mg
de GAE/g) apresentaram as maiores concentracoes (Censi et al., 2021). O TCF das cervejas
artesanais finais variou entre 18,961 + 1,082 mg de GAE/g e 30,927 + 0,667 mg de GAE/g
(Censi et al,, 2021). As etapas com extratos aquosos e etandlicos permitiram aferir que a
excecao dos extratos de subprodutos de levedura (31,837 + 1,347 mg de GAE/g a 44,521 +
1,777 mg de GAE/(q para extrato aquoso e 14,274 +1,507 mg de GAE/g a 23,348 + 4,209 mg
de GAE/g para extrato etandlico), os extratos etandlicos apresentam maior TCF que os
extratos aquosos (por exemplo, nos extratos aquosos de malte o TCF variou entre 11,672 +
1,814 mg de GAE/ga 16,568 + 2,412 mg de GAE/g e no extrato etandlico variou entre 28,523
+ 0,697 mg de GAE/g a 72,143 + 1,866 mg de GAE/qg) (Censi et al., 2021). O potencial
antioxidante foi estimado para todas as etapas do processo de fabrico pelos ensaios DPPH,
ABTS e FRAP (Censi et al., 2021). Nos ensaios antioxidantes a capacidade da cerveja artesanal
neutralizar os radicais DPPH (variou entre 5,544 + 0,324 pmol/g a 14,785 + 2,235 umol/qg),
ABTS + (28,452 +1,507 umol/g a 43,687 + 3,508 umol/g) e o poder antioxidante redutor do
ferro (104,046 + 7,680 umol/g a125,159 + 1,237 umol/g) foiinferior a outras fracées como a
mistura de ltipulos, que para os ensaios realizados apresentou o maior potencial antioxidante
(neutralizacao do DPPH variou entre 72,457 + 11,425 umol/g a 341,825 + 36,986 pumol/g, a
neutralizacdo do ABTS +variou entre 314,732 + 9,467 umol/g a3935,707 + 108,798 umol/g
e 0 os valores de FRAP variaram entre 53,718 + 65,966 pumol/g a 151,032 + 0,179 pumol/qg)
(Censietal., 2021).

Em suma, o presente trabalho pretende aliar o potencial antioxidante das cervejas
artesanais liofilizadas (isoladas e em associacao com extratos de cereja) a fotoprotecao e a
capacidade regeneradora, colmatando a escassez de evidéncia cientifica. Assim, pretende-se
dar resposta a questao problema “Sera que existem beneficios na inclusao de extratos de
cerveja artesanal isolada ou em combinacao com extratos aquoso (CA) e etandlico (CE) de

cereja Lapins em formulagdes para aplicacao cutanea?”.
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2. Objetivos

O presente trabalho de investigacao pretende:

v"Avaliar as atividades antioxidante e fotoprotetora de cervejas artesanais e industriais:

©)

©)

Determinar o TCF totais sequndo o método de Folin - Ciocalteau;

Avaliar a atividade antioxidante através dos ensaios: ABTS, H.0,, FRAP e da
atividade quelante de metais (ferrozina);

Estimar o potencial fotoprotetor através da determinacao do FPS e da
capacidade de absorcao UV,

Avaliar a viabilidade celular de células HaCat, pelo ensaio do brometo de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT), apds incubacdo com

os extratos em estudo;

v" Avaliar o beneficio daincorporacao de extratos aquoso (CA) e etandlico (CE) de Prunus

avium Lapins na cerveja artesanal mais promissora através da determinacao do TCF,

da atividade antioxidante (ensaio ABTS, H.0. FRAP, ferrozina), do potencial

fotoprotetora (FPS e capacidade de absorcao UV) e da viabilidade de células HaCaT

(ensaio MTT).

v Avaliar o efeito protetor da cerveja artesanal mais promissora isolada e apds

incorporacao de CA e CE de Prunus avium Lapins em células HaCaT, através de um

ensaio de pré-incubacao.
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3. Métodos

3.1. Reagentes

Os reagentes Folin-Ciocalteu, tartarato de sddio (Na.CsH4O¢) e t-BOOH foram
adquiridos na Sigma - Aldrich® (St. Louis, EUA). Acido dinitrosalicilico (DNS) e fosfato de
potassio monobdsico (KH-PO.) foram obtidos na Sigma Life Sciences® (EUA). NaOH e sulfato
de ferroso (FeSO.) foram adquiridos na VWR Life Science® (Ohio, EUA). Acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) foi obtido na VWR Prolabo® (Ohio, EUA). Acido acético
glacial, cloreto de ferro anidro Il (FeCls), fosfato dissddico (Na-:HPO,) e etanol foram adquiridos
em VWR Chemical® (Ohio, EUA). A ferrozina foi adquirida em Alfa Aesar® (EUA). Cloreto de
s6dio (NaCl), dimetil-sulféxido (DMSO) foram adquiridos em Fisher Chemical® (Reino Unido).
Acido galhico e &cido cloridrico a 37% (HCI) foram obtidos em Merck KGaA® (Darmstadit,
Alemanha). Trolox e o ABTS foram adquiridos na TCI® (Téqui, Japao). Fosfato monossédico
(NaH.PO0.) foi obtido em J.T.Baker® (Haryana, india). 2,4,6 — Tris (2 - piridil) - s - triazina (TPTZ)
e MTT foram obtidos na Acros Organics® (Geel, Bélgica). Acetato de sddio anidro e H.0, foram
obtidos na Panreac® (Madrid, Espanha). A glicose foi obtida em Labkem®(Barcelona, Espanha).
Carbonato de sddio (Na.COs) foi obtido em Atom scientific® (Manchester, Reino Unido).
Persulfato de potassio (K20.S:) foi obtido em Biochem- chemopharma® (Franca). Tripsina
0,25% - EDTA 0,02% em HBSS, solucao de antibidtico e antimicético, soro fetal bovino (FBS)
e meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) foram obtidos Biowest® (Nuaille, Franca).

Solucao tampao de fosfato salino (PBS) foi obtida em Corning® (Manassas, EUA).
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3.2. Obtencao das cervejas

As cervejas utilizadas neste trabalho, de origem portuguesa e espanhola, foram obtidas
por conveniéncia, mediante disponibilidade comercial. Incluiram-se um total de onze cervejas,
das quais nove sao cervejas artesanais e duas sao cervejas industriais (para efeitos de
comparacao) (Tabela 3). Das nove cervejas artesanais, cinco sao de origem portuguesa e
quatro de origem espanhola. As marcas comerciais das cervejas em estudo foram alvo de

codificacao.

Tabela 3 - Caracteristicas das cervejas incluidas no estudo.

Quantidade por
Tipo Estilo Cadigo Embalagem Pais de origem Artesanal/ Industrial
embalagem (mL)

Milk Stout EL-MS Garrafa 330 Espanhola Artesanal
Imperial Stout  EME-IS Garrafa 330 Espanhola Artesanal
Oatmeal Stout ALM-0S Garrafa 330 Portuguesa Artesanal

Ale
EL-IPA Garrafa 330 Espanhola Artesanal
India Pale Ale ALM-IPA Garrafa 330 Portuguesa Artesanal
DC-IPA Garrafa 330 Portuguesa Artesanal
S-p# Lata 330 Portuguesa Industrial
Pilsner EL-P Garrafa 330 Espanhola Artesanal
M-P Garrafa 330 Portuguesa Artesanal

Lager
S-MD# Garrafa 250 Portuguesa Industrial

Munich Dunkel

B-MD Garrafa 330 Portuguesa Artesanal

#: Cerveja industrial.

3.2.1. Tratamento prévio das cervejas

A preparacao das cervejas realizou-se sequndo o descrito por S. Silva et al. (2022),
Labrado et al. (2020) e Censi et al. (2021), com ligeiras modificaces. Iniciou-se com a
homogeneizacao de cada embalagem durante 10 segundos com uma vareta de vidro,

seguindo-se a desgaseificacao por sonificacao (Bandelin Sonorex®) durante 40 min a 35 kHz
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a temperatura ambiente (S. Silva et al., 2022). De sequida, procedeu-se a desalcoolizacao das
amostras, através de um evaporador rotativo (VWR IKA® RV8) a 40°C, 60 rpm e 900 mbar
durante 1H (Labrado et al., 2020). Por fim, procedeu-se a liofilizacao (Labconco®) das cervejas

atemperatura de -72°C e pressao de 0,070 mbar (Censi et al., 2021).

3.3. Analise quimica das amostras de cerveja

As cervejas em estudo (artesanais e industriais) foram caracterizadas pela
determinacao de pH, acidez total e teor de acticares redutores (TAR) e pelos dados disponiveis
no rétulo da cerveja como a cor (expressa European Brewery Convention - EBC), amargor
(expresso em International Bitterness Units - IBU) e teor alcodlico (expresso em

percentagem), sempre que disponiveis pelo fabricante.

3.3.1. Determinacao do pH
A determinacao do pH das cervejas em estudo realizou-se sequndo S. Silva et al. (2022),
com ligeiras modificacdes. O pH mediu-se em 15 mL de cerveja desgaseificada e

desalcoolizada recorrendo-se a um medidor de pH (BANTE instruments 900°).

3.3.2. Teorde acidez

A determinacao do teor de acidez realizou-se por titulacao potenciométrica, sequndo o
descrito por S. Silva et al. (2022). Assim, adicionou-se uma solucao de NaOH a 0,1 M a 15 mL
de cerveja desgaseificada e desalcolizada, até o pH igualar os 8,2. Os resultados foram

expressos pela equacao descrita abaixo (1).

Volume (NaOH a 0,1M)x0,9 (1)

Teor de acidez (% acido latico) =
( % ) Volume (cerveja alvo de analise)

3.3.3. Teor de aclicares redutores (TAR)

A andlise do TAR realizou-se segundo o método do DNS descrito por S. Silva et al.
(2022), com ligeiras modificacdes. Comecou-se pela preparacao da solucdo de DNS a 1%
através da dissolucao de 1 g de DNS em 20 mL NaOH a 2 M, a qual se adicionou 30 g de
Na.C4H40¢, sendo a mistura diluida em 1 L de agua destilada. De seguida, a 1 mL de amostra
(cervejas ou glicose-controlo positivo) adicionou-se 1 mL de solucao de DNS. Apds agitacao

vigorosa em vortex (VWR®ZX3), incubou-se a mistura em banho de dgua a 1009C, durante 5
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min (Memmert® w-270). Posteriormente, sequiu-se o arrefecimento da mistura em banho de
gelo, por 5 min. A absorvancia foi lida a 540 nm em espetrofotémetro UV-Vis (Modelo VWR
UV-1600PC). A curva de calibracao foi construida recorrendo-se a solucdes de diferentes
concentragdes de glicose (50,100, 200, 400, 600, 800 e 1000 mg/L). O TAR das amostras

foi expresso em mg de equivalentes de glicose/L de amostra.

3.4. Determinacao do TCF

A determinacao de TCF realizou-se pelo ensaio espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu
segundo o descrito por Alves et al. (2010) e S. Silva et al. (2022), com algumas modificacoes.
Ao abrigo da luz, a 250 uL de amostra (cervejas ou acido gdlhico-controlo positivo) foi
adicionado 1,25 mL de reagente Folin-Ciocalteu a 0,2 M, deixou-se repousar por 5 min e
adicionou-se 2 mL de NaC0; a 75 g/L e agua destilada até perfazer 5 mL. Apds incubacao de
1H a temperatura ambiente e ao abrigo daluz, a absorvancia foilida a um comprimento de onda
de 760 nm em espetrofotémetro UV-Vis (Modelo VWR UV-1600PC). A curva de calibragao foi
construida recorrendo a solu¢des de diferentes concentragdes de acido galhico (5,10, 20, 40,
60, 80, 100 ug/mL). Os resultados foram expressos em equivalentes de &cido gdlhico por

grama de extrato (mg de GAE/q).

3.5. Determinacao da capacidade antioxidante
A determinacao da capacidade antioxidante das cervejas em estudo realizou-se
segundo os ensaios: ABTS, H.0, FRAP e da atividade quelante de metais (também designado

de ensaio daferrozina).

3.5.1. Ensaiodo ABTS

0 ensaio ABTS realizou-se atendendo ao descrito por Petrdn et al. (2021) e Censi et al.
(2021), com ligeiras modificacdes. Iniciou-se pela formacao do radical ABTS +, através da
reacao do K-0,S.a 2,45 mM com o reagente ABTS a 7 mM (diluicdo em dgua), ao abrigo da luz,
durante 12-16H. Diluiu-se a solucao de ABTS * em solucao PBS até que a absorvancia
igualasse 0,70, a um comprimento de onda de 734 nm. De sequida, a 300 pL de amostra
(concentracao de 1, 5,10, 25, 50,100, 250, 500 e 1000 pg/mL) (cervejas ou trolox — controlo
positivo) adicionou-se 2700 uL de ABTS'*. Apés incubacao de 30 min a temperatura

ambiente, a absorvancia foi medida a 734 nm, em espetrofotémetro UV-Vis (Modelo VWR
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UV-1600PC) e os resultados foram expressos sequndo a equacao (2). Por fim, recorreu-se ao

software GraphPAD® Prism 8.0 para determinacao do valor de ICso, expresso em pg/mL.

(Absorvancia do branco—Absorvancia da amostra)

Inibicdo de ABTS™* (%) = x 100 (2)

Absorvancia do branco

3.5.2. Ensaiodo H:0:

0 ensaio do H.0: seguiu o descrito por Jayaprakasha et al. (2004) e Bhatti et al. (2015)
com algumas maodificacoes. A solucao de H.0> a 40 mM foi preparada numa solucao de
tampao fosfato a 0,2 M (pH = 7,4). Ao abrigo da luz, misturou-se 1 mL de amostra
(concentracao de 1, 5,10, 25, 50,100, 250, 500 e 1000 pg/mL) (cervejas ou acido ascdrhico-
controlo positivo) com 3 mL de tampao fosfato a 0,2 M e 1 mL de H-0.. Apds incubacgao de 10
min a temperatura ambiente, a absorvancia leu-se a 230 nm, em espetrofotémetro UV-Vis
(Modelo VWR UV-1600PC) e os resultados foram expressos pela equacao (3). Por fim,
recorreu-se ao software GraphPAD® Prism 8.0 para determinagao do valor ICso, expresso em

Hg/mL.

(Absorvancia do branco—Absorvancia da amostra)

Scavenging de H,0,(%) = x 100 (3)

Absorvancia do branco

3.5.3. Ensaio de determinacao do valor de FRAP

0 ensaio colorimétrico do FRAP realizou-se conforme o descrito por Censi et al. (2021)
e Ulloa et al. (2017), com ligeiras modificacdes. O reagente FRAP foi preparado pela mistura de
15 mL de solugao tampao de acetato a 0,3 M (pH = 3,6), com 1,5 mL de solucao de TPTZ a10
mM (dissolvido em HCl a 40 mM) e 1,5 mL de solucao de FeCls a 20 mM. Adicionou-se 80 uL
de amostra a 10 mg/mL (cervejas ou trolox-controlo positivo) a 2400 ulL de reagente FRAP.
Apds incubacdo de 15 min em incubadora (Stuart® SIS00) a 37°C e 5 min a temperatura
ambiente, a absorvancia foi lida a um comprimento de onda de 593 nm, em espetrofotémetro
UV-Vis (Modelo VWR UV-1600PC). Os resultados foram estimados por extrapolacao por
curva de calibracao com trolox (25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 uM) e

expressos em umol de trolox por grama de extrato (umol de trolox/g).
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3.5.4. Ensaio da atividade quelante de metais (ferrozina)

0 ensaio daferrozina executou-se segundo o descrito por S. Silva et al. (2022). Ao abrigo
da luz, a 50 pL de amostra (cervejas ou EDTA - controlo positivo) adicionou-se 50 uL de
solucao de FeS04 a 0,15 mM. Apds repouso de 5 min, ao abrigo da luz, adicionou-se 50 pL de
ferrozina 0,5 mM. Seguiu-se uma homogeneizacao vigorosa e deixou-se repousar por 10 min
a temperatura ambiente. A absorvancia foi lida a 562 nm, em leitor de microplacas
Thermoscientific® MULTISKA FC e os resultados expressos pela equacao (4). Por fim,
recorreu-se ao software GraphPAD® Prism 8.0 para determinacao do valor de ICso, expresso

em pg/mL.

(Absorvancia do controlo—Absorvancia da amostra)

Atividade Quelante (%) = x 100 (4)

Absorvancia do controlo

3.6. Ensaios de determinacao do potencial fotoprotetor
Para avaliar a capacidade de fotoprotecao dos extratos em estudo realizaram-se os

ensaios de determinacao do FPS e da capacidade de absorcao UV, in vitro.

3.6.1. Determinacao do FPS

A determinagao do FPS realizou-se mediante Priyanka et al. (2018). Deste modo,
preparou-se solugdes aquosas de 1mg/mL de cada amostra em estudo (cervejas).

Como controlo positivo recorreu-se a um protetor solar comercial (FPS = 50+), cuja
preparacao atendeu ao descrito por Dutra et al. (2004). Assim, diluiu-se 1g de amostraem 100
mL de etanol absoluto, submetendo-se a solucdo a um banho de ultrassons (Bandelin
Sonorex®) por 5 min. Posteriormente, a mistura foi filtrada por gravidade, utilizando-se como
membrana filtrante o algodao cardado. Seguidamente, transferiu-se 5 mL do filtrado para um
balao volumétrico de 50 mL e perfez-se com etanol absoluto. Transferiu-se 5 mL da solucao
preparada anteriormente para um balao volumétrico de 25 mL e perfez-se com etanol
absoluto.

De seguida, uma porcao de cada solucdo (cervejas e controlo positivo) foi alvo de
medicao em espetrofotémetro (Modelo VWR UV-1600PC) nagama de comprimentos de onda
compreendida entre 290-320 nm (comincrementos de 5 nm). Os resultados foram expressos
pela equacao de Mansur et al. (1986) (5) (Priyanka et al., 2018). A relacao entre o efeito

eritematogénico e aintensidade da radiacdo encontra-se na tabela 4 (Sayre et al., 1978).
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FPS = CFx Y320 EE (£) x I(£) x Abs(£) (5)

CF: Fator de Correcao. EE: Efeito Erimatogénico no comprimento de onda (4). I: Intensidade da radiacao
no comprimento de 4. Abs (£): Absorvancia obtida experimentalmente em cada comprimento de onda.

Tabela 4 - Valores normalizados resultantes da relacao do efeito erimatogénico (EE) e a intensidade da radiacao
por comprimento de onda (1), necessario ao calculo dos valores de FPS. Adaptado de Sayre et al. (1978).

A (nm) EExI

290 0,0150
295 0,0819
300 02674
305 03278
310 01864
315 0,0839
320 0,0180

320

Z EE () x I(£) 1,000

290

3.6.2. (Capacidade de absorcao UV

A determinacao da capacidade de absorcao UV realizou-se segundo o descrito por
Mejia-Giraldo et al. (2021) e Priyanka et al. (2018). Assim, 1 mg/mL de amostra (cerveja ou
protetor solar comercial-controlo positivo) foram alvo de medicao da absorvancia numa gama
de comprimentos de onda compreendidos entre 200 - 450 nm em espetrofotéometro UV-Vis
(Modelo VWR UV-1600PC), com incrementos de 50 nm. Os resultados foram expressos

segundo a equacao (6).

(Absorvancia)

Coeficiente de absor¢do no UV = 100 (6)

Concentracdao da amostra (mg/mL)

3.7. Ensaios celulares
Para avaliar a capacidade de protecao dos extratos em estudo a nivel celular, recorreu-
se a um modelo de queratindcitos humanos, as células HaCaT. Estas derivam de

gueratingcitos humanos imortais e ndo tumorogénicas (Wilson et al., 2014). As células HaCaT
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a utilizar, no presente estudo, foram gentilmente cedidas pela Doutora Francisca Rodrigues,
LaQV REQUIMTE.

3.71. Manutencao da linhagem celular

As células HaCaT foram cultivadas em meio RPMI1640 suplementado com10% de soro
bovino fetal, 1% de antibidtico (ampicilina e estreptomicina) e incubadas a 372C com 5% de CO:
(Advantage® - Lab ALO1 - 01- 100) (Nagy et al., 2012). A manutencao das células HaCaT
seguiu o que consta em Wilson et al. (2014) e Alnugaydan et al. (2014), com ligeiras alteracoes.
As células HaCaT foram cultivadas em meio de cultura na proporcao de 1,0 X 10° células/mL.
O meio de cultura foi mudado a cada dois dias, as subculturas foram realizadas a cada dois a
trés dias, assim que se atingiu 60/80% de confluéncia. Para a realizacao da subcultura, bem
como de ensaios, iniciou-se pela lavagem das células HaCaT com 5 mL de PBS. Apds a sua
remocao adicionou-se 1mL de tripsinaa 0,25% +EDTA a0,02%, incubou-se durante 8-10 min
(até se observar destacamento celular) a 372C em 5% de CO,, ao fim dos quais se adicionou 4

mL de meio de cultura.

3.7.2. Ensaio de avaliacao da atividade metabdlica

A atividade metabdlica das células HaCaT foi avaliada pelo ensaio MTT. Comecou-se
pelainoculacao das células HaCaT em placa de 96 pocos (2,0 X 10* células/mL) durante 40H,
apds as quais se adicionou as amostras em estudo (cervejas) nas concentracoes de 1-500
ug/mL, adaptado de Censi et al. (2021) e Oliveira et al. (2018). Como controlo negativo foi
utilizado meio de cultura. Apds 24H e 48H de incubacao foi estimada a viabilidade celular pelo
ensaio MTT, descrito por Mosmann (1983) e De la Cruz-Concepcidn et al. (2021), sujeitos a
algumas modificacoes. Iniciou-se pela preparacao de uma solugao de MTT a 5 mg/mL em
PBS. A cada micropoco de 100 pL adicionou-se 10 uL de MTT. Apds incubacgao a 372C durante
4H, os cristais de formazanoformados foram dissolvidos em 100 pL de uma solu¢ao de DMSO
com etanol absoluto (1:1). A absorvancia foi medida a um comprimento de onda de 570 nm, em
leitor de microplacas Thermoscientific® MULTISKA FC. A percentagem de células com

atividade metabdlica foi expressa pela equagao:

Absorvancia amostra (7)

Viabilidade celular% = ( ) X100

Absorvancia controlo
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3.7.3. Incorporacao dos extratos de cereja na cervejas artesanal mais promissora
Apds a andlise dos resultados relativos a atividade antioxidante, fotoprotetora e de
viabilidade celular foi selecionada a cerveja artesanal mais promissora para incorporacao de

extratos aquoso e etandlico de Prunus aviumLapins.

3.7.4. Obtencao e tratamento das cerejas

As cerejas (Prunus avium Lapins) foram colhidas na regiao de Resende (Portugal) no
més de junho de 2023, sendo posteriormente armazenadas a -802C até utilizacao.

Para a preparacao dos extratos de cereja, 0 pedunculo e caro¢o foram removidos, sendo
esta alvo de desidratacao (AIGOSTAR 300005INI) a temperatura de 40°C até peso constante,
reduzindo-se a pg, o resultado, por trituracao (Taurus® Aromatic) durante 20-30 seqgundos. O

pd foi armazenado, ao abrigo da luz, a - 80°C (Niziot-tukaszewska, 2019).

3.7.5. Preparacaodo CA

0 extrato aquoso foi preparado seqgundo a técnica de infusao descrita por Bastos et al.
(2015), com ligeiras alteracdes. Assim, a1g de cereja desidratada foi adicionado 10 mL de dgua
fervente, deixando-se repousar por 5 min. De seguida, procedeu-se a filtracao e liofilizacao

(Labconco®) a temperatura de -72°C e pressao de 0,070 mbar.

3.7.6. Preparacaodo CE

0 extrato etandlico foi preparado segundo o descrito por Horincar et al. (2020) alvo de
modificacdes. Assim, a 1 g de cereja desidratada foi adicionada a 20 mL de etanol a 70%
(m/m), submetidos a um banho de ultrassons (Bandelin Sonorex®) a 402C por 30 min. A
amostra foi filtrada por gravidade, usando como membrana filtrante o papel de filtro, e ao
residuo foi novamente adicionado o solvente. Foram realizadas trés etapas de extracao
sucessivas, e as solucoes filtradas foram reunidas. O solvente foi removido por evaporacao no
evaporador rotativo (VWR IKA® RV8) a 40°C, 60 rpm e 900 mbar durante 1H. Por fim,

procedeu-se a liofilizacao (Labconco®) a temperatura de -72°C e pressao de 0,070 mba.
3.7.7. Incorporacao dos extratos de cereja na cerveja artesanal

A adicao decorreu segundo o descrito por Horincar et al. (2020) e Pordevié et al. (2016).

Cada extrato foi adicionado, em condicdes asséticas, na concentracao 1mg/mL na garrafa da
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cerveja em estudo, imediatamente fechada para maturacao durante um dia a 102C. De sequida
as cervejas, foram alvo de desgaseificacao e desalcoolizacao como descrito em 3.2.1,
determinou-se o pH (seccao 3.3.1), o teor de acidez (seccdo 3.3.2) e TAR (seccdo 3.3.3.). ApGs
liofilizagao, os extratos foram sujeitos a determinacao do TCF (seccao 3.4.), aos ensaios

antioxidantes (seccao 3.5.), fotoprotetores (seccao 3.6.) e de viabilidade celular (seccao 3.7.2.).

3.7.8. Ensaio de avaliacao do efeito protetor da cerveja artesanal mais
promissora isolada e ap6s incorporacao de extratos de cereja em células

HaCaT, pelo ensaio de pré incubacao
Paraavaliar a capacidade protetora da cerveja artesanal mais promissoraisolada e apds
incorporacao dos extratos de cereja, realizou-se o descrito por Oliveira et al. (2018), com
modificacbes. Assim, as amostras (cerveja artesanal isolada, cerveja artesanal apds
incorporacao de cereja ou quercetina a 50 pug/mL- controlo positivo) foram adicionadas as
culturas celulares durante 5H. Como controlo negativo foi utilizado meio de cultura. De
seguida, procedeu-se a sua remocao e a adicao de meio de cultura, durante 16H (periodo de
recuperacao). Por fim, adicionou-se o t-BOOH a 5 mM, téxico, durante um periodo de 2,5H, ao

fim das quais se estimou a viabilidade celular pelo ensaio MTT.

3.8. Tratamento de dados

Cada ensaio foi realizado em triplicata, pelo que os resultados obtidos foram
apresentados no formato média + desvio padrao. A andlise estatistica foi efetuada no
software GraphPAD® Prism 8.0, recorrendo-se ao teste ANOVA one-way com o teste de
comparacgoes multiplas Tukey’s. O coeficiente de correlacao entre as varidveis em estudo
(TCF, atividade antioxidante e fotoprotecdo) foi determinado segundo a correlacdo de
Pearson. Para comparacao do beneficio da incorporacao dos extratos de cereja a cerveja
artesanal mais promissora recorreu-se ao teste ANOVA two-way com o teste de
comparagoes multiplas Tukey’s. As diferencas foram consideradas significativas com um

valor de significancia inferior a 0,05 (p<0,05).
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4. Resultados/ discussao

No presente estudo foram estudadas 11 cervejas (portuguesas e espanholas) com seis
estilos distintos (Milk Stout, Imperial Stout, Oatmeal Stout, India Pale Ale, Pilsner e Munich
Dunkel).

Para a selecao das cervejas de origem portuguesa teve-se em consideracao as
cervejarias identificadas pela Associacao de Cervejeiros em 2021, sendo estas selecionadas
por conveniéncia mediante a acessibilidade com que se encontravam nas superficies
comerciais (Associacao Cervejeiros de Portugal, 2021). Também no caso da selecao das
cervejas de origem espanhola, decorreu por conveniéncia tendo em conta o disponivel no
mercado.

As cervejas industriais incluidas no presente estudo pertencem a mesma marca
comercial, sendo ambas do tipo Lager. Para além destas duas cervejas, a marca possui no
mercado duas outras cervejas de estilo Ale. Contudo, estas nao apresentavam dlcool na sua
composicao, sendo motivo pela sua nao inclusao.

O fabrico de cervejas sem dlcool apresenta diferencas no processo de fabrico que
podem resultar em alteracoes do perfil voldtil e fitoquimico. A producao de cervejas sem alcool
pode ser realizada por processos fisicos (evaporacdo ou membranas) ou bioldgicos
(alteracdes no processo de brassagem, no processo fermentativo e utilizagdo de leveduras
especiais) (Burberg & Zarnkow, 2009; Salant3 et al., 2020).

Neste sentido, a inclusao de cervejas industriais sem dlcool poderia conferir uma
desvantagem a este grupo, dado que as cervejas sem dlcool apresentaram menor teor de
polifendis (366 + 73mg de GAE/L) e menor atividade antioxidante (FRAP = 1525 + 217 umol
de sulfato ferroso/L) que cervejas com dlcool, onde o teor de polifendis variou entre 452 + 86
mg de GAE/L e 875 + 168 mg de GAE/L e a atividade antioxidante entre 2172 + 157 umol de
sulfato ferroso/L e 4663 + 863 217 umol de sulfato ferroso/L (Piazzon et al,, 2010). Pelo que
a presenca de dlcool pode favorecer a extracao/ disponibilidade destes compostos (Leitao et

al., 2011).
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4.1. Anadlise fisico-quimica das cervejas

A cor/turvacao, amargor, teor alcodlico, pH, acidez, aclcares redutores, material de
acondicionamento, composicao e sabor sao fatores importantes na classificacdao e
caracterizacao dos diferentes estilos de cervejas, bem como na garantia de qualidade
(Anderson et al.,, 2019; Caro et al.,, 2019; S. Silva et al., 2022). Deste modo, as cervejas alvo de

estudo foram analisadas quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 5).

Tabela 5 - Andlise fisico-quimica das cervejas em estudo.

Valores tabelados Valores experimentais

Tipo  Estilo C6digo oy, de alcool IBU Teor de Acidez TAR
EBC (cor) pH
(V/V) (amargor) (%) (mg de glicose/ L)
Milk Stout EL-MS 6,20 93 22 451+ 0,01 0,25+0,02 18548,75+ 68,75
Imperial
ME-IS 8,00 SD 98 439+0,01 028+0,00 22255,00 £ 25,00
Stout
Oatmeal
ALM-0S 6,50 98,2 39,6 4491 0,01 0,44+0,01 21646,67 +125,83
Stout
Ale
EL-IPA 6,80 7 24 463+£0,00 0,33+0,00 276750+25,00
India Pale
ALM-IPA 6,50 175 679 469+0,03 018+0,00 21088,33+143,80
Ale
DC-IPA 450 SD SD 412+ 0,00 0,18+ 0,00 3948,75+118,75
S-p# 5,00 SD SD 4,43+0,01 0,13+0,01 191750 £ 75,00
Pilsner EL-P 5,20 7 24 474 0,01 019+0,01 29675016250
Lager M-P 450 SD 39 435+0,00 020+0,00 325917 + 36,08
S-MD# 410 SD SD 3,89+0,00 0,13+ 0,01 13346,67+220,20
Munich
Dunkel
B-MD 5,20 40 20 478 £ 0,05 0,37+0,00 15000,83 £470,43

f

#. Cerveja industrial. SD: Sem Dados. EBC: European Brewery Convention. |BU: International Bitterness Units. %:
Percentagem. TAR: Teor de Aclcares Redutores.

A cor é um parametro crucial na garantia da qualidade das cervejas, bem como na sua
classificacao, uma vez que é influenciada pelo tipo e quantidade de malte utilizados durante o

processo de fabrico. Assim, maltes mais claros conferem a cerveja uma coloracao palida,
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enquanto que maltes mais escuros (caramelizados e/ou torrados) conferem uma coloragao
mais escura (Caro et al., 2019). A nivel europeu, a cor da cerveja é expressa em unidade da
convencao cervejeira europeia (European Brewery Convention - EBC). Por outro lado, nos
Estados Unidos da Ameérica, esta medida é expressa em método de referéncia padrao
(Standard Reference Method - SRM). O valor de EBC (EBC=25 x absorvancia a 430nm x fator
de diluicdo) é cerca do dobro de SRM (SRM= 12,7 x absorvancia a 430nm x fator de diluicao)
(Figura 12) (Caro et al., 2019; Mitchell et al., 2021). Assim, se na escala SRM a cor da cerveja
pode variar de 2 (cor palha) a 40+ (preto, opaco), prevé-se que na escala EBC esta variacao

decorra entre 4 e 80+ (Mitchell et al., 2021).
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Figura 12 - Correlacdo entre a variacao da cor da cerveja entre as escalas Standard Reference Method (SRM) e
European Brewery Convention (EBC). Fonte: VectorStock®.

Nas cervejas artesanais os valores de EBC variaram entre 7 para EL-P (estilo Pilsner) e
98,2 para ALM-0S (estilo Oatmeal Stout). O valor de EBC da cerveja EME-IS (estilo Imperial
Stout) apenas se encontrava disponivel em formato qualitativo, classificando-se como
“castanho- carvao”, que pode corresponder a designacao “castanho muito escuro” na escala
de SRM, com os valores compreendidos entre 30-35, com correspondéncia a escala de EBC
60-70 (Mitchell et al., 2021). Os dados referentes as cervejas industriais também se

encontraram disponiveis na forma qualitativa, sendo a cerveja S-P (estilo Pilsner) considerada
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“dourada” e a cerveja S-MD (estilo Munich Dunkel) “preta”. Sequndo Mitchell et al. (2021), uma
cerveja dourada apresenta um SRM entre 5 e 6 (equivalente 10-12 EBC) e uma cerveja preta
apresenta um EBC 30+ (equivalente a 60+ EBC). No estudo de Bortoleto et al. (2022), 0 EBC
das cervejas industriais variou entre 6-10 e nas cervejas artesanais variou entre 7-156. O
mesmo se verificou no estudo de Rosales et al. (2021), onde o intervalo de variacao do EBC das
cervejas industriais (3,58 - 10,67 EBC) foi menor comparativamente as cervejas artesanais
(4,77 - 28,18 EBC).

No presente estudo, observou-se um maior intervalo compreendido entre os EBC das
cervejas artesanais, o que evidencia a ampla e complexa variedade de estilos e sabores, dada
a sua correlacao com aroma, neste género de cervejas, em comparagcao com as industriais
(Bortoleto et al., 2022). Desta forma, cervejas mais claras (menor EBC) apresentam um aroma
doce com notas de cereais, enquanto cervejas mais escuras exibem um aroma mais intenso,
com notas de café, chocolate e torrado (Bortoleto et al., 2022).

As cervejas de coloracao mais clara foram associadas a um maior teor de aminodacidos
livres em comparagao com as cervejas mais escuras (Poveda, 2019). Concluindo-se que o
processo de torra do malte afeta o teor de aminodcidos (Poveda, 2019). Sao exemplos de
aminoacidos livres encontrados nas cervejas artesanais o acido L-glutamico, L-arginina, e L-
fenilalanina (Poveda, 2019).

O teor de amargor das cervejas é expresso em IBU, podendo variar entre O - 100 IBU
(Burnham et al., 2018). O amargo é conferido essencialmente pelo ldpulo, dada a sua
composicao o-acidos e p-acidos (11BU =1 mg de «-dcidos isomerizados/L) (Burnham et al.,
2018; Howe, 2020; Luo et al., 2020). No entanto, também os polifendis presentes no malte e
ldpulo influenciam o amargor da cerveja (Luo et al., 2020). Deste modo, a intensidade do
amargor encontra-se correlacionado com o teor de iso-o-dcidos, cuja concentracao é
dependente do tipo de ldpulo, nivel de desenvolvimento da planta, tempo, temperatura,
métodos de extracao e momento da adicao (Bortoleto et al., 2022; Howe, 2020; Luo et al.,
2020; L. Wang et al., 2022). 0 amargor é influenciado pela qualidade das matérias-primas,
pelo processo fermentativo, pelas técnicas de fabrico e das interacées dos diferentes
constituintes (Luo et al., 2020). O fabrico de cervejas recorrendo a técnica dry-hopped
(adices muiltiplas de Itpulo seco, pés fervura, em varias fases do processo de fabrico) exibiu
capacidade de aumentar as concentracdes de dcidos amargos (humulonas, iso-o-acidos,

humulionas, tetra-iso-o-acidos, xanthohumol, iso-xanthohumol, 8-prenilnariginina, 6-
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prenilnarigina) e compostos aromdticos (octanoato de etilo, dcido octanoioco, decanoato de
etilo, linalol, (-)-a-terpineol, citronelol e nerol) comparativamente a cervejas nao fabricadas
segundo esta técnica (Mitchell et al., 2021; L. Wang et al., 2022). Ambos 0s compostos com
impacto no amargor percecionado (L. Wang et al., 2022).

No presente estudo o teor de amargor variou entre 20 IBU para B-MD (estilo Munich
Dunkel) e 98 IBU para EME-IS (estilo Imperial Stout) para as cervejas artesanais, sendo
concordante com os estudos de Bortoleto et al. (2022) e de S. Silva et al. (2022) onde o teor de
amargor variou entre 6 - 62 IBU e 13 - 80 IBU, respetivamente. No artigo de Rosales et al.
(2021) as cervejas artesanais apresentaram teores de amargor mais baixos (7,25 -28,58 IBU).

No estudo de S. Silva et al. (2022) as cervejas mais escuras apresentaram maior
amargor. Contudo, no presente trabalho nao se verificou essa linearidade. A cerveja EL-MS
(estilo Milk Stout com 22 IBU) caracteriza-se pela sua docura e menor amargor, apresentando
a lactose como edulcorante (Mitchell et al., 2021). Deste modo, o baixo indice de amargor
apresentado encontra-se de acordo com o que seria expectavel, comparativamente a outras
cervejas Stout, mais amargas (Mitchell et al., 2021). A composicao da cerveja ALM-0S (estilo
Oatmeal Stout), em aveia permite equilibrar a sua docura e amargor, pelo que o seu teor de
amargor também é notoriamente inferior a cerveja EME-IS (estilo Imperial Stout), incluida no
estudo (Mitchell et al.,, 2021). Esta, por sua vez, € expectavel que apresente amargor médio a
agressivamente alto, que se reflete no seu teor de amargor de 98 IBU (Mitchell et al., 2021). A
cerveja ALM-IPA (estilo India Pale Ale, de coloracao clara) destaca-se pelo segundo valor mais
alto de IBU (67,9 IBU), sendo esta de estilo inglés, tal valor seria esperado (40-60), dado que
este estilo se caracteriza pelo seu amargor (Mitchell et al., 2021). No estudo de Jardim et al.
(2018) a cerveja IPA é a que apresenta maior IBU (46,15 IBU).

No presente estudo, o teor de amargor nas cervejas industriais nao foi disponibilizado
pela marca comercial. Contudo, é expectavel que este possa variar entre 8-30 IBU, sequndo
os estudos de Bortoleto et al. (2022), Rosales et al. (2021) e S. Silva et al. (2022). O menor valor
de IBU nas cervejas industriais pode advir da maior preferéncia do consumidor por cervejas
menos amargas, permitindo um amplo consumo (Jardim et al., 2018; Rosales et al., 2021).

O maior teor em compostos amargos nas cervejas artesanais pode advir da maior
concentracao de isohumulona (mais amarga), enquanto que nas cervejas industriais

predomina a isocohumulona (menos amarga) (Bortoleto et al., 2022; Caballero et al., 2012).
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A percentagem de dlcool foi igual a 4,10% (V/V) para S-MD (estilo Munich Dunkel) e
5,00% (V/V) para S-P (estilo Pilsner) nas cervejas industriais e variou entre 4,50% (V/V) para
DC-IPA e M-P (estilos India Pale Ale e Pilsner, respetivamente) e 8,00% (V/V) para EME-IS
(estilo Imperial Stout) nas cervejas artesanais. Denota-se um maior teor alcodlico nas cervejas
artesanais comparativamente as cervejas industriais, tal como Bortoleto et al. (2022) verificou
no seu estudo. Genericamente, o teor de dlcool das cervejas comercializadas varia entre 4-6%
(V/V), podendo atingir os 14% (V/V) ou até mesmo nao apresentar alcool na sua composicao
(cervejas sem alcool) (Bamforth, 2002; Mitchell et al., 2021; S. Rossi et al., 2014). A producao
de dlcool depende da temperatura, levedura e da oxigenacao do mosto (S. Rossi et al., 2014).
Deste modo, a percentagem de dlcool das cervejas em estudo encontram-se dentro do
esperado, em concordancia com os estudos de S. Silva et al. (2022) e Horn et al. (2021), onde o
teor de dlcool nas cervejas artesanais variou entre 4,1-11,6% (V/V) e 4-10% (V/V),
respetivamente. O teor de dlcool nas cervejas industriais variou entre 0-10% (V/V) no estudo
de Tafulo et al. (2010) e entre 3,1-8,5% (V/V) no estudo de Zhao et al. (2010).

Nas cervejas do estilo IPA, a cerveja DC-IPA (estilo India Pale Ale com 4,5% V/V de
etanol) apresenta um teor alcodlico inferior as restantes cervejas do mesmo estilo, dado que
se assume como uma cerveja “session IPA” (de producao e consumo sazonais) e, por isso, tal
como esperado, o seu teor alcodlico € inferior a 5% (V/V) (Mitchell et al., 2021).

O teor de alcool correlaciona-se com uma fermentacao primdria mais intensa, pelo que
é expectdvel que cervejas de alta fermentacao (cervejas Ale) apresentem maior teor alcodlico
comparativamente as cervejas de baixa fermentacao (cervejas Lager) (S. Rossi et al., 2014).
Tal como se verifica no presente estudo, onde as cervejas Ale apresentam um teor de alcool
compreendido entre 4,50-8,00% (V/V) e as cervejas Lager igual a 4,10-5,20% (V/V).

0 efeito do dlcool na saude humana depende da quantidade consumida, frequéncia, do
padrao de consumo e do tipo de bebida ingerida (Chiva-blanch & Badimon, 2020). O consumo
moderado de &lcool (igual ou inferior a 1 bebida/dia para mulheres e igual ou inferior a 2
bebidas/dia para homens) tem sido associado a reducdo de doencas cardiovasculares
(doenca corondria, acidente vascular cerebral isquémico) por aumentar os niveis de
lipoproteina de alto peso molecular (HDL), apolipoproteina A1 (ApoA1), adiponectinas,
modelacdo de marcadores oxidativos, reduzir lipoproteinas de baixo peso molecular (LDL),
pressao arterial, agregacao plaquetaria, niveis de fibrinogénio e marcadores inflamatdrios

(Chiva-blanch & Badimon, 2020: Nova et al., 2012). Além disso, a sensibilidade melhorada a
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insulina reflete a diminuicao do risco de desenvolvimento de diabetes tipo Il (Nova et al., 2012).
De forma particular, o consumo moderado de cerveja nao s6 mostrou reduzir o risco de
doencas cardiovasculares e de diabetes tipo Il como aumentou densidade mineral dssea, com
consequente diminuicao de fraturas (Marcos et al., 2021).

Bortoleto et al. (2022) verificaram a correlacao positiva do teor alcodlico com a cor tanto
nas cervejas artesanais como industriais, constatando que cervejas mais escuras
apresentaram maior teor alcodlico. Porém, no presente estudo o maior teor alcodlico nao
corresponde a cerveja mais escura.

O pH expressa a concentracao de ides de hidrogénio em solucao, sendo o seu valor
variavel ao longo do processo de fabricacao da cerveja (Bamforth, 2001). O pH do mosto (fase
inicial da producao) pode variar entre 5,0 e 5,6, denotando-se a sua diminui¢ao durante o
processo fermentativo da cerveja para valores que rondam os 4,3 e 4,6, baixos valores de pH
podem interferir com o sabor da mesma (EBlinger, 2009).

De acordo com os resultados do presente trabalho, constata-se que o pH variou entre
3,89 + 0,00 para cerveja S-MD (estilo Munich Dunkel) e 4,78 + 0,05 para a cerveja B-MD
(estilo Munich Dunkel). Por sua vez, sequndo Pai et al. (2015) os valores de pH da cerveja
variam entre 3,90-4,20, enquanto para (EBlinger, 2009) os valores podem variar entre 4,30 e
4,60.

Nas cervejas do tipo Ale este parametro variou entre 4,12 + 0,00 (cerveja DC-IPA, estilo
India Pale Ale) e 4,69 + 0,03 (cerveja ALM-IPA, estilo India Pale Ale) e nas cervejas do tipo
Lager entre 3,89 + 0,00 (cerveja S-MD, estilo Munich Dunkel) e 4,78 + 0,05 (cerveja B-MD,
estilo Munich Dunkel), o que vai de encontro ao estudo de Anderson et al. (2019) onde o pH de
cervejas do tipo Ale variou entre 3 e 6, enquanto nas cervejas do tipo Lager variou entre 4 e 5.

A variacao do pH nas cervejas artesanais ocorreu entre 4,12 + 0,00 (cerveja DC-IPA,
estilo India Pale Ale) e 4,78 + 0,05 (cerveja B-MD, estilo Munich Dunkel) e nas cervejas
industriais foi igual a 3,89 + 0,00 (cerveja S-MD, estilo Munich Dunkel) e 4,43 + 0,01 (cerveja
S-P, estilo Pilsner), concordante com o estudo de Rosales et al. (2021), onde o pH das cervejas
artesanais variou entre 3,45 + 0,01e 4,47 + 0,03 e das cervejas industriais entre 3,43+ 0,10 e
4,45 +0,19. A variacao do pH nas cervejas artesanais também foi concordante com o artigo de
Poveda (2019) (3,62 + 0,01 - 4,64 + 0,01) e S. Silva et al. (2022) (4,27 + 0,03 - 4,92 + 0,02).
Denota-se a possibilidade de variacao dos valores de pH entre lotes dispares, bem como entre

amostras de diferentes marcas comerciais (Poveda, 2019). O valor de pH é um parametro
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muito importante na estabilidade da cerveja, pois influencia o crescimento das leveduras, a
velocidade de fermentacao, sintese de dlcool e desenvolvimento de contaminagao bacteriana
(Poveda, 2019). O crescimento de bactérias indesejadas nao sé provoca alteracoes do perfil
organolético da cerveja, como contribui para o aparecimento de aminas biogénicas (Poveda,
2019). As aminas biogénicas sao téxicas para 0 Homem, uma vez que que sao metabolizadas
pela monoamina oxidase, cuja presenca se encontrar inibida na presenca de etanol (ou se
administrados farmacos inibidores das monoaminas oxidase como a moclobemida). No
estudo de Poveda (2019), as aminas hiogénicas identificadas na cerveja artesanal (0,0 - 5,7
mg/L) foram a histamina, tiramina, putrescina, triptamina, cadaverina, 2- feniletilamina e
supermidine, encontrando-se o seu teor no limiar seguro (téxicas para bebidas alcodlicas na
concentracao de 8 - 20 mg/L) (Poveda, 2019).

A acidez de uma cerveja encontra-se relacionada com a sensacao dcida aquando do seu
consumo, refletindo-se no menor pH (Gary Spedding, n. d.). A acidez é conferida pelos &cidos
organicos e carbonicos dissolvidos na cerveja, pelo que s6 deve ser determinada apds
remocao do CO; (Buiatti, 2009; Gary Spedding, n. d.), tal como realizado no presente trabalho.
E expectavel que o teor de acidez, na cerveja, varie entre 0,1% e 0,3% de &cido latico (Gary
Spedding, n.d.). 0 aumento da acidez pode ser sugestivo de contaminacao bacteriana, pelo que
a sua determinacao permite despistar essa alteracao (Gary Spedding, n. d.). O teor de acidez
das amostras incluidas no presente estudo variou entre 0,13 + 0,01% (cerveja S-P e S-MD,
estilo Pilsner e Munich Dunkel, respetivamente) e 0,44 + 0,01% (cerveja ALM-0S, estilo
Oatmeal Stout) de equivalentes de &cido latico, préximo do esperado e, comparavel aos
resultados do estudo de S. Silva et al. (2022) (valores entre 0,10 + 0,00 e 0,62 + 0,01% de
equivalentes de dcido latico). Pai et al. (2015) determinaram o teor de acidez em cervejas
indianas, tendo observado valores entre 0,0957 + 0,0027 e 0,2252 + 0,0% de equivalentes de
acido tartdrico. Por sua vez, no estudo de Jardim et al. (2018) o teor de acidez de cervejas
artesanais variou entre 1,49 g de acido acético/L e 2,19 g de acido acético/L.

O pH, a acidez, caracteres organoléticos e a estabilidade sao condicionadas pela
presenca de acidos organicos, cuja quantidade e tipo é influenciada pelo tipo de levedura, do
processo de fabrico da cerveja e, consequentemente, pelo seu estilo (Cernda et al., 2023; Pai
et al, 2015; Quitmann & Czermak, 2013). Foram identificados nas cervejas os acidos tartarico,

malico, acético, citrico, sucinico e Iatico (Cernda et al., 2023; Pai et al., 2015).
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O pH e acidez sao parametros cruciais na producao cervejeira, dada a sua influéncia nos
parametros sensoriais, bem como o seu impacto na estabhilidade bioldgica e quimica (Pai et al.,
2015). De salientar que a acidez, juntamente com o baixo pH, a presenca de CO, o teor em
alcool e a auséncia de oxigénio durante o processo de fabrico das cervejas tém por funcao
limitar o crescimento bacteriano, tornando a cerveja uma bebida microbiologicamente segura
(Gary Spedding, n.d.).

Os acucares redutores tém um papel preponderante no processo fermentativo e na
estabilidade da cerveja condicionando o seu prazo de validade (Kunz et al., 2011; Pai et al.,
2015). Deste modo, a sua determinacao é importante na otimizacao e regulacao do processo
fermentativo, dada a sua influéncia positiva no rendimento e na qualidade das cervejas (Zhang
et al,, 2019). Os aclcares redutores de baixo peso molecular sao utilizados pelas leveduras
durante o processo fermentativo. Deste modo, apenas uma quantidade residual pode ser
encontrada na cerveja final (Pai et al., 2015). Sao exemplo a glicose, frutose, maltose, sacarose
e maltotriose (Kunz et al., 2011; Pai et al., 2015). Estes compostos atuam como agentes
redutores, dado que possuem a capacidade de se oxidarem desencadeando a reducao de
outros compostos (Kunz et al., 2011; Zoecklein et al., 1990). Desta forma, o reagente DNS ¢é
adicionado em meio alcalino sob aquecimento, promovendo a oxidacao dos acucares
redutores presentes nas amostras (Zhang et al., 2019).

No presente estudo, o TAR variou entre 1917,05 + 75,00 mg de equivalentes de
glicose/L (S-P, estilo Pilsner) e 22255,00 + 25,00 mg de equivalentes de glicose/L (EME-IS,
estilo Imperial Stout), o que equivale a 0,63 - 7,34 g de glicose por embalagem de 0,33L
(apenas a embalagem de S-MD apresentava a capacidade de 0,25L). No estudo de Wu et al.
(2024) o TAR na cerveja foi igual a 1,75 + 0,01 g de equivalente de glicose/100mL
(17500mg/L), estando dentro da faixa dos valores obtidos no presente trabalho. No estudo de
S.Silvaetal.(2022) o TAR variou entre 2598,0 + 0,0 mg de equivalente de glicose/L e 44463
+31,1mgde equivalente de glicose/L, apresentando TAR menores que os obtidos. Por suavez,
no artigo de Pai et al. (2015) o TAR da cerveja foi ainda mais reduzido, variando entre 0,469 +
0,021e 2,682 + 0,008 mg de equivalentes de maltose/mL, o que equivale a 469 - 2682 mg
de equivalentes de maltose/L. E de realcar que o TAR é superior nas cervejas do tipo Ale
(2767,50 + 25,00 - 22255,00 + 25,00 mg de equivalentes de glicose/L) em comparagao com
as cervejas do tipo Lager (1917,50 + 75,00 - 15000,83 + 470,43 mg de equivalente de

glicose/L), tal como esperado, tendo em conta que o teor alcodlico depende do TAR (S. Rossi
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etal.,, 2014). 0 mesmo é corroborado por Choi et al. (2022) onde o TAR variou entre 0,34 + 0,01
- 0,89 + 0,00% para cervejas Ale e 0,08 + 0,00 - 0,15 + 0,00% para as cervejas Lager,
resultados expressos em percentagem, através de reta de calibracao de glicose.

0 elevado teor de carboidratos na cerveja (92,1-16,3 mg/mL) provém essencialmente
do malte de cevada rico em glicose, maltose, maltotriose, dextrinas e arabinoxilanos (Pai et al.,
2015). Gasinski et al. (2020) identificou/quantificou a presenca de dextrina (34,60 g/L),
maltotriose (0,24 g/L) e maltose (0,04 g/L) na cerveja.

Denota-se a maior variabilidade dos parametros quimicos da cerveja artesanal,
podendo tal estar associado a menor padronizacao do processo de fabrico destas em
detrimento das cervejas industriais, entendido pelo consumidor como maior qualidade
(Poveda, 2019; Rosales et al., 2021).

A qualidade das cervejas é, ainda, dependente das condi¢des de armazenamento e
transporte (Aguiar et al, 2022; Causmaecker et al., 2019). Condicdes desfavordveis a
preservacao da qualidade das cervejas (aumento da temperatura, vibracdo durante o
transporte e presenca de oxigénio) intensificaram a cor, turvacao (complexacao de proteinas
e flavonoides), niveis de aldeidos, caracteristicas sensoriais associadas ao envelhecimento
(substituicao do aroma frutado pelo aroma a papeldo, amargor aspero e persistente) e
diminuicao da concentracao de iso-o-dcidos, trans-isocohumulona e trans-isohumulona
(Aguiar et al., 2022; Causmaecker et al., 2019). Tais alteracdes relevam a pertinéncia da
manutencao da temperatura estabelecida pelo fabricante (genericamente 72C) e necessidade
de uma correta escolha dos materiais de acondicionamento para amortecer as vibracoes
durante o transporte (Causmaecker et al.,, 2019).

As embalagens de acondicionamento primdrio também tém um papel fundamental na
garantia de qualidade das cervejas, devendo evitar a degradacao quimica, fisica e
microbioldgica durante o prazo de validade estabelecido (Aguiar et al., 2022). As embalagens
comumente utilizadas pela industria cervejeira sao as garrafas de vidro, latas e barris de
aluminio e garrafas de plastico (politereftalato de etileno- PET) (Europe Economics, 2020). As
garrafas de vidro sao as mais utilizadas na Europa, seguindo-se as latas de aluminio (Europe
Economics, 2020). Tal encontra-se concordante com o presente estudo, onde apenas a
cerveja S-P apresentava como embalagem primdria uma lata de aluminio. Todas as outras
cervejas encontravam-se em garrafas de vidro ambar. A preferéncia por este tipo de

embalagens encontra-se relacionada com a capacidade destes materiais (vidro e metal)
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serem impermeaveis a gases, humidade e microrganismos, reutilizéveis e inertes (Aguiar et
al., 2022). Ao contrario do vidro, o metal oferece maior resisténcia fisica. No entanto a
preferéncia do consumidor europeu pelo vidro torna-o o material mais utilizado (Aguiar et al.,
2022; Paternoster et al., 2017). No entanto, deve apresentar uma coloracao que lhe permita a
protecao da cerveja contraaluz, que nao é possivel se o vidro for transparente ou verde (Aguiar
etal, 2022).

As garrafas de vidro, latas de aluminio e barris de aco inoxiddvel permitem manter o teor
de CO;, cor, turvacao e estabilidade de espuma dentro dos valores esperados durante o
periodo de armazenamento, enquanto que as garrafas de plastico diminuem o teor de CO,
intensificam a cor e aumentam a turvacao da cerveja (Lorencova et al.,, 2019). Em termos
sensoriais, as latas e barris demonstraram maior capacidade de preservar as caracteristicas
da cerveja durante o periodo de armazenamento (Lorencovd et al., 2019).

No artigo de Bratu et al. (2021), os autores estudaram o impacto das embalagens de
vidro, aluminio e plastico na atividade antioxidante das cervejas. Para tal selecionaram dez
marcas comerciais de cervejas comercializadas nos trés tipos de embalagens, sempre que
disponiveis (Bratu et al.,, 2021). Os autores constataram, pelo ensaio DPPH, a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre as cervejas acondicionadas nas
diferentes embalagens (vidro > aluminio > pldstico) (Bratu et al., 2021). Porém, no ensaio FRAP,
0s autores constataram que as cervejas armazenadas nas diferentes embalagens nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05) (vidro > plastico >
aluminio) (Bratu et al., 2021). Para além disso, material de acondicionamento ndo demonstrou

terimpacto no TCF (Bratu et al., 2021).
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4.2. TCF das cervejas

O TCF foi determinado segundo o ensaio colorimétrico de Folin- Ciocalteu, baseado na
transferéncia de eletrdes entre os compostos fendlicos, presentes na amostra e o reagente
Folin-Ciocalteu, reduzindo-o (Lamuela-Raventds, 2018: Pires et al., 2017). Em termos visuais,
denota-se a alteracao de cor de amarelo para azul (Lamuela-Raventds, 2018; Pires et al.,
2017). Os resultados foram expressos em equivalentes de &cido gdlhico, uma vez que é o
composto utilizado como referéncia (Pires et al., 2017). Na tabela 6 encontram-se os

resultados relativos ao ensaio TCF.

Tabela 6 - Teor de compostos fendlicos totais nas cervejas em estudo.

Tipo Estilo Cddigo TCF (mg de equivalentes GAE/qg)
Milk Stout EL-MS 795069
Imperial Stout EME-IS 462+016
Oatmeal Stout ALM-0S 724+040"°
Ale
EL-IPA 7324048
India Pale Ale ALM-IPA 896+0,64"°
DC-IPA 3514076’
S-p* 517+0,08"°
Pilsner EL-P 6,68+0,00"""
M—P a,cdfh
Lager 692+0,24
S-MD* 629+0,08 """
Munich Dunkel
B-MD 806+056" """

#: Cerveja industrial.
As diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

0 TCF nas cervejas artesanais variou entre 3,51 + 0,16 mg de GAE/qg (cerveja DC-IPA,
estilo India Pale Ale) e 8,96 + 0,64 mg de GAE/q (cerveja ALM-IPA, India Pale Ale). O TCF das
cervejas industriais foi 5,17 + 0,08 mg de GAE/g para S-P (estilo Pilsner) e 6,29 + 0,08 mg de
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GAE/q para S-MD (estilo Munich Dunkel). Os valores obtidos sao concordantes com os
presentes na literatura, onde o TCF de cervejas, sequndo Scioli et al. (2022) e Jastrzebski et al.
(2007), variou entre 3,21+ 0,07 e 9,33 + 0,33 mg de GAE/(g, respetivamente. J& no artigo de
Censi et al. (2021) o TCF de cervejas artesanais italianas variou entre 18,961 + 1,082 mg de
GAE/g e 35,822 + 0,147 mg de GAE/q, valores superiores aos obtidos. A discrepancia dos
valores pode ser justificada, por exemplo, pela utilizacao de marcas ou estilos diferentes e das
préprias matérias-primas utilizadas na producao das cervejas. Outro fator que pode ter
influenciado foi ainclusao de cervejas comerciais, estando estas sujeitas a diminuicao do TCF
ao logo do tempo. No entanto, nos estudos de Scioli et al. (2022) e Piva et al. (2021) (TCF =
2912 + 4,0 ug/mL) os autores produzem a prépria cerveja e o TCF é inferior aos do estudo de
Censi et al. (2021).

O maior valor de TCF foi encontrado na cerveja ALM-IPA, uma cerveja clara, sendo
concordante com o estudo de Breda et al. (2022), onde o maior valor de TCF foi encontrado
numa cerveja clara (1,614 + 0,280 g de GAE/L). Por outro lado, no estudo de S. Silva et al.
(2022) a cerveja artesanal com maior valor de TCF foi uma cerveja escura do estilo Imperial
Stout (2172,5 +170,1 mg de GAE/L), concordante com o estudo de D. R. Marques et al. (2017)
onde, tamhém, uma cerveja artesanal escura, estilo Brown Porter, apresentou maior TCF (48,5
+ 0,19 mg de GAE/L). No estudo de Piazzon et al. (2010) a cerveja com maior TCF foi uma
cerveja escura do estilo Bock (875 + 168 mg de GAE/L).

Como mencionado, a cerveja ALM-IPA (estilo India Pale Ale) apresentou o maior TCF,
seguindo-se as cervejas B-MD (estilo Munich Dunkel) e ELM-MS (estilo Milk Stout), com um
TCF de 806 + 056 e 795 + 0,69 mg de GAE/g, respetivamente (sem diferencas
estatisticamente significativas entre ALM-IPA e B-MD). O maior TCF nas cervejas de
coloracao escura pode advir da correlacao encontrada entre a cor do malte e a atividade
bioldgica, no estudo de Shopska et al. (2021), no qual os maltes mais escuros (alvo de maior
tratamento térmico) apresentaram maior TCF e atividade antioxidante.

Os menores valores de TCF correspondem a duas cervejas artesanais, DC-IPA (estilo
India Pale Ale, TCF = 3,51+ 0,16 mg GAE/g) e EME-IS (estilo Imperial Stout, TCF = 4,62 + 0,16
mg GAE/g), ao contrario do verificado noutros estudos, nomeadamente no estudo de S. Silva
etal. (2022) onde as cervejas industriais apresentaram menores valores de TCF (255,3 + 69,6
mg de GAE/L), comparativamente as artesanais (343,8 + 22,2 - 2172,5+ 170,1 mg de GAE/L).

Também noutros estudos, o TCF das cervejas artesanais foi superior as industriais. Desta

68



forma, no estudo de F. Rossi et al. (2021) o TCF da cerveja artesanal foi 671,7 mg/L e da cerveja
industrial foi 479 mg/mL. No estudo de Rosales et al. (2021), o TCF das cervejas artesanais
variou entre 288,10 + 57,78 mg de GAE/L e 469,21 + 67,84 mg de GAE/L e das cervejas
industriais entre 243,87 + 35,95 mg de GAE/L e 399,71+ 20,75 mg de GAE/L. Tais diferencas
podem advir do processo de fabrico, dado que as cervejas artesanais, de forma genérica, nao
sao sujeitas a etapas de pasteurizacao e filtracao, além de incorporarem matérias-primas de
elevada qualidade (Villacreces et al., 2022). Ainda assim, no presente trabalho as cervejas
industriais apresentam valores de TCF significativamente inferiores das cervejas artesanais
do mesmo estilo (p<0,05).

O estilo Imperial Stout apresentou os valores mais altos de TCF, no estudo de S. Silva et
al. (2022), ao contrdrio do que se verifica no presente estudo. Além da diferente marca
comercial usadanos dois estudos, destaca-se a origem distinta, dado que no estudo de S. Silva
et al. (2022) as cervejas eram portuguesas e a cerveja EME-IS é espanhola.

No estilo Stout, a cerveja espanhola EME-IS (estilo Imperial Stout) difere
significativamente da cerveja espanhola EL-MS (estilo Imperial Stout) e da cerveja portuguesa
ALM-0S (estilo Oatmeal Stout) (p < 0,05). Por sua vez, no estilo IPA a cerveja espanhola (EL-
IPA) é significativamente superior a cerveja portuguesa DC-IPA (p < 0,05) e significativamente
inferior a outra cerveja portuguesa, ALM-IPA (p < 0,05). Neste sentido, a influéncia da origem
das cervejas no TCF é pouco clara.

O valor elevado de TCF da cerveja EL-MS, encontrado no presente trabalho, pode advir
da presenca de coco na sua composicao. No seu estudo de Mahayothee et al. (2016)
determinaram o TCF na dgua (entre 5,18 + 0,51 mg de GAE/100 mL e 7,17+0,03 mg de
GAE/100 mL) e polpa de coco (entre 6,82 + 0,03 mg de GAE/100g e 10,01 + 0,15 mg de
GAE/100g) (Mahayothee et al., 2016).

As diferencas encontradas entre cervejas do mesmo estilo e de marcas comerciais
dispares seriam esperadas tendo em conta as diferentes técnicas de fabrico, a variabilidade
do mesmo e as diferentes matérias-primas (variedade, origem geografica, colheita e,

consequente TCF) (Piazzon et al., 2010; Poveda, 2019).
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4.3. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de um composto pode ser desempenhada pela quelacao de
ioes metalicos e pela neutralizacao de ROS quer pela doacao de atomos de hidrogénio ou de
eletroes, o que enfatiza a necessidade de serem realizados varios ensaios antioxidantes,
tendo em conta os diferentes mecanismos (Atta et al., 2017; Baek & Lee, 2016; Zhao, 2014). 0
ensaio ABTS permite aferir a capacidade antioxidante quanto a capacidade do extrato em
neutralizar o respetivo radical pela transferéncia de eletroes ou pela transferéncia de atomos
de hidrogénio (Munteanu & Apetrei, 2021; Siddeeq et al., 2021). Por sua vez, o ensaio H.0:
possibilita a determinacao do potencial antioxidante do extrato pela neutralizacao da espécie
nao radicalar pela transferéncia de dtomos de hidrogénio (Siddeeg et al.,, 2021). O ensaio da
quelacao de ibes metalicos (ferrozina) avalia a capacidade do extrato em quelar ies metalicos
(Adjimani & Asare, 2015). E, 0 ensaio FRAP estima a capacidade do extrato em doar eletroes
(Siddeeg et al, 2021; Zhao, 2014). Os ensaios mencionados baseiam-se na técnica
espectrofotométrica, sao sensiveis e rapidos (Zhao, 2014).

O ensaio ABTS é um ensaio colorimétrico que permite avaliar a capacidade antioxidante
de um extrato através da sua capacidade de neutralizar o radical ABTS "+, pela transferéncia
de eletrdes ou dtomos de hidrogénio (Alam et al., 2013; Munteanu & Apetrei, 2021). Deste
modo, tendo 0 ABTS " * uma coloracao azul - esverdeada, a sua neutralizacao resulta na perda
de coloracao e, consequentemente, na diminuicdo da absorvancia (Alam et al., 2013; Munteanu
& Apetrei, 2021). Na tabela 7 encontram-se os |Cso determinados para as amostras em estudo,
que variaram entre 38,74 + 0,47 ug/mL (DC-IPA, estilo India Pale Ale) e 108,98 + 5,44 ug/mL
(EME-IS, estilo Imperial Stout) nas cervejas artesanais e, foram iguais a 114,56 + 5,47 pg/mL
e 123,85 + 6,81 ug/mL para as cervejas industriais S-P (estilo Pilsner) e S-MD (estilo Munich

Dunkel), respetivamente.
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Tabela 7 - Atividade antioxidante das cervejas, sequndo os ensaios de ABTS, Hz0;, ferrozina e FRAP.

ABTS H202 Ferrozina FRAP
Estilo Cddigo
(ICso pg/mL) (ICso pg/mL) (ICso ug/mL) (umol de equivalentes de trolox/g)
2,05+0,03 1,37+0,02 550+0,03
Controlo Positivo 3 Nao aplicavel
(Trolox) (Acido ascérbico) (EDTA)
Milk Stout EL-MS 7420+ 43742 3379+0,82"° Sem ICso 4316 +337?
Imperial Stout EME-IS 108,98 £5,44*> 36,04 +257%2b Sem ICso 3398+2,21°
Oatmeal Stout ALM-0S 8794 +3,82*¢ 3428+2.24*abc Sem ICso 50,91+£0,70¢
EL-IPA 83,27 +0.21%2cd 3160+1,05*abcd Sem ICso 4056 +3,072P
India Pale Ale ALM-IPA 55,21+ 4,68*9 2354 +153*h Sem ICso 53,74 £1,27¢¢
DC-IPA 38,74+047"" 13,85+1,30" Sem ICso 4777 £1632¢f

S-p# 114,56 +5,47*be 50,92 + 3,24*¢ Sem ICso 27,57 £157!

Pilsner EL-P 8430+ 4.27%2cdf 40,92 +134*b.cf Sem ICso 3424+0,77°
M-P 101,71+ 0,90*" 39,80+ 0,99*2bcfy Sem ICso 4174+ 013259

S-MD# 123,85+ 6,81 ¢ 50,65 +5,04*¢ Sem ICso 46,67 +0,132¢cf9h
Munich Dunkel

B-MD 80,66 +4,11*acdf 37,82 +1,23%abcdfg Sem ICso 4894 +113¢efh

#: Cervejaindustrial.

ABTS: Ensaio do &cido 2,2'-azino-his {3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico. H,0,: Ensaio do perdxido de hidrogénio. IC,,, Concentragdo capaz de inibir em 50%. FRAP: FRAP: Ensaio de determinagdo

do poder antioxidante da reducdo do ido férrico.
*Diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) comparativamente ao controlo positivo.

As diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).



Todos valores de ICso sao significativamente superiores ao controlo positivo (ICso = 2,05
+ 0,03 pug/mL) (p < 0,05). Adicionalmente, cerveja DC-IPA (estilo India Pale Ale) classifica-se
como tendo uma atividade antioxidante alta (ICso < 50 pug/mL), as cervejas EL-MS (estilo Milk
Stout), ALM-0S (estilo Oatmeal Stout), EL-IPA (estilo India Pale Ale), ALM-IPA (estilo India
Pale Ale), EL-P (estilo Pilsner) e B-MD (estilo Munich Dunkel) exibem atividade antioxidante
moderada (50 < ICso < 100 pg/mL) e as cervejas EME-IS (estilo Imperial Stout), S-P (estilo
Pilsner), M-P (estilo Pilsner) e S-MD (estilo Munich Dunkel) apresentam baixa atividade
antioxidante (ICso <100 pg/mL) (Kuete & Efferth, 2010).

A cerveja DC-IPA é a que apresenta melhor capacidade de neutralizacao do radical
ABTS +(p<0,05), tal ndo seria o esperado dado que foi a cerveja que apresentou menor TCF,
0 que evidencia a presenca de outros compostos com potencial antioxidante, que nao
compostos fendlicos, como por exemplo melanoidinas ou os sulfitos (Zhao et al., 2012).

Por outro lado, a cerveja EME-IS (estilo Imperial Stout) apresentou o segundo TCF mais
baixo, concordante com o maior valor de ICso para as cervejas artesanais. No caso da cerveja
ALM-IPA (estilo India Pale Ale), esta possui o sequndo melhor valor de 1Cso, concordante com
omelhor valor de TCF. As cervejas industriais apresentaram os valores de 1Csomais altos e, por
isso, menor capacidade de neutralizar o radical ABTS " .

O facto de uma cerveja clara apresentar a melhor capacidade de neutralizacao do radical
ABTS + é concordante com o estudo de Breda et al. (2022), onde a capacidade de neutralizar
o radical ABTS"+ variou entre 1,142 + 0,025 - 10,913 + 0,305 mmol de trolox /L, valores
superiores ao determinado por Gasinski et al. (2020) (0,97 + 0,07 mmol de trolox/L). No
estudo de Censietal. (2021) o valor de ICso de cervejas artesanais italianas variou entre 28,452
+1,507 umol de trolox/g e 43,687 + 3,506 umol de trolox/g.

Salienta-se que entre cada estilo as cervejas apresentam diferencas significativas entre
si, 0 que mais umavez apoia as diferencas inerentes ao processo de fabrico consoante amarca
comercial (Piazzon et al., 2010; Poveda, 2019; Zhao et al., 2010). Além disso, o impacto da
origem na capacidade de neutralizacao do radical ABTS " * nao é clara. No que diz respeito ao
estilo Stout, a cerveja EL-MS (espanhola) é a que apresenta melhor valor de I1Cso. No entanto, a
cerveja EME-IS (espanhola) apresenta um valor de ICsoelevado. No estilo IPA, as duas cervejas
portuguesas (ALM-IPA e DC-IPA) exibem os menores valores de ICso. Por tltimo, no estilo

Pilsner é a cerveja espanhola (EL-P) a que apresenta melhor capacidade antioxidante.
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0 ensaio do H:0 baseia-se na capacidade de um agente antioxidante (extrato em
estudo) neutralizar a espécie nao radicalar (H-0,), impedindo que esta forme os radicais
hidroxilo (OH"), iniciadores da peroxidacao lipidica e de danos no DNA (Alam et al., 2013).

0 valor de ICso das cervejas artesanais variou entre 13,85 + 1,30 pg/mL (DC-IPA, estilo
India Pale Ale) e 40,92 + 1,34 ug/mL (EL-P, estilo Pilsner) e das cervejas industriais foiigual a
50,92 + 3,24 pg/mL para S-P (estilo Pilsner) e 50,65 + 5,04 ug/mL para S-MD (estilo Munich
Dunkel) (Tabela 7). A semelhanca do ensaio ABTS, todos os valores de ICsp sao
significativamente superiores ao controlo positivo (ICs0=1,37 + 0,02 pg/mL) (p<0,05). Porém,
neste ensaio todas as cervejas apresentam atividade antioxidante alta (ICso < 50 pg/mL),
segundo Kuete & Efferth (2010), incluindo as cervejas industriais. No entanto, estas
apresentam valores de ICso significativamente superiores as cervejas artesanais, sem
diferencas entre si (p < 0,05), evidenciam menor capacidade antioxidante, em conformidade
com o ensaio ABTS.

Concordante com o ensaio ABTS, a cerveja DC-IPA (estilo India Pale Ale) é a que exibe
melhor capacidade de neutralizar o radical Hz0:(p < 0,05), apesar do TCF, apoiando a hipétese
da existéncia de outros compostos, além dos compostos fendlicos, com atividade
antioxidante. Seque-se a cerveja ALM-IPA (estilo India Pale Ale) com o segundo melhor valor
de 1Cs0(p<0,05), concordante com o maior valor de TCF. Ao contrdrio dos ensaios TCF e ABTS,
a cerveja EL-IPA (estilo India Pale Ale) apresenta o terceiro melhor valor de ICso.

A cerveja EME-IS (estilo Imperial Stout) apesar de ter apresentado um dos valores de
TCF mais baixo, elevado valor de ICsono ensaio ABTS, nao apresenta diferencas significativas
com as cervejas EL-MS (estilo Milk Stout) e B-MD (estilo Munich Dunkel), que se revelaram
mais promissoras no TCF e na neutralizacdo do radical ABTS " *.

Quanto ao impacto da marca comercial e da origem das cervejas na atividade
antioxidante das mesmas, no estilo Stout e Pilsner as cervejas artesanais nao apresentam
diferencas estatisticamente significativas entre si. Ja no estilo IPA, as cervejas apresentam
diferencas significativas entre si (p < 0,05), sendo as cervejas de origem portuguesa as que
exibem melhor capacidade antioxidante (Piazzon et al., 2010; Poveda, 2019; Zhao et al., 2010).

Até onde se conhece nenhum artigo realiza o ensaio H.0. em cervejas, o que
impossibilita comparacoes. Neste sentido, salienta-se a necessidade de aumentar a robustez
de informacao em relagao a capacidade de as cervejas neutralizarem a espécie nao radicalar

em causa, dado este constituir uma espécie enddgena (Y. Wang et al., 2018).
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O ensaio da atividade quelante de metais, comumente designado por ferrozina, baseia-
se na capacidade do agente antioxidante (extrato) em quelar o ido ferroso (Fe®*), impedindo a
sua oxidacao a ido férrico (Fe?') e, consequentemente, a sintese do radical hidroxilo (H20: +
Fe>* — Fe* + OH’) (Adjimani & Asare, 2015; Y. Wang et al., 2018). Em termos laboratoriais, um
extrato com a capacidade de quelacao dos ides Fe?*impede que este forme complexos com a
ferrozina de cor avermelhada (Adjimani & Asare, 2015).

A impossibilidade de determinar a concentracao de extrato de cerveja necessdria para
quelar 50% dos ides Fe®* significa que o valor ICso € superior a concentracao maxima testada
(1 mg/mL). Desta forma, tendo em conta o descrito por Kuete & Efferth (2010) todos os
extratos, para o mecanismo antioxidante em estudo, apresentam atividade antioxidante baixa
ICs0>100 pg/mL.

No estudo de S. Silva et al. (2022) a capacidade de quelacao de i6es metdlicos de
cervejas artesanais variou entre 1,6 + 0,4 % e 113,4 + 15,8%, o facto da maioria das cervejas
em estudo apresentar baixas percentagens de quelacao dos i6es metalicos corrobora a
impossibilidade de calculo do valor de ICso. No estudo de Scioli et al. (2022), também, nao foi
possivel verificar a existéncia de resultados quantitativos relativos a atividade quelante de
metais.

O facto da cerveja apresentar na sua composicao ides Fe2* (0,12 mg/L), estes podem ser
alvo de quelacao pelos compostos com propriedades antioxidantes presentes na cerveja
(Ferreira et al., 2023). Deste modo, quando, laboratorialmente, se pretende determinar a
capacidade de quelacao de ides metdlicos na forma de sulfato ferroso, a cerveja pode
apresentar a sua capacidade diminuida, ndao sendo porisso passivel de ser determinado o valor
de ICso (Ferreiraetal., 2023).

0 ensaio de determinacao do poder de reducao do iao ferro, FRAP, consiste na reducao
de Fe?*, presente no complexo 2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ), a Fe** pela transferéncia de
eletrdes (Urrea-Victoria et al., 2016). Em termos colorimétricos, verifica-se a alteracao de cor
de roxo-claro para roxo- intenso (Urrea-Victoria et al., 2016).

Os valores de FRAP variaram entre 33,98 + 2,21 umol de trolox/g (EME-IS, estilo
Imperial Stout) e 53,74 + 1,27 umol de trolox/g (ALM-IPA, estilo India Pale Ale) para as
cervejas artesanais e foiigual a 27,57 + 1,57 umol de trolox/g para S-P (estilo Pilsner) e 46,67

+ 0,13 umol de trolox/g para S-MD (estilo Munich Dunkel).
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A cerveja ALM-IPA (estilo India Pale Ale) exibiu o maior poder redutor, apesar de nao ser
significativamente diferente da cerveja ALM-0S (estilo Oatmeal Stout). Seguiu-se a cerveja
B-MD (estilo Munich Dunkel).

Apesar da cerveja S-P (estilo Pilsner), uma cerveja industrial, apresentar o menor poder
redutor (p<0,05), 0 mesmo nao acontece com a cervejaindustrial S-MD (estilo Munich Dunkel)
que possui o quinto poder redutor mais elevado, equiparando-se as cervejas artesanais.

Dentro de cada estilo constata-se a presenca de diferencas estatisticamente
significativas entre as respetivas cervejas, verificando que no estilo Stout a cerveja ALM-0S
(portuguesa) e EL-MS (espanhola) exibem melhor poder redutor que EME-IS (espanhola). No
estilo IPA, as cervejas portuguesas (ALM-IPA e DC-IPA) superam a cerveja EL-IPA
(espanhola). No estilo Pilsner a cerveja artesanal portuguesa (M-P) demonstra maior poder
redutor que a cerveja EL-P (espanhola).

No estudo de Censi et al. (2021), o poder redutor de cervejas artesanais italianas variou
entre 104,046 + 7,680 umol de trolox /g e 125,159 + 1,237 umol de trolox /g, valores muito
superiores aos obtidos. Tal facto pode advir de os autores produzirem as cervejas em estudo,
estando estas expostas a condi¢des controladas e, por isso, poder haver predominancia dos
ioes Fe* (Ferreira et al, 2023). No presente estudo, as cervejas foram adquiridas
comercialmente e, apesar de se encontrarem disponiveis ao publico e dentro do prazo de
validade, podem estar sujeitas a reacoes de oxidacao natural mediante as condic6es a que
estiveram expostas. Deste modo, os compostos fendlicos da cerveja podem, de forma natural,
reduzir os ides Fe**a Fe**, pelo que esta pode ver diminuida a capacidade de reduzir o reagente
TPTZ.No artigo de Ferreira et al. (2023), apds processos de envelhecimento natural da cerveja
(20 + 2°C durante 90 e 180 dias), a concentracao de ides Fe* diminuiu. Porém, a presenca de
ioes Fe**, apenas foi detetada em condic6es forcadas de envelhecimento (37+1°C durante 7 e
14 dias).

No estudo de Chacén-Figueroa et al. (2022), o poder redutor de uma cerveja artesanal
foi igual a 4,36 + 0,49 pMol trolox/g e no de Scioli et al. (2022) foi igual a 7,94 + 0,25 mg de
trolox/g.

Ressalva-se que, a semelhanca do TCF, o potencial antioxidante das cervejas EL-MS e
ALM-0S pode-se encontrar relacionado com a adicao de outros compostos/ alimentos/
extratos, nomeadamente de coco, alcachofra e figo preto, respetivamente. No estudo de

Mahayothee et al. (2016) a dgua e polpa de coco demonstraram potencial antioxidante pelo
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ensaio ABTS, variando entre 2,98 + 0,94 UM de trolox /mL e 4,55+0,73 UM de trolox /mL e
4,00 + 0,28 UM de trolox /g e 7,54 + 0,31 uM de trolox /g de extrato fresco, respetivamente.
No estudo Ben Salem et al. (2017), as folhas de alcachofra demonstraram atividade
antioxidante superior em extratos etandlicos comparativamente a extratos aquosos pelo
ensaio FRAP (315,91 + 8,36 umol Fe**/g no extrato aquoso e 527,79 + 16,26 umol Fe?*/g no
extrato etandlico) e ABTS (210,74 + 8, 36mmol trolox/g no extrato aquoso e 499,43 + 39,73
mmol de trolox/g para o extrato etandlico) (Ben Salem et al., 2017). Por sua vez, no estudo de
P. Marques et al. (2017) o extrato aquoso de alcachofra reduziu 92,8 + 1% de ROS
despoletados pela exposicao de células HaCaT a Hz0.. Por fim, no estudo de Bayrak et al.
(2023) o figo roxo-escuro apresentou poder redutor do ferro igual a 372,97 + 35,20 pmol de
FeS0..7H.0/100g de extrato fresco, tendo sido esta atividade superior nos figos roxo e nos

verdes (Bayrak et al.,, 2023).
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4.4. Atividade fotoprotetora
4.41. FPS

A determinacao espetrofotométrica do FPS trata-se de um método in vitro econémico,

de facil execucao, reprodutivel e preciso (Zou et al., 2022). Na tabela 8 encontram-se os

valores de FPS para as cervejas em estudo.

Tabela 8 - Fator de protecao solar das cervejas.

Estilo Cddigo FPS

Controlo positivo 134,21+ 0,45
Milk Stout EL-MS 2513 +0,34"°
Imperial Stout EME-IS 3897+0,22%"
Oatmeal Stout ALM-0S 46,76+ 0,25 ¢
EL-IPA 2353+0,70% 4
India Pale Ale ALM-IPA 4885+ 0,39"¢

DC-IPA 7,00+0,08"f

S-p# 16,06 +0,20%¢

Pilsner EL-P 22,30+218%1

M-P 17,41+ 0,69*¢

S-MD# 37,28 +0,81%°

Munich Dunkel
B-MD

4255+ 0,049

#: Cervejaindustrial.

*Diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) comparativamente ao controlo positivo.
As diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

O FPS variou entre 7,00 + 0,08 (DC-IPA, estilo India Pale Ale) e 48,85 + 0,39 (ALM-IPA,
estilo India Pale Ale) paraas cervejas artesanais (p<0,05), sendo concordante com as cervejas
que apresentaram menor e maior TCF. Em concordancia, a cerveja B-MD (estilo Munich

Dunkel) apresentou o sequndo melhor TCF que se reflete no terceiro melhor FPS. No caso da
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cerveja EME-IS (estilo Imperial Stout), esta apresentou um dos menores TCF e em
contrapartida apresenta o quarto melhor FPS.

A cerveja portuguesa ALM-0S (estilo Oatmeal Stout) supera os FPS das cervejas
espanholas EME-IS (estilo Imperial Stout) e EL-MS (estilo Milk Stout), ALM -IPA (estilo India
Pale Ale de origem portuguesa) supera EL-IPA (estilo India Pale Ale de origem espanhola) e
DC-IPA (estilo India Pale Ale de origem portuguesa), e EL-P (estilo Pilsner de origem
espanhola) supera M-P (estilo Pilsner de origem portuguesa), denotando-se diferencas entre
as diferentes marcas comerciais e origens (p < 0,05). O estilo Pilsner, de forma genérica,
aparenta ser o menos promissor no que concerne a atividade fotoprotetora.

O FPS das cervejas industriais foiigual a16,06 + 0,20 e 37,28 + 0,81 para as cervejas S-
P (estilo Pilsner) e S-MD (estilo Munich Dunkel), respetivamente. E de salientar que o FPS de
S-MD (estilo Munich Dunkel, industrial) é o quinto mais elevado, equiparando-se a cerveja
artesanal EME-IS (estilo Imperial Stout). A cerveja S-P (estilo Pilsner) ndo apresenta
diferencas estatisticamente significativas com a cerveja artesanal M-P. Todavia, as cervejas
industriais apresentam menor FPS dentro do seu estilo em comparacao com as artesanais.

A composicao da cerveja EL-MS em coco pode contribuir para o FPS da cerveja, dado
gue um extrato aquoso de coco apresentouum FPSiguala7,38 + 0,22 (Malsawmtluangi et al.,
2013). No artigo de P. Marques et al. (2017) extratos aquosos de alcachofra exibiram FPS igual
a 10,99 + 0,29, pelo que pode contribuir para o FPS da cerveja ALM-0S. Para além disso, o
extrato aquoso de alcachofra reduziu em 97,3 + 1% os ROS despoletados pela exposicao de
células HaCaT aradiacao UVB durante 15 min (P. Marques et al., 2017).

De acordo com a Regulamentacao Europeia n.2 647,/2006 de 22 de setembro apenas
compostos com um FPS superior a 6 conferem protecao contra as radiacdes UV. Neste
sentido, todas as cervejas apresentam potencial fotoprotetor.

Os valores de FPS das cervejas sao significativamente inferiores ao controlo positivo
(protetor solar comercial 50+) (p < 0,05), o que seria expectavel dado que este resulta de uma
associacao de filtros organicos garantindo protecao contra UVB e UVA. Exemplos de filtros
organicos que garantem protecao contra UVB sao o etilhexilsalicilato (derivado dos salicilatos
com pico de absorcao nos 306 nm) e etilhexiltriazona (derivado da triazina com pico de
absorcao nos 314 nm) (Nitulescu et al., 2023). Exemplos de filtros organicos que atestam
protecao contra UVA sdo o hutilmetoxidibenzoilmetano (avobenzona com pico de absorcao

nos 360 nm) e his-etilhexiloxifenol metoxifenil triazina/tinosorb S (derivado da triazina com
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pico de absorcao compreendido entre 310 - 345) (Nitulescu et al., 2023). Um exemplo de um
filtro com largo espetro de absorcao é o filtro drometriazol trisiloxano/ mexoryl XL (derivado
do benzimidazol e benzotriazol) garante protecao contra UVB e UVA, apresentando picos de
absorcao em ambas as regides nos comprimentos de onda 303 nm e 341 nm (Nitulescu et al.,
2023).

Até onde se conhece, nenhum estudo se debrucou sobre a atividade fotoprotetora de
extratos de cerveja. Kurzawa et al. (2022) estudaram o potencial fotoprotetor de extratos de
ldpulo (aquoso, aquoso-glicdlico e oleoso), tendo constatado que o FPS foi superior no extrato
oleoso (21,05 na concentracao 1,6 mg/mL), em comparacao com o extrato aquoso (5,58 na
concentracao 0,8 mg/mL) e aquoso-glicdlico (10,18 na concentracao de 0,4 mg/mL). Assim
sendo, pode-se constatar que a cerveja parece ter um maior potencial fotoprotetor do que o
ldpulo (matéria-prima), pelo que a complexidade da matriz e o processo de fabrico podem ser

varidveis relevantes no que concerne a fotoprotecao.
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4.4.2. C(apacidade de absorcao no ultravioleta

O ensaio da capacidade de absorcao no UV permite determinar a capacidade
fotoprotetora dos extratos na regiao UVB e UVA. Na tabela 9 encontram-se as capacidades
de absorcao no UV das cervejas, denotando-se diferencas significativas entre as amostras e
o controlo positivo nos comprimentos de onda 300 e 350 nm (p < 0,05). Tal encontra-se de
acordo com o esperado, uma vez que o controlo positivo se trata de um protetor solar
comercial com protecao UVA e UVB, pelo que a sua gama de protecao se encontra

compreendida entre 0s 290 - 400 nm.
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Tabela 9 - Capacidade de absorcao no ultravioleta das cervejas em estudo.

ALE Lager
£
(nm) cp Milk Stout Imperial Stout Oatmeal Stout India Pale Ale Pilsner Munich Dunkel
EL-MS EME-IS ALM-0S EL-IPA ALM-IPA DC-IPA EL-P M-P S-p* S-MD* B-MD

200 SD

55,60+0,87 9793+0,64 97,27 147 7327+084 | 131,90+098 | 2230+020 | 81,70+748 64593 +119 4950+0,552 8233+2,83 4737+0,.21
250 | 50,00+ 0,26 a “b “b e -t "g g “h ac -4 .

3813+0,46 58,00+0,40 7113+ 0,23 34504104 73,73+0,64 10,70+£0,10 3167+314 2490140 2327+0,32 56,60+0,72 3197+153
300 | 175,77 137 of ‘2 b " “b "g ce -4 -4 o2 ‘e

1713+ 0,50 29,00+0,20 33,53+ 0,50 1,43+0,12 26,87+ 0,06 3,93+0,06 13,35+0,15 9,03+0,25 717+0,15 25,67 117 1217+ 0,15
350 | 140,50+115 4 ‘e -t “a “h g . oh iy -b ‘et

8,73+050 15,07+0,12 17,20+ 0,35 2,63+0/15 9,33+0,25 1,30+0,00 315+0,05 2,03+0,12 110+0,00 13,47+£0,70 4,87+0,06
400 | 230+0.17 ‘a -4 e b ‘a vt “h be .e f .

500+0,40 9,07+0,12 10,53+0,12 123+0/15 5,43+0,32 0,87+0,06 1,25+ 0,05 0,75+0,05 0,20+0,00 8,00+ 0,40 2,77+ 0,06
450 | 0,23+0,06 ‘a e -t b ‘a “he “hod “hed ad g “h

#: Cervejaindustrial.
SD: Sem Dados.

*Diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) comparativamente ao controlo positivo.
As diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas, para cada comprimento de onda (p < 0,05).

81




Nos comprimentos de onda 300 nm e 350 nm as cervejas artesanais ALM-0S (estilo
Oatmeal Stout) e ALM-IPA (estilo India Pale Ale) apresentam as maiores capacidades de
absorcao (p<0,05), 0 que é concordante com os resultados obtidos na determinacao do FPS.
A cerveja ALM-0S (estilo Oatmeal Stout) garante a maior capacidade de absorcdo nos 400
nm, todavia ALM-IPA (estilo India Pale Ale) é superada pelas cervejas EME-IS (estilo Imperial
Stout) e S-MD (estilo Munich Dunkel).

De forma genérica, as cervejas DC-IPA (estilo India Pale Ale) e S-P (estilo Pilsner)
apresentam a menor capacidade de absorcao no UV, concordante com o FPS e com o TCF.

No estilo Stout, as cervejas ALM-0S (estilo Oatmeal Stout de origem portuguesa) e
EME-IS (estilo Imperial Stout de origem espanhola) revelam-se mais vantajosas que a cerveja
EL-MS (estilo Milk Stout de origem espanhola). No estilo IPA, a cerveja ALM-IPA (estilo India
Pale Ale de origem portuguesa) destaca-se de forma positiva, sequindo-se a cerveja EL-IPA
(espanhola) e, por fim, a cerveja DC-IPA (portuguesa), como a menos promissora. No estilo
Pilsner, a cerveja EL-P (espanhola) supera as demais cervejas, sendo S-P (industrial), a que se
apresenta menos promissora. No estilo Munich Dunkel a cerveja industrial supera a cerveja
artesanal em todos os comprimentos de onda, embora a cerveja B-MD tenha apresentado
maior TCF e FPS comparativamente a cerveja S-MD. Para além disso, sendo uma cerveja
industrial e tendo em conta os resultados das determinacées anteriores (TCF e ensaios
antioxidantes) seria esperado que fosse menos promissora.

Até onde se sabe, nenhum estudo determinou a capacidade de absorcao UV de cervejas,
pelo que apenas é possivel efetuar comparagdes com o controlo positivo, evidenciando a
necessidade de novos estudos, a fim de se aumentar a robustez da informacao.

Em termos metodoldgicos denotou-se a necessidade de proceder a diluicao das
cervejas do estilo Stout e Munich Dunkel atendendo a sua coloracao. Priyanka et al. (2018)
constatou que o aumento da concentracao se traduz no aumento do FPS, pelo que o aumento
do FPS pode advir da coloracao do extrato e nao da sua real capacidade fotoprotetora. O
mesmo é expectavel que aconteca para a capacidade de absorc¢ao.

Em suma, as cervejas com melhores perfis fotoprotetores devem ser estudadas quanto
a possibilidade de desempenharem efeitos sinérgicos com os filtros solares comerciais,
podendo ser capazes de potenciar o efeito fotoprotetor reduzindo a concentracao de filtros
sintéticos na composicao da formulacao, o que pode contribuir para a minimizacao das

desvantagens associadas aos filtros sintéticos. Para além disso, a cerveja tem mostrado
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potencial anti-inflamatdrio, pelo que o seu FPS pode aumentar in vivo, a semelhanca darutina
(também presente na cerveja) que ao ser incorporada numa formulacao com avobenzona e
acido aminobenzdico apresentou reduzido FPS in vitro, mas pelo seu potencial anti-
inflamatdrio, o FPS aumentou in vivo (Negrao et al, 2012; Tomazelli et al, 2018).
Adicionalmente, o extrato de cerveja liofilizada apresentou potencial acao anti-tirosinase
(55,16 + 0,52 mg de equivalente de acido kdgico/g), pelo que a cerveja ndo s6 apresenta
potencial fotoprotetor como pode minimizar a hiperpigmentacao decorrente da exposicao a

radiacao UV (Scioli et al,, 2022).
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4.5. Correlacao entre os parametros fisico-quimicos, TCF, atividade antioxidante e

fotoprotetora

A correlacao entre duas variaveis pode variar entre -1a 1. Deste modo, as varidveis podem
apresentar uma correlacao positiva se os coeficientes variarem entre 0 e 1, uma correlacao
negativa se os coeficientes variarem entre -1 e 0 ou, podem mesmo nao apresentar correlacoes
se o coeficiente for O (Schober et al., 2018). Segundo Schober et al. (2018) coeficientes de
correlagao entre 0,90 - 1,00 indicam uma correlagao muito forte entre as variaveis, coeficientes
entres 0,70 — 0,89 indicam forte correlacao, entre 0,40 - 0,69 indicam correlacao moderada,
entre 0,10 - 0,39indicam fraca correlacao e entre 0,00 - 0,10 a correlagao é negligenciavel. Posto

isto, na tabela 10 encontram-se as correlacées entre as diferentes varidveis em estudo.
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Tabela 10 - Correlacdo entre os parametros fisico-quimicos, TCF, atividade antioxidante e fotoprotetora.

Alcool EBC IBU pH Acidez TAR TCF ABTS THE), FRAP FPS

Alcool - -019 067 0,45 033 0,49 014 -007 -0,25 -015 037
EBC - -0,10 -0,78 056 070 0,02 021 0,08 036 025
IBU - -0,44 019 054 -051 027 -0,31 -012 0,45
pH - 0,48 01 061° -029 -012 -0,03 028
Acidez - 073 0,45 -029 -0,32 057 073"
TAR - 035 -0,03 -014 0,48 084"
TCF - -0 0,06 0,46 057
ABTS - 0,92+ -053 013
H,0, - -053 0,08
FRAP - 050

FPS -

EBC: European Brewery Convention; 1BU: International Bitterness Units; TAR: Teor de Aglicares Redutores; TCF: Teor de Compostos Fendlicos; ABTS: Ensaio do acido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfdnico; H,0,. Ensaio do peréxido de hidrogénio; FRAP: Ensaio de determinacao do poder antioxidante da reducao do iao férrico; FP5: Fator de Protecao Solar.

*p<0,05;**p<0,01; ***p< 0,001, “***p<0,0001
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O teor em dlcool apresenta fraca correlagao com o TCF. Este resultado nao vai de
encontro a outros autores, uma vez que no estudo de S. Silva et al. (2022) o teor de &lcool
encontrava-se positivamente correlacionado com o TCF, bem como no estudo de Piazzon et
al. (2010) em que a cerveja sem dlcool apresentou menor teor de polifendis quando comparada
as demais. Adicionalmente, o teor em dlcool apresenta correlagdes negativas com a atividade
antioxidante. Porém, de acordo Tafulo et al. (2010) a atividade antioxidante correlaciona-se
positivamente com o teor em dlcool.

A cor da cerveja possui uma correlacao negligenciavel com o TCF, o que diverge com o
obtido por S. Silva et al. (2022), onde as varidveis se correlacionaram positivamente, sendo
significativas. Para além disso, a cor da cerveja apresenta uma forte correlacdao negativa com
o pH, contrariamente ao descrito por S. Silva et al. (2022), cuja relacao foi negligencidvel. Em
concordancia com S. Silva et al. (2022), cervejas mais escuras estao associadas a um maior
teor de acidez.

0 amargor correlaciona-se moderadamente com o TAR (correlagao positiva) e com o
TCF (correlagao negativa), em consonancia com S. Silva et al. (2022). A correlacdo negativa
entre o amargor e o TCF nao seria espectdvel dado que, em teoria, os polifendis contribuem
para 0 amargor (Luo et al,, 2020).

Porsuavez, opH e o TCF estabelecem uma correlagao positivamoderada e significativa.
No entanto, no estudo de S. Silva et al. (2022) tal é negligencidvel.

O teor de acidez apresenta forte correlacao positiva e significativa com o TAR, similar a
S. Silva et al. (2022) e com o FPS. Para além disso, apresenta correlacdo moderada com o
FRAP. O TAR apresenta forte correlacao positiva com o FPS (p<0,05).

O TCF estabelece uma correlacao moderada com o FPS e com o FRAP. Contudo, a sua
relacao com atividade antioxidante determinada pelo ensaio ABTS e H:0: é negligencidvel. A
correlacao com o FPS encontra-se de acordo com a literatura (Hashemi et al., 2019; Martinez-
Inda et al,, 2023). A fraca associacao com a atividade antioxidante é corroborado pelo estudo
de S. Silva et al. (2022). Todavia, nos estudos de Nardini & Garaguso (2020), Horn et al. (2021)
e Nedyalkov et al. (2023) a atividade antioxidante estd associada ao TCF.

O facto da cerveja constituir uma matriz de composicao ampla, pode ser justificacao
para a falta de correlagao entre o TCF e a atividade antioxidante (Madrau et al.,, 2010). Zhao et
al. (2012) constataram que o potencial antioxidante da cerveja advém essencialmente da

composicao fendlica, no entanto a composicao da cerveja em melanoidinas (1,64 + 0,01 -
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14,83 + 0,09 g/L) e sulfitos (1,15 + 0,02 — 37,32 + 0,35 mg/L) podem apresentar as suas
contribuicdes, apesar das correlagoes fracas e negligencidveis, respetivamente, obtidas pelo
autor. No estudo de Rivero et al. (2005) a composicao de melanoidinas nao se encontrava
correlacionada com a atividade antioxidante, mas correlacionava-se com a protecao do DNA
contra o dano oxidativo induzido pelo radical hidroxilo. No estudo de Madrau et al. (2010) os
autores verificaram que durante o processo de secagem de ameixas o teor de polifendis
diminuiu. Porém, tal nao se refletia na diminuicao da capacidade antioxidante, podendo esta
estar associada aos produtos da reacao de Maillard, como as melanoidinas. Adicionalmente,
no estudo de Nardini & Garaguso (2018) os sulfitos apresentaram contribuicdes positivas a
capacidade antioxidante (FRAP e ABTS) de vinhos, pelo que a sua presenca na cerveja,
decorrente do processo fermentativo, pode apresentar a mesma acao. O teor de sulfitos
diminuiu quando a cerveja foi sujeita a condi¢oes de envelhecimento natural e forcado, pelo
gue estes compostos podem ter sido utilizados para prolongar a vida da cerveja (Ferreira et
al., 2023). Outros compostos como carotenoides, dcido ascdrbico, iso-a- acidos e interacoes
sinérgicas podem contribuir para a atividade antioxidante da cerveja (Zhao et al., 2012).

A capacidade antioxidante pelo ensaio ABTS correlaciona-se fortemente com a
atividade antioxidante determinada pelo ensaio do H.0. Ambos os ensaios estabelecem uma
correlacao moderada no sentido negativo com o ensaio FRAP, o que atende ao esperado

dadas as diferencas do mecanismo de acao.
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4.6. Atividade metabélica de células HaCaT inoculadas com extratos de cerveja

A determinacao da viabilidade celular visa quantificar o nimero de células viaveis, apds
a sua incubagao com um composto ou a sua exposicao a determinada condicao, permitindo
determinar a concentracao ideal para o objetivo do ensaio (Riss et al., 2016). Deste modo, como
se pretendia averiguar o efeito dos extratos de cerveja na pele, recorreu-se as células HaCaT
(queratindcitos humanos), modelo amplamente utilizado em estudos in vitro.

0 ensaio MTT é um dos ensaios passivel de ser utilizado para a determinacao de células
vidveis, baseando-se na capacidade de células metabolicamente ativas reduzirem o reagente
(MTT), originando os cristais de formazano de coloracao roxa (insoltiveis em agua) (Ghasemi
et al., 2021; Riss et al., 2016). Assim sendo, a quantidade de cristais e, consequentemente, a
intensidade da coloracao roxa estabelece proporcionalidade com o numero de células
metabolicamente ativas (Riss et al., 2016).

A semelhanca dos ensaios anteriores, os extratos de cerveja foram solubilizados em
agua, apesar de no produto final a cerveja apresentar etanol na sua composicao, (de
guantidade variavel, entre 4,10 — 8,0% (V/V). Tal facto deve-se a possibilidade de este
influenciar a viabilidade celular, ndo sendo possivel perceber se as alteracoes adviriam do
extrato ou do solvente. Além disso, no estudo de Millucci et al. (2019) a inoculacao de células
de osteossarcoma primario (Saos-2) com etanol a 4,5% (V/V) resultou num aumento da
viabilidade celular nas primeiras 24H de incubacao, denotando-se a sua diminuicaonas 48H e
72H sequintes, atingindo total citotoxicidade apds 96H. No estudo de llieva et al., (2021) o
etanol é considerado um dos solventes mais seguros para células HaCaT até a concentracao
testada (2% (V/V). Ja no estudo de Guillén-Mancina et al., (2018) o etanol resultou em morte
celular a partir da concentracao de 40% (V/V) numa exposicao de curta duracao (2/3
segundos), verificando-se morte celular a partir da concentracao 15% (V/V), numa exposicao
de curta duracao (2/3 segundos) repetida (durante 5 min).

No anexo 1 encontram-se os resultados da atividade metabdlica das células HaCaT
incubadas com os extratos de cerveja durante 24H e 48H, sendo os resultados expressos em
comparacao ao controlo (meio de cultura). A incubacdo em dois tempos distintos reside na
possibilidade de comparacao dos efeitos dos extratos em estudo com diferentes tempos de
contacto (24H e 48H), permitindo identificar as concentracdes seguras, promotoras da
viabilidade celular. Neste sentido, constituem extratos e concentracdes de interesse os que

promoverem a diferenciagao celular ao longo do tempo (viabilidade celular superior 100%), ou
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os capazes de manter a viabilidade celular (80-100%), protegendo as células dos préprios
metabolitos celulares produzidos durante o tempo de incubacao (ISO 10993-5:2009
Biological Evaluation of Medical Devices, 2009). Deste modo, se a viahilidade celular for
superior a 80% indica que o extrato nao é téxico, uma viabilidade entre 60-80% € indicativo
que o extrato apresenta citotoxicidade fraca, entre 40 - 60% apresenta citotoxicidade
moderada, evidenciando-se forte quando a viabilidade celular é inferior a 40% (ISO 10993-
5:2009 Biological Evaluation of Medical Devices, 2009).

De forma genérica, os extratos de cerveja em estudo na maioria das concentragoes
testadas nao apresentaram citotoxicidade celular (viabilidade celular superior 80%), ou esta
era fraca (viabilidade celular 60 - 80%) (ISO 10993-5:2009 Biological Evaluation of Medical
Devices, 2009) (Figura 13 e Anexo 1- Figura 17,18, 19 e 20). Para além disso, nao se verificou
umarelacao nemumalinearidade entre a concentracao e a viabilidade celular, o que pode advir
da variabilidade dos extratos, incluindo da disponibilidade de compostos bioativos entre

concentracoes, despoletando, inevitavelmente, respostas celulares dispares.

ALM-IPA

140 -
I 24H

1204 = 48H
[ SN DYRVEIITRIEIN TIVN TOTN  RUR PR

% Viabilidade Celular

Controlo 1 5 10 25 50 100 250 500

Concentracao (ug/mlL)

Figura 13 - Viabilidade celular determinada pelo ensaio MTT apds 24H e 48H de incubacao de células HaCaT com a
cerveja ALM-IPA. Os resultados sao expressos em comparacao com o controlo negativo (meio de cultura). *p<0,05;
**p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001

O tempo de incubacao de 48H resultou, na maioria dos casos, numa menor viabilidade
celular comparativamente a 24H, o que pode dever-se a possivel acumulacao de produtos
téxicos do metabolismo celular, bem como a limitacao dos nutrientes disponiveis ao longo do
tempo (Abate et al., 2021).

A concentracao de 500 pg/mL destacou-se por apresentar citotoxicidade moderada

nas cervejas EL-MS, EME-IS, ALM-0S, DC-IPA, EL-P e S-MD durante a incubacao de 48H.
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Ressalva-se que na cerveja B-MD a mesma concentracao no mesmo tempo de incubacao
apresentou forte citotoxicidade (viabilidade celular inferior a 30%). Durante a incubacao de
24H, a concentracao 500 pg/mL manifestou citotoxicidade moderada na cerveja ALM-IPA.
Por outro lado, as cervejas S-P (p < 0,01) e M-P (p < 0,0001) apresentaram viabilidade celular
superior ao controlo na concentracao de 500 pg/mL, evidenciando-se um aumento da
viabilidade celular face a concentracao anterior, bem como ao periodo de incubacao de 24H.

Além da concentracao particularizada, a citotoxicidade moderada foi observada na
cerveja ALM-0S na concentracao 100 pg/mL apds 48H de incubacao e na cerveja B-MD na
concentragao 250 pg/mL, no mesmo tempo de incubacdo. Assim sendo, as concentragoes
identificadas com citotoxicidade moderada e forte nao apresentam interesse tendo por base
os objetivos do presente trabalho.

A inoculacao de células HaCaT com as cervejas do estilo Stout, durante 24H (Anexo 1 -
Figura 17), promoveu o aumento da viabilidade celular, em relacdo ao controlo, até a
concentracao 10 pg/mL, a partir da qual se denotou a sua diminuicao, dependente da
concentracao. A cerveja ALM-0S (Figura 17c) destacou-se pelo aumento estatisticamente
significativo da viabilidade celular, atingindo os 134,51 + 3,37% de viabilidade celular na
concentracao 10 pg/mL (p < 0,0001). Todavia, na incubacao de 48H a cerveja ALM-0S
promoveu uma reducao significativa da viabilidade celular (p < 0,0001 para as concentracoes
1,5, 10, 100, 250 e 500 pg/mL; p < 0,01 para a concentracao 25 pug/mL e p < 0,001 na
concentragao 50 pug/mL), ndo linear, comparativamente ao controlo. Deste modo, a cerveja
ALM-0S revela-se citotéxica as 48H, apresentando um comportamento semelhante ao
etanol no estudo de Millucci et al. (2019), onde apds 24H de incubacao a viabilidade celular
diminui e, por isso, foi considerada desfavordvel a formulagdes cosméticas. No caso das
cervejas EL-MS (Figura 17a) e EME-IS (Figura 17b), a viabilidade celular manteve-se préxima
dos 100% até a concentracdo 100 pg/mL, durante as 48H de incubacdo. Ressalva-se o
aumento da viabilidade celular naincubacao de 48H em comparacao com a incubacao de 24H
nas concentracdes 25 pg/mL (maior viabilidade celular em 48H, p < 0,05) e 50 pg/mL na
cerveja EL-MS e nas concentragdes 5 ug/mL, 10 ug/mL (maior viabilidade celular em 48H, p
<0,01), 50 ug/mL e 100 pg/mL na cerveja EME-IS.

No estilo IPA (Anexo 1- Figura 18) nao se verificou linearidade entre a concentracao de
extrato e a viabilidade celular. Na cerveja EL-IPA (Figura 18a) a viabilidade celular ndo

apresentou diferencas significativas em relacdo ao controlo até a concentracdao 250 ug/mL
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na incubacao de 24H e até a concentracao 50 ug/mL na incubacao de 48H. A partir destas
concentragdes denotou-se a sua diminuicao significativa. Na cerveja ALM-IPA (Figura 13) as
concentragdes 1 ug/mL (p < 0,05), 25 ug/mL (p < 0,05) e 50 pg/mL (p < 0,0001) resultaram
num aumento significativo da viabilidade celular na incubacao de 24H, comparativamente ao
controlo. Na incubacao de 48H, a viabilidade celular manteve-se préxima do controlo nas
concentracdes 5 ug/mL, 10 ug/mL e 250 pg/mL constatando-se a sua diminuicdo nas
demais concentragdes. A concentracdao 25 ug/mL revela-se promissora por aumentar
significativamente a viabilidade celular nas primeiras 24H, apds as quais esta diminui para
valores nao diferentes do controlo. Na cerveja DC-IPA (Figura 18b) nao foram observadas
alteracdes significativas da viabilidade celular até a concentracao 100 pg/mL naincubacao de
24H. Na incubacao de 48H, as concentracdes 1 ug/mL, 10 ug/mL, 25 pg/mL, 50 ug/mL
mantiveram a viabilidade celular préxima ao controlo, evidenciando-se um aumento
significativo na concentracao 100 ug/mL, constituindo a concentracdo promissora para a
cerveja DC-IPA, uma vez que um contacto com o tempo de contacto prolongado (48H) resulta
num aumento da viabilidade celular.

No estilo Pilsner (Anexo 1- Figura 19), também nao se verifica uma variacao linear entre
a viabilidade celular e concentracao do extrato. Na cerveja EL-P (Figura 19a), a viabilidade
celular nas concentracoes 1 ug/mL, 5 ug/mL, 10 ug/mL e 25 pug/mL nas primeiras 24H de
incubacao, aumentou significativamente (p<0,0001) em cerca de 50% em relagao ao controlo.
Aincubacao de 48H, apenas, reduz significativamente a viabilidade celular nas concentracoes
10 ug/mL (p<0,05), 250 pg/mL (p<0,01) e 500 ug/mL (p < 0,0001). Na cerveja M-P (Figura
19h), a viabilidade celular mantém-se préxima do controlo na maioria das concentragdes,
denotando-se uma reducao significativa na concentracao 250 pg/mL (p<0,0001,24H) e 500
ug/mL (p < 0,0001, 24H). Na concentracao 500 ug/mL a viabilidade celular aumenta em 4
vezes comparativamente ao controlo, na incubacao de 48H. Na cerveja S-P (Figura 19¢), nas
concentracoes 5 ug/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pug/mL, 100 pg/mL e 500 pg/mL a
incubacao de 48H revela-se mais promissora que a incubacao de 24H, incluindo nas
concentragoes mais altas. Além disso, em nenhuma concentragao se verificou uma diminuigao
significativa da viabilidade celular, sendo a Unica cerveja, apesar de industrial que apresentou
viabilidade celular superior a 80% em todas as concentracoes para ambos os tempos de

incubacao.
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No estilo Munich Dunkel (Anexo 1 - Figura 20), denotou-se variacao da viahilidade
celular na maioria das concentracdes. Na cerveja S-MD (Figura 20a), observou-se um
aumento significativo da viabilidade celular (p < 0,0001) nas concentracdes 1 ug/mL (24H), 5
ug/mL (24H), 25 pg/mL (48H), 50 pg/mL (48H), 100 ug/mL (24H e 48H) e 250 ug/mL
(24H). O aumento da viabilidade celular apés 48H, comparativamente a 24H, nas
concentracdes 25 pg/mL e 50 pug/mL, revela-se promissor evidenciando uma promocao da
diferenciacao celular aoinvés da sua diminui¢ao, como se verificou nas demais concentracaes.
Na cerveja B-MD (Figura 20b) a viabilidade celular aumentou significativamente nas
concentragdes 1 ug/mL (p < 0,01), 5 ug/mL (p < 0,0001) e 100 ug/mL (p < 0,01), em
comparacao com o controlo, na incubacao de 24H. Todavia, nas mesmas concentracoes
verificou-se uma diminuicao significativa da viabilidade celular (p < 0,0001 na concentragao 1
ug/mL, p<0,05 naconcentracao 5 pg/mL e p<0,0001na concentracao de 100 ug/mL), apés
48H. Ja na concentracao 25 pg/mL a viabilidade aumenta significativamente apds 48H (p <
0,001), pelo que esta concentracdo, neste tempo de contacto, ndo apresenta potencial
citotoxico, revelando-se vantajosa.

Da analise de resultados, de forma abrangente, os extratos das cervejas em estudo
permitem, nao s6, a manutencao da viabilidade celular, como promovem o seu aumento.
Assim, podem contribuir para a reepitelizacao de tecidos danificados, contribuindo para a
restauracao da barreira cutanea, pela sua capacidade em mediar a resposta inflamatdria e em
proliferar (Piipponen et al., 2020).

Até onde se conhece nenhum estudo investigou o efeito de extratos de cerveja em
células HaCaT. Todavia, no estudo de Merinas-Amo et al. (2016), extratos de cerveja lager
industrial quando inoculados com fibroblastos de rato (NIH3T3) apresentaram-se citotdxicos
na concentragao 25 mg/mL (ICso) e, quando inoculados com células derivadas da leucemia
humana (HL-60) na concentracao 125 mg/mL, concentracdes superiores as testadas. Os
mesmo extratos foram testados em modelos in vivo (Drosophila) nas concentragdes 3,125 —
50 mg/mL, verificando-se auséncia de toxicidade (100% de sobrevivéncia), aumento da
esperanca média de vida e protecao contra danos pré-oxidativos induzidos por H:0;, dose
dependente (Merinas-Amo et al., 2016).

Segundo os estudos de Tedesco et al. (2005) e Spagnuolo et al. (2014) o teor de
polifendis correlaciona-se negativamente com a viabilidade de células malignas (células de

leucemia promielocitica humana - HL-60), desempenhando, a cerveja, uma acao apoptdética.
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Tal atividade pode provir da sua composicao em quercetina e resveratrol, caracterizados pela
atividade anti-proliferativa (Tedesco et al., 2005). A acao antiproliferativa de extratos de
cerveja sobre células cancerigenas é refutada pelo estudo de Alonso-Andrés et al. (2019),
onde os extratos de cerveja escura, cerveja sem alcool e cerveja lager nao induziram
alteracdes significativas da viabilidade celular de células de astroglioma (células C6 de rato) e
de neuroblastoma humano (células SH-SY5Y), durante 24H de incubacao.

Assim sendo, mais estudos sao necessarios a fim de se perceber se os extratos de
cerveja desempenham acao citotéxica contra células cancerigenas, particularmente
cutaneas. Tal, aumentaria o interesse sobre estes extratos dado que combinariam a acao

antioxidante, fotoprotetora e proliferativa a atividade anticancerigena sobre células tumorais.
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5. Incorporacao de extratos de Prunus avium Lapins na cerveja artesanal

A Portaria n.2 91/2022 de 9 de fevereiro estabelece as caracteristicas, regras de
producao e de comercializacao de cerveja, adequando a legislacao nacional as normas
europeias. Desta forma, na elaboracao da cerveja podem ser adicionados outros ingredientes
destinados ao consumo humano, os quais devem obedecer a respetiva legislacao especifica
ou, quando apropriado, autorizados em conformidade com a legislacao relativa a novos
alimentos, desde que esta adicao nao exceda 30% em volume do produto final (Portaria n.°
91/2022 de 9 de fevereiro, 2022).

Neste sentido, procedeu-se a incorporacao de extratos de CA e CE na cerveja ALM-IPA,
cerveja artesanal que se revelou promissora tendo em conta os resultados do TCF (8,96 + 0,64
mg de GAE/g), ensaios antioxidantes (valor de ICso = 55,21 + 4,68 pg/mL no ensaio ABTS,
valor de ICso = 23,54 + 1,53 pg/mL no ensaio Hz0; e valor de FRAP = 53,74 + 1,27 umol de
equivalentes de trolox /g), FPS (48,85 + 0,39), capacidade de absorcdo e ensaios de
viabilidade celular (auséncia de citotoxicidade até a concentracao 250 ug/mL apds 24H e 48H

de incubacao).

5.1. Analise fisico da cerveja ALM-IPA apds incorporacao de extratos de cereja

Apds a incorporacao dos extratos CA e CE de cereja da variedade Lapins na cerveja
ALM-IPA determinou-se o pH, teor de acidez e TAR, a fim de se perceber o impacto da
incorporacao destes extratos nos parametros quimicos da cerveja.

Pela andlise da figura 14, denota-se que a adicao de CA, aparentemente, nao
proporcionou alteracdes de cor, jd a adi¢ao do extrato etandlico parece diminuir a coloragao da
cerveja. O aumento do teor de antocianinas (flavonoide responsdvel pela pigmentacao da
cereja) nacerveja pelaincorporacao do extrato etandlico, pode constituir umajustificacao para

a alteracao da cor da cerveja para avermelhado (Horincar et al., 2020).
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Figura14 - Influéncia da adicao de extratos de cereja Lapins na cerveja ALM-IPA na cor. A: ALM-IPA. B: ALMP-IPA+
CA.C:ALM-IPA + CE.

Pela andlise da tabela 11, verificam-se alteracoes significativas entre os valores de pH

determinados (p<0,05).

Tabela 11 - Analise quimica da cerveja ALM-IPA apds incorporacao de extratos de cereja.

Teor de acucares
% de dlcool EBC IBU Teor de
Estilo Cddigo pH redutores
(V/V) {cor)  (amargor) Acidez (%)
(mg de glicose/ L)
India Pale Ale ALM-IPA 6,50 23 55 469+0,032 018+0,002 2108833+143,802
ALM-IPA apés
ALM-IPA +
adicdo de extrato A SD SD SD 438+0,00° 020+£0,02 7313,33+289,76"
aquoso de cergja
ALM-IPA apds
ALM-IPA +
adicao de extrato - SD SD SD 443+0,00°¢ 0,24+0,01° 4046,67 +97,09°¢

etandlico de cereja

SD: Sem Dados. EBC: European Brewery Convention. IBU: International Bitterness Units. %: Percentagem. TAR: Teor de

Aclcares Redutores
As diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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Denota-se que a incorporacao de extratos de cereja resulta numa diminuicao
significativa do pH de 4,69 para 4,38 na ALM-IPA + CA e 4,43 ALM-IPA + CE. A cerveja apds
adicao do extrato aquoso apresentou o menor valor de pH. A adicao dos extratos de cereja
aproxima o pH daquilo que é o considerado ideal pela indistria cervejeira (3,90-4,60),
mantendo-se no intervalo ideal para cervejas do tipo Ale (3-6) (Anderson et al., 2019; EBlinger,
2009; Pai et al., 2015).

Apesar do pH da cereja em estudo nao ter sido determinado laboratorialmente é
expectavel que estas apresentem caracteristicas acidas, dado que o pH de cerejas Lapins foi
igual a3,92 e a 3,63 + 0,006 nos estudos de Pilli et al. (2019) e A. C. Goncalves et al. (2020),
respetivamente. Tais valores sao corroborados pelo estudo de Hayaloglu & Demir (2015) onde
o pHde 12 outras espécies de cereja variou entre 3,60-3,80. Assim sendo, a reducao do pH da
cerveja ALM-IPA pode advir das caracteristicas acidas da cereja.

0 teor de acidez aumentou apds a adicao do extrato CA e CE (p < 0,05). 0 aumento da
acidez apods a adicao de extratos de cereja pode advir do reduzido pH da cereja e da sua
composicao em acidos organicos, como: acido madlico, dcido citrico, dcido succinico, dcido
oxalico, acido tartdrico, acido fumdrico, dcido acético (Hayaloglu & Demir, 2015). No estudo de
Hayaloglu & Demir (2015) a acidez da cereja variou entre 0,71-1,01 g de equivalente de &cido
malico/100g de cereja fresca.

O TAR diminui significativamente na cerveja ALM-IPA apds a adicao de extratos de
cereja (p < 0,05), sendo ALM-IPA + CE a cerveja com menor TAR. Tal ndo seria o expectdvel,
uma vez que nos estudos de Hayaloglu & Demir (2015) e Cao et al. (2015) foi detetada a
presenca de glicose, frutose, sacarose e xilose na cereja, sendo expectavel o aumento destes
compostos na cerveja. Tendo em conta que os acucares redutores sao utilizados pelalevedura
para sintese de alcool e CO..

Ainfluéncia da adicao de compostos nos parametros quimicos da cervejanao é clara. No
estudo de Nardini & Garaguso (2020) cervejas de fruta (cerejas, framboesas, pésseqos,
damasco, uvas, ameixas, casca de laranja e macas) apresentaram menor pH e maior teor
alcodlico comparativamente as cervejas convencionais. No artigo de Ritter et al. (2016), a
adicao de frutos acidos (péssegos com pH = 3,75 e mirtilos com pH = 3,05) resultou numa
diminuicao do pH da cerveja de fruta em comparacao com o controlo (cerveja artesanal), jd a
adicao de banana, menos &cida, (pH = 5,13) resultou num aumento do pH face ao controlo. A

adicdo manga (Mangifera indica) induziu uma diminuicao do pH e um aumento do teor
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alcodlico, comparativamente ao controlo (cerveja Pilsner) (Gasinski et al., 2020). No estudo de
Shopska et al. (2023) e Nedyalkov et al. (2023), a adicao de sumo e bagaco de cereja (Prunus
avium) durante o processo fermentativo de cerveja (dia 1 e 7 da fermentacao) resultou num
aumento do teor alcodlico comparativamente ao controlo (cerveja Pilsner) (p < 0,05), ndo se
traduzindo em diferencas significativas entre os diferentes extratos e momentos de
incorporacao. Por outro lado, a adicao de extratos secos como casca de laranja, extratos
etandlicos de beringela e de folhas desidratadas de alcachofra nao provocaram alteragdes no
pH nem no teor alcodlico (Horincar et al,, 2020; Ritter et al., 2016; Santa et al., 2020). Posto
isto, a adicao de frutas in natura parece ter impacto nas caracteristicas quimicas da cerveja, ja
a adicao de extratos secos nao. No entanto, no presente trabalho procedeu-se a adicao de
extrato liofilizado de cereja e constataram-se alteracdes de pH.

A adicao de extratos a cerveja pode provocar alteracoes no teor de alcoois superiores,
ésteres (notas frutais e florais), aldeidos (confere aroma verde e sabor rancoso a cerveja) e
diacetonas vicinais (em valores exacerbados confere sabor desagraddvel) cujas
determinacdes sao essenciais dada a sua influéncia no sabor, aroma e estabilidade da cerveja
(EBlinger, 2009; Shopska et al., 2023).

Os parametros fisico-quimicos das cerejas estao dependentes do clima, solo, nivel de
maturacao, altura de colheita, condicbes de armazenamento e transporte (Hayaloglu & Demir,
2015; Kent et al., 2018). Deste modo, frutas pertencentes a mesma variedade, mesmo que
possam ter sido colhidas namesmaregiao, estao sujeitas a diferencas intrinsecas, que podem

condicionar a sua composicao fitoquimica e nutricional (Cunha et al.,, 2023).
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5.2. TCF dacerveja ALM-IPA apés incorporacao dos extratos de cereja

A incorporacao de extratos de cereja na cerveja ALM-IPA resultou em alteracoes
significativas no TCF (p < 0,05) (Tabela 12). Apesar do extrato CA apresentar menor TCF (3,59
mg de GAE/g) comparativamente ao extrato CE (5,25 mg de GAE/qg), a incorporacao de
extrato CA resultou num aumento significativo do TCF da cerveja ALM-IPA (TCF aumentou de
8,96 + 0,64 mg de GAE/g para 15,10 + 0,16 mg de GAE/qg) (p < 0,05). Por outro lado, a
incorporacao do extrato CE resultou numa diminuicao significativa do TCF (TCF diminui de
8,96 + 0,64 mg de GAE/g para 2,48 + 0,24 mg de GAE/qg) (p < 0,05), contrariamente ao

esperado, dado o extrato de CE apresentar maior TCF.

Tabela 12 - Teor de compostos fendlicos totais (TCF) da cerveja ALM-IPA apds incorporacao de extratos de
cereja Lapins (aquoso e etandlico).

Estilo Codigo TCF (mg de equivalentes de GAE/qg)
India Pale Ale ALM-IPA 8,96 +0,64°
Extrato aquoso de cereja CA 3,59+0,08°
Extrato etandlico de cereja CE 525+0.27°¢
ALM-IPA apds adicdo de extrato aquoso de cereja ALM-IPA + CA 1510+0,16¢
ALM-IPA apds adicao de extrato etandlico de cereja ALM-IPA + CE 2,48+ 0,24¢

As diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).

O TCF de CE supera o relatado na literatura para cerejas Lapins, onde o extrato etandlico
de cereja apresentou TCFigual a 2,1+ 0,3 mg de GAE/g de extrato seco e 1,73 + 0,90 mg de
GAE/qg extrato fresco nos artigos de Clodoveo et al. (2023) e Hu et al. (2021), respetivamente.
No estudo de Hayaloglu & Demir (2015), o TCF de extratos metandlicos de 12 outras
variedades de cereja variou 0,58 + 0,11 mg de GAE /g e 1,15 + 0,08 mg de GAE /g de cereja
fresca, ao contrario do obtido no estudo de Bastos et al. (2015), cujo TCF de extrato metandlico
de cereja foiigual a 5,58 + 0,009 mg/qg de extrato. Constou-se, entdo, que os extratos secos,
concentrados, apresentam maior TCF que os extratos frescos (Kent et al., 2018).

Apesar dos estudos encontrados apenas avaliarem o TCF de extratos alcodlicos de

cereja, é esperado que o extrato CA apresente menor TCF que CE, dado que a presenca de
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alcool encontra-se associada a maior capacidade extrativa de compostos fendlicos
(Nedyalkov et al., 2023).

No estudo de Nedyalkov et al. (2023), a incorporacao de sumo e bagaco de cereja no
processo fermentativo da cerveja proporcionou um aumentou do TCF, dcidos fendlicos e
flavonoides, sendo superior na adicao de bagaco de cereja no dia 7 da fermentacao.

No estudo de Nardini & Garaguso (2020) a adicao de cerejas a cerveja apresentou maior
teor de polifendis (747 + 8 mg de GAE/L e 767 + 13 mg de GAE/L) e flavonoides (196,4 +1,9
mg de equivalente de catequinas /L e 221,8 + 3,3 mg de equivalente de catequinas /L), quando
comparado a outras frutas como laranja, uva, framboesas, péssegos, damasco, uvas, ameixas,
casca de laranja, macas (polifendis variaram entre 399 + 11 mg de GAE/L e 639 + 4 mg de
GAE/L; flavonoides variaram entre 67,9 + 0,4 mg de equivalente de catequinas/L e 148,9 +
2,0 mg de equivalente de catequinas/L) e as cervejas convencionais (polifendis variaram
entre 321+ 9 mg de GAE/L e 486 +10 mg de GAE/L; flavonoides variaram entre 51,9 £1,1mg

de equivalente de catequinas/L e 73,2 + 0,6 mg de equivalente de catequinas/L).

99



5.3. Atividade antioxidante da cerveja ALM-IPA apés incorporacao de extratos de
cereja

No ensaio ABTS a cerveja ALM-IPA classifica-se como tendo atividade antioxidante
moderada (50 <1Cs0<100 ug/mL) (Kuete & Efferth, 2010). Apesar daincorporacao de extratos
de cereja se traduzir em diferencas e significativas (p < 0,05), a cerveja mantém a mesma
classificacao apds a incorporacao de CA. Ja na incorporacao do extrato CE, a atividade
antioxidante da cerveja diminui significativamente (ICso > 100 ug/mL) (p < 0,05) (Kuete &
Efferth, 2010). Tais resultados nao eram os expectaveis dado que o extrato CA apresentou
maior valor de 1Cso pelo que seria esperado que apos incorporacao na cerveja ALM-IPA
resultasse em maior valor de 1Cso.

Ambos os extratos de cereja apresentam baixa atividade antioxidante sequndo, Kuete
& Efferth (2010), sendo CE o que apresenta menor valor de |Cso, concordante com o maior TCF.

No estudo de Hu et al. (2021), o extrato etandlico (70% V/V) de cereja Lapins apresentou
capacidade antioxidante pelo ensaio ABTS igual a 0,37 + 0,01 mg de equivalente de acido
ascorbico/g de extrato fresco. No estudo de Clodoveo et al. (2023) para extrato da polpa de
cerejas Lapins foi igual a 2,6 + 0,4 mg de trolox/g de extrato seco. No estudo de Y. Liu et al.
(2011) foiigual a 294,77 +13,58 mM trolox /100g de extrato fresco (metandlico). No estudo de
Hayaloglu & Demir (2015) variou entre 4,49 + 0,04 mg de trolox/g de extrato fresco e 6,15
+0,04 mg de trolox/g de extrato fresco, para 12 variedades, ndo incluindo a Lapins.

No ensaio H-0:a cerveja ALM-IPA apresentou uma atividade antioxidante significativa,
porém vé aumentado o valor de ICso aquando da incorporacao de extratos de cereja (Kuete &
Efferth, 2010). Naincorporacgao de CE as cervejas mantém a capacidade antioxidante elevada,
apesar do aumento do valor de ICs. Todavia, a incorporacao de CA revela-se menos
promissora, pelo que a cerveja ALM-IPA + CA passa a apresentar atividade antioxidante
moderada (Kuete & Efferth, 2010). Nesta situacao, tendo o extrato CE o menor valor de ICs, 0s
resultados apds incorporacao encontram-se de acordo com o esperado, sendo concordantes
como TCF.

0 extrato CA apresenta baixa atividade antioxidante (ICso> 100ug/mL) e o extrato CE
apresenta atividade moderada (50 <1Cso<100ug/mL) (Kuete & Efferth, 2010).

Relativamente ao ensaio da ferrozina, nao foi possivel determinar o ICso na cerveja com
extrato de cereja incorporado. Neste sentido, para a capacidade de quelacao de ides Fe®*, 0s

extratos ALM-IPA + CA e ALM-IPA + CE apresentam atividade antioxidante baixa (Kuete &
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Efferth, 2010). Similarmente, os extratos CA e CE apresentam ICso superior a 1 mg/mL,
exibindo baixa atividade antioxidante, tendo por base o ensaio da ferrozina (Kuete & Efferth,
2010).

No ensaio FRAP, a cerveja ALM-IPA vé diminuido o seu poder redutor com a adi¢ao de
extratos de cereja, constatando-se o menor valor com a adicao de CE, o que nao era previsivel
dado que o extrato CA é que apresenta menor poder redutor do ferro. Os valores de FRAP para
os extratos de cereja encontram-se em conformidade com o TCF dos mesmos.

No estudo de Hu et al. (2021) o poder redutor de cerejas Lapins (etanol 70% V/V) foi
igual a 0,95 + 0,07 mg de equivalente de &cido ascdrbico/g. No estudo de Cao et al. (2015) o
poder redutor do ferro foi igual a 249,32 + 8,01 e 182,03 + 7,90 mg de equivalentes de
trolox/100g de extrato fresco de cerejas (metandlico) para Santina e Black Pearl,
respetivamente. No estudo de Hayaloglu & Demir (2015) variou entre 0,44 + 0,08 mg de trolox
/g e 161+ 0,12 mg de trolox /g de cereja fresca em 12 variedades de cereja. No estudo de
Bastos et al. (2015) a concentracao de extrato de cereja (80% V/V de metanol e 20% V/V de
agua) capaz de reduzir 50% de Fe* foi 0,57 mg/mL.

E de ressalvar a escassez de estudos que analisem a atividade antioxidante de extratos
aquosos e etandlicos de cereja, 0 que impossihilitou a comparagao com os resultados obtidos.

Por fim, a adicao de extratos de cereja na cerveja ALM-IPA ndo se revelou promissora,

pois denota-se a diminuicao do TCF e da atividade antioxidante (Tabela 13).
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Tabela 13 - Atividade antioxidante da cerveja ALM-IPA apds incorporacao de extratos de cereja Lapins, segundo
os ensaios de ABTS, H.0;, ferrozina e FRAP.

ABTS H202 FRAP
Estilo Cdédigo Ferrozina
(ICsoug/mL)  {ICso ug/mL) (umol de equivalentes de trolox/g)
India Pale Ale ALM-IPA  5521+468% 2354+153° Sem ICso 53,74 +1272
Extrato aquoso de
CA 196,98+538°% 14242+361° SemlCso 23,38+130°"
cereja
Extrato etandlico de
CE 11654+£360¢ 7266+£192°¢ Sem ICso 3325+054°¢
cereja
ALM-IPA apés adigdo
de extrato aquoso de ALM-IPA+CA 8616+533¢ 6508+169¢ Sem ICso 2758+0,421
cereja
ALM-IPA apds adicao
de extrato etandlico ALM-IPA+CE 178,13+5,84¢ 4327+2]14¢ Sem ICso 2036+0,70¢

de cereja

ABTS: Ensaio do dcido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico; H202: Ensaio do perdxido de hidrogénio; FRAP:
Ensaio de determinacao do poder antioxidante da reducao do ido férrico.
As diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Tal ndo seria o esperado, pois no estudo de Nedyalkov et al. (2023) verificou-se um
aumento da capacidade antioxidante da cerveja, nos ensaios ABTS e FRAP, apds incorporacao
de sumo e bagaco de cereja durante o processo fermentativo, comparativamente a cerveja
controlo (cerveja Pilsner). No estudo de Nardini & Garaguso (2020), a adicao de cerejas a
cerveja durante o seu processo de fabrico, apresentou maior atividade antioxidante para os
ensaios FRAP (8,55 + 0,04 mM de equivalentes de sulfato ferro e 9,76 + 0,11 mM de
equivalentes de sulfato ferro) e ABTS (3,41+ 0,10 mM de equivalentes em trolox e 3,53 + 0,06
mM de equivalentes em trolox), quando comparado a outras frutas como laranja, uva,
framboesas, péssegos, damasco, uvas, ameixas, casca de laranja, macas (valores do ensaio
FRAP variaram entre 3,08 + 0,07 mM de equivalente de sulfato ferroso e 6,85 + 0,18 mM de
equivalente de sulfato ferroso; valores do ensaio ABTS variaram entre 1,62 + 0,02 mM de
equivalentes de trolox e 2,81+ 0,01 mM de equivalentes de trolox) e as cervejas convencionais
(valores do ensaio FRAP variaram entre 2,80 + 0,04 mM de equivalente de sulfato ferroso e
4 39 + 0,18 mM de equivalente de sulfato ferroso; valores do ensaio ABTS variaram entre 1,29

+ 0,02 mM de equivalentes de trolox e 2,03 + 0,04 mM de equivalentes de trolox).
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5.4. Atividade fotoprotetora da cerveja ALM-IPA apés incorporacao de extratos de
cereja
5.41. FPS
Apds incorporacao dos extratos de cereja, o FPS da cerveja ALM-IPA reduziu

significativamente (Tabela 14).

Tabela 14 - Fator de protecao solar da cerveja ALM-IPA apds incorporacao de extratos de cereja Lapins (aquoso

e etandlico).
Estilo Cddigo FPS
Controlo Positivo cp 13421+ 045
India Pale Ale ALM-IPA 48,85+0,39*2
Extrato aquoso de cereja CA 1057+0,08*°
Extrato etandlico de cereja CE 1714+ 0,49*%¢
ALM-IPA apés adicdo de extrato aquoso de cereja ALM-IPA +CA 2056+0,08*¢
ALM-IPA apés adicao de extrato etandlico de cereja ALM-IPA + CE 20,98+054*¢

" Diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) comparativamente ao controlo positivo.
As diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Apesar das diferencas significativas entre os extratos CA e CE (p<0,05), ALM-IPA + CA
e ALM-IPA + CE nao apresentam diferencas significativas entre si. Ainda que menor, o FPS de
ALM-IPA apds incorporacao dos extratos de cereja é superior a 6, pelo que, sequndo a
Regulamentacgao Europeia n.2 647/2006 de 22 de setembro, os extratos conferem protecao
contra as radiagoes UV.

Os extratos de CA e CE exibem FPS superior a 6, pelo que sao capazes de proteger
contra as radiacoes UV (Recomendacao da comissao de 22 de setembro de 2006 relativa a
eficdcia e as propriedades reinvidicadas dos protetores solares, 2006), sendo CE o que se
mostra mais promissor, sendo este resultado concordante com o de TCF.

Dada a associacao de filtros UVA e UVB seria esperado que mesmo apos adicao dos

extratos a cerveja ALM-IPA que o FPS fosse inferior ao controlo positivo, o que veio a verificar.
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5.4.2. Capacidade de absorcao no ultravioleta
A adicao de extratos de cereja a cerveja ALM-IPA reduziu significativamente a

capacidade de absorc¢ao da cerveja em todos os comprimentos de onda (p < 0,05) (Tabela 15).

Tabela 15 - Capacidade de absorcao no ultravioleta da cerveja ALM-IPA apds incorporacao de extratos de cereja

Lapins.

- ALM-IPA apds ALM-IPA apds
. Extrato aquoso | Extrato etandlico o~ o~
India Pale Ale . . adicao de extrato | adicao de extrato
de cereja de cereja . - .
& (nm) cp aquoso de cereja |etandlico de cereja
ALM-IPA CA CE ALM-IPA+CA | ALM-IPA+CE
200 SD
250 | 50,00+026 | 13190+098" | 2200:010" | 4013:136° | 6033:021° | 6273+155"
300 | 17577+137 | 7373:064* [ 1577:012" | 2517+0,71° | 3057:025" | 3137:081"°
350 | 14050:115 | 2687:006 | 760017 | 13432038 | M27:025"° 1193:042"
400 | 230017 9330257 | 307+021" | 627+032"° 373+025" 447+021"
450 | 023006 543£032° | 230:017" | 443:021° | 220:020"" | 273:023""

SD: Sem Dados.
" Diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) comparativamente ao controlo positivo.
As diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas, para cada comprimento de onda (p < 0,05).

A capacidade de absorcao de ALM-IPA + CA e ALM-IPA + CE é similar, diferindo
significativamente no comprimento de onda 400 nm (p < 0,05). As combinacoes ALM-IPA +
CA e ALM-IPA + CE apresentam capacidade de absorcao superior ao CP nos comprimentos de
onda 250, 400 e 450 nm, concordante com o esperado, dado que os comprimentos de ondas
mencionados se encontram fora da gama de protecao do protetor solar (290 — 400 nm).

Os extratos de cereja apenas superam o CP nos comprimentos de onda 400 e 450 nm,
fora da gama de protecao do protetor solar utilizado. O extrato CE revela-se mais promissor,
comparativamente ao extrato CA, indo de encontra ao TCF.

Até onde se sabe, nenhum estudo avaliou a capacidade fotoprotetora de extratos de
cereja, impedindo a comparacao. Nao obstante, Opris et al. (2021) estudaram a capacidade
fotoprotetora de abrunho (Prunus spinosa), pertencente a familia de Prunus avium,
verificando que o extrato concentrado de abrunho possui FPSigual a 8,84 + 0,044, sendo este

influenciado pelo tipo de extrato (tempo, temperatura e solvente). Os extratos CA e CE exibem
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FPS superiores. Para além disso, aquando da incorporacao de abrunho numa formulagao
cutanea com acao fotoprotetora, esta apresentou estabilidade quando sujeita a estudos de

estabilidade, preservando a atividade fotoprotetora (Opris et al., 2021).
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5.5. Atividade metahdlica de células HaCaT apds incorporacao de extratos de Prunus
aviumLapins
Na figura 15 encontram-se os resultados relativos a atividade metabdlica das células
HaCaT quando inoculadas com a cerveja ALM-IPA e apds a sua combinagcao com extratos de

cereja, durante 24H e 48H de incubacao.

Atividade metabélica de células HaCaT apds 24H de incubagdo

a)
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Figura 15 — Comparacao da viabilidade celular de células HaCaT apds incubacao com a cerveja ALM-IPA e apds
incorporacao de extrato aquoso de Prunus aviumLapins (ALM-IPA + CA) e extrato etandlico de Prunus aviumLapins
(ALM-IPA + CE), apés a) 24H e b) 48H de incubacao. Os resultados sao expressos em comparacao com o controlo
negativo (meio de cultura). *p<0,05;*p<0,01;***p<0,001; ****p<0,0001. As diferencas entre a cerveja ALM-IPA e
ALM-IPA + CA e ALM-IPA + CE sao representadas por # (#p < 0,05; ##p < 0,01; ###p<0,001; ####p<0,0001).
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De forma genérica, a viabilidade celular é superior 80%, o que revela que os extratos nao
apresentam citotoxicidade, a excecao da concentracdo 500 pg/mL, que se mostrou
modernamente téxica para os trés extratos, durante 24H e 48H de incubacao.
Adicionalmente, no periodo de incubacdo de 48H, na concentracao 100 pug/mL na cerveja
ALM-IPA a viabilidade celular rondou os 78% e na concentragao 250 ug/mL rondou os 67%
para ALM-IPA + CA e 61% para ALM-IPA + CE, o que € indicativo de citotoxicidade fraca (ISO
10993-5:2009 Biological Evaluation of Medical Devices, 2009). Neste sentido, os extratos
apresentaram auséncia de citotoxicidade até a concentracdo 250 pg/mL na incubacdo de
24H e, até a concentracao 50 ug/mL naincubacao de 48H.

No periodo de incubacao igual a 24H (Figura 15a) a incorporacao de extratos de cereja
provocou, de forma genérica, uma diminuicao da viabilidade celular comparativamente a
cerveja ALM-IPA, a excecao das concentracdes 5 ug/mL e 10 pg/mL, onde ALM-IPA + CE
apresentou maior viabilidade celular comparativamente a ALM-IPA. Para além disso, nas
concentragdes 1ug/mL e 25 ug/mL, ALM-IPA + CE apresentou menor viabilidade celular que
a cerveja ALM-IPA. Todavia, as diferencas nao foram consideradas significativas. Neste
sentido, a incorporacao de extrato etandlico de cereja parece mais promissora
comparativamente a adicao do extrato aquoso, o qual exibiu uma diminui¢do significativa da
viabilidade celular comparativamente a ALM-IPA para todas as concentragoes a exce¢ao das
concentracdes 250 pug/mL e 500 pg/mL. Na concentracdao 250 ug/mL os extratos
apresentaram percentagens de viabilidade celular préximas do controlo negativo, e os
extratos ALM-IPA + CA e ALM-IPA + CE nao diferiram significativamente de ALM-IPA.

No periodo de incubacao igual a 48H (Figura 15h), nas concentracdes 5 ug/mL, 250
ug/mL e 500 ug/mL verificou-se uma diminuicao significativa da viabilidade celular apds
incorporacao dos extratos de cereja na cerveja ALM-IPA, comparativamente a prépria. Na
concentracao 100 pug/mL denotou-se um aumento da viabilidade celular dos extratos ALM-
IPA + CA e ALM-IPA + CE em relagao a cerveja isolada ALM-IPA, que apresentava uma
viabilidade celular significativamente inferior ao controlo negativo (meio) (p < 0,0001). Na
concentracao 25 ug/mL, também, se verificou um aumento significativo (p < 0,05) da
viahilidade celular de ALM-IPA + CE face a ALM-IPA. Nas concentracdes 1ug/mL e 50 ug/mL
nao se verificaram diferencas significativas de ALM-IPA + CA e ALM-IPA + CE

comparativamente a ALM-IPA.
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Assim, a incorporacao de extrato etandlico por 24H revelou-se promissora nas
concentragdes 5 pg/mL e 10 ug/mL (sem diferencas significativas). No entanto, apds 48H
denotou-se uma diminuicao significativa da viabilidade celular na concentragao 5 pug/mL (p <
0,0001). Na concentracao 10 ug/mL observou-se um comportamento similar do extrato apés
48H de incubacao. No caso da incorporacao do extrato aquoso de cereja, este proporcionou
um aumento da viabilidade celular apés 48H nas concentragdes 25 pg/mL e 100 pg/mL,
apesar de apresentar menor viabilidade que ALM-IPA na incubacao de 24H, a viabilidade da
mesma é préxima do controlo negativo.

No anexo | - figura 21 encontram-se os efeitos dos extratos aquoso (Figura 21a) e
etandlico (Figura 21b) de cereja na viabilidade celular de células HaCaT.

0 extrato aquoso até a concentracao 100 pg/mL ndo induziu alteracdes significativas
daviabilidade celular face ao controlo, durante 24H e 48H de incubacao. Na concentracao 250
ug/mL a viahilidade celular para ambos os tempos de incubacao € significativamente inferior
ao controlo negativo (p < 0,001 para 24H e p < 0,01 para 48H). No entanto, esta é superior a
80%, pelo que até a concentracao mencionada os extratos nao apresentaram citotoxicidade
(1ISO 10993-5:2009 Biological Evaluation of Medical Devices, 2009). O extrato aquoso, na
concentracao 500 pg/mL naincubagao de 24H, apresentou citotoxicidade baixa (viabilidade
celular entre 60-80%). Todavia, apés 48H de incubacao mostrou-se moderadamente téxico
(viabilidade celular entre 40-60%) (ISO 10993-5:2009 Biological Evaluation of Medical
Devices, 2009).

0 extrato etandlico de cereja nao apresentou citotoxicidade (viabilidade celular superior
a 80%) até a concentracao 250 pg/mL para ambos os tempos de incubacao (ISO 10993-
5:2009 Biological Evaluation of Medical Devices, 2009). No tempo de incubacao de 24H,
verificou-se um aumento significativo da viabilidade celular nas concentracdes 1 ug/mL (p <
0,01), 25 pug/mL (p<0,01) e 50 pg/mL (p < 0,001) face ao controlo negativo (meio). Por outro
lado, no periodo de incubacao de 48H, apenas se verificou um aumento significativo da
viabilidade celular na concentracao de 100 pg/mL (p < 0,0001), potencialmente vantajoso
numa utilizacao de longo prazo. A maior concentracao (500 ug/mL) revelou citotoxicidade
fraca (viabilidade celular entre 60-80%) para os dois tempos de incubacao (ISO 10993-
5:2009 Biological Evaluation of Medical Devices, 2009).

Ao contrdrio dos estudos de Letsiou et al. (2021) e Letsiou et al. (2022), onde a

viabilidade de fibroblastos dérmicos humanos (células NHDF) e dos queratindcitos humanos
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normais primarios (células NHEK) diminuiu com o aumento da concentracdo de extrato
metandlico de cereja, no presente estudo tal nao ocorre de forma linear. A concentracao 1
ug/mL é comum entre os estudos e o presente trabalho, sendo concordante a auséncia de
citotoxicidade (Letsiou et al., 2021, 2022).

0 aumento da viabilidade celular face ao controlo induzido pelo extrato etandlico pode
advir de dados que apontam para o facto de o extrato regular positivamente genes como o
vegf, o fator de crescimento transformador 8 (TGF- B) e ainibina 3-A (INHBA) associados ao
processo de proliferacao celular (Letsiou et al., 2021, 2022). Para além disso, 0 extrato pode,
ainda, regular positivamente os genes pxn (associado a adesao celular) e cavpromovendo a

diferenciacao de queratindcitos (Letsiou et al,, 2022).
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5.6. Capacidade protetora da cerveja ALM-IPA apés incorporacao de extratos de
cereja em células HaCaT

A determinacao da capacidade protetora dos extratos no que concerne ao ensaio de
pré-incubacao com o reagente t-BOOH, visa perceber se os extratos conferem vantagens
adaptativa as células HaCaT, permitindo que estas sejam capazes de resistir ao stress
oxidativo induzido pelo reagente (Wenz et al., 2018). O t-BOOH é um reagente muito utilizado
como indutor do stress oxidativo em ensaios in vitro (Wenz et al., 2018). O seu mecanismo é
pouco claro. Sendo a ferroptose apontada como forma do reagente induzir os danos celulares,
demarcada pela peroxidacao lipidica, inibicao das defesas antioxidantes e danos no DNA
(Wenz et al., 2018).

No ensaio de pré-incubacao utilizou-se a quercetina como controlo positivo, uma vez
que esta diminuiu a citotoxicidade induzida pelo t-BOOH e a geracao de ROS (p < 0,01) em
células da glia C6 (Gitika et al., 2006).

Na figura 16 encontram-se os resultados relativos ao ensaio de pré-incubacao, sendo
possivel constatar que o extrato de cerveja isolado, ALM-IPA, nao conferiu capacidade de
protecao das células HaCaT contra téxico, uma vez que a viabilidade celular apresentou-se
estatisticamente inferior (p < 0,0001) ao controlo positivo (quercetina a 50 pg/mL) em todas
as concentracdes testadas. E de salientar que as percentagens de viabilidade celular se

mantiveram proximas ou inferiores as células exclusivamente inoculadas com t-BOOH.
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Figura 16 — Capacidade protetora, segundo o ensaio de pré-incubacao, dos extratos da cerveja ALM-IPA e apds a
incorporacao de extrato aquoso de Prunus aviumLapins (ALM-IPA + CA) e extrato etandlico de Prunus aviumLapins
(ALM-IPA + CE) em células HaCaT. As comparacoes dos extratos com t-BOOH sao representadas por * (*p < 0,05;
*p<0,01;**p<0,001;****p<0,0001). As diferencas entre a cerveja ALM-IPA e ALM-IPA + CA e ALM-IPA + CE sao
representadas por # (*p < 0,05; #*p < 0,01; ###p < 0,001; *###p < 0,0001). As comparacdes dos extratos com a
quercetina (Q) (50 ug/mL), controlo positivo, sao representadas por 0 (°p < 0,05; °°p < 0,01; °®°p < 0,001; %°%p <
0,0001. C - Controlo negativo (meio de cultura), --BOOH - tert-butilhidroperdxido a 5 mM durante 2,5H.

A incorporacao de extratos de cereja a cerveja ALM-IPA revelou-se promissora, dado
que se observou um aumento da viabilidade celular para valores superiores as células
incubadas com t-BOOH, atingindo viabilidades celulares superiores ao controlo negativo
(meio), particularmente, para ALM-IPA + CE.

O extrato ALM-IPA + CA apresentou um aumento significativo face ao controlo com t-
BOOH em todas as concentraces testadas exceto na concentracao 1 pg/mL e 100 pg/mL (p
< 0,05 para a concentracao 500 pg/mL, p < 0,01 para a concentracao 10 pg/mL, p < 0,0001
para as restantes), sendo, também, nas mesmas concentracbes onde nao apresentou
diferencas significativas com ALM-IPA. Nas concentra¢des 5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL
e 250 pg/mL a viabilidade celular encontrou-se compreendida entre 60-80%, nao
apresentando diferencas significativas com o controlo positivo, pelo que nestas
concentracdes o extrato demonstra uma acao equiparavel a quercetina (controlo positivo),

garantindo protecao contra os danos desencadeado pelo t-BOOH.
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Por outro lado, ALM-IPA + CE exibiu uma capacidade protetora significativamente
superior ao controlo positivo em todas as concentracdes (p < 0,001) a excecdo da
concentracdo de 500 ug/mL. E de salientar que o extrato ndo sé demonstrou atividade
compardvel ao controlo positivo, como potenciou a diferenciagao celular, superando o controlo
negativo (meio) nas concentracdes 1 pug/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL 50 pug/mL e 250 pg/mL.

Na concentracdo 500 pg/mL nao era expectdvel protecao contra t-BOOH, dado que
nos ensaios anteriores, esta se havia demonstrado desfavoravel a viabilidade celular. No
entanto, mesmo nesta concentracao, o extrato ALM-IPA + CE induziu uma viabilidade celular
superior as células apenas tratadas com t-BOOH, equipardvel ao controlo positivo
(quercetina).

Assim sendo, a associacao de ALM-IPA com extrato CE revela-se promissora,
conferindo capacidade para as células resistirem e se proliferarem apds incubacao com o
agente indutor de toxicidade.

Tais resultados nao eram expectdveis, dado que nem a cerveja ALM-IPA nem os
extratos de cereja isolados (Figura 16 e Anexo 1 - Figura 22) apresentavam citoprotecao
contra t-BOOH, isoladamente, apresentando viabilidade celular significativamente inferior ao
controlo positivo (p<0,0001) em todas as concentracdes. Inclusive, CE apresentou viabilidade
celular significativamente inferior as células tratadas com t-BOOH para todas as
concentracoes exceto 25 pg/mL. Além disso, este apenas se demonstrou superior a CA na
concentracao 25 pg/mL.

No estudo de Alonso-Andrés et al. (2019) os extratos de cerveja escura conferiram
protecao contra o stress oxidativo induzido por H.0,, comparativamente aos extratos de
cerveja sem alcool e cerveja Lager, em células C6 e SH-SY5Y durante 30 min e 24H de
incubacao. Os autores associam tais resultados ao maior TCF comprovado em outros estudos,
contrariamente ao verificado no presente trabalho, sendo esperados melhores resultados de
protecao da cerveja ALM-IPA pelo seu TCF (Alonso-Andrés et al., 2019).

Ao contrario dos resultados obtidos, no estudo de Letsiou et al. (2021) um extrato
metandlico de cereja nao sé protegeu os fibroblastos (NHDF) do stress oxidativo induzido pelo
H.0. como manteve a viabilidade celular. 0 mesmo se verificou no estudo de Letsiou et al,
(2022), onde o extrato metandlico de cereja conferiu protecao dos queratindcitos (NHEK)

contra Hz0..
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6. Conclusao

A cerveja artesanal é, efetivamente, uma bebida funcional que, pela complexidade da
sua composicao, congrega indmeras propriedades benéficas para a salide, com potenciais
beneficios na drea da cosmética. No entanto, a maioria dos estudos apenas avalia os
potenciais beneficios das matérias-primas e dos subprodutos do seu fabrico, o que reitera a
pertinéncia do presente estudo.

Assim, caracterizaram-se as cervejas incluidas (artesanais e industriais) quanto as suas
caracteristicas fisico-quimicas, potencial antioxidante (ensaio ABTS, H-0, FRAP, ferrozina),
fotoprotetor (FPS e capacidade de absorcao UV) e atividade metabdlica em células HaCaT
(ensaio MTT). Para além disso, as mesmas atividades foram avaliadas apds incorporacao de
extratos de cereja (aquoso e etandlico) na cerveja artesanal mais promissora a nivel das
atividades bioldgicas anteriormente determinadas, a fim de se perceber os potenciais
sinergismos da associacao. Adicionalmente, avaliou-se a capacidade da associacdao dos
extratos de cereja com a cerveja artesanal selecionada em proteger as células HaCaT dos
efeitos toxicos desencadeados por t-BOOH.

A caracterizacao fisico-quimica das cervejas decorreu pela analise da cor, amargor e
teor alcodlico disponibilizados pelo fabricante e pela determinacao laboratorial do pH, acidez e
teor de aclicares redutores. A cor das cervejas artesanais variou entre 7 (EL-P) EBC e 98,2
(ALM-0S) EBC, nas cervejas industriais foi expressa em formato qualitativo. O teor de amargor
variou entre 20 IBU (B-MD) e 98 IBU (EME-IS) para as cervejas artesanais, nao se
encontrando disponivel nas cervejas industriais. As cervejas artesanais apresentaram maior
teor alcodlico, entre 4,50% (V/V) (DC-IPA e M-P) e 8,00% (V/V) (EME-IS), comparativamente
as cervejas industriais em estudo, igual 4,10% (V/V) (S-MD) e 5,00% (V/V) (S-P). A
incongruéncia entre a disponibilidade de dados referentes a cor e amargor por parte do
fabricante, sublinham a necessidade de regulamentacao, a fim de todos os fabricantes
determinarem os mesmos parametros nas mesmas condi¢oes, garantindo uniformidade nas
informacoes disponiveis nos rétulos comerciais.

0 pH das cervejas estudadas variou entre 3,89 + 0,00 (cerveja S-MD) e 4,78 + 0,05
(cerveja B-MD), o teor de acidez entre 0,13 + 0,01% (cerveja S-P e S-MD) e 0,44 + 0,01%
(cerveja ALM-0S) de equivalentes de &cido ldtico e o TAR entre 1917,05 + 75,00 mg de
equivalentes de glicose/L e 22255,00 + 25,00 mg de equivalentes de glicose/L. Tais
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parametros sao determinantes na producao cervejeira dada a sua influéncia nos parametros
sensoriais, na estabilidade bioldgica, quimica e no processo fermentativo.

Os compostos com maior interesse presentes nas cervejas sao 0s compostos fendlicos,
gue ndo sé podem contribuir para o amargor (sem correlacdo no presente trabalho) e
adstringéncia da cerveja, como podem estar associados aos potenciais beneficios das
cervejas, como a atividade antioxidante (correlacdo encontrada com o ensaio FRAP) e
fotoprotetora (correlacdo encontrada com FPS). O TCF variou entre 3,51 + 0,16 mg de GAE/g
(DC-IPA) e 8,96 + 0,64 mgde GAE/qg (ALM-IPA) para as cervejas artesanais, sendoigual a 5,17
+ 0,08 mg de GAE/g (S-P) e 6,29 + 0,08 mg de GAE/g (S-MD), nas cervejas industriais.
Constatando-se, que o maior TCF foi encontrado numa cerveja clara, contudo, no presente
estudo, nao foi encontrada correlacdo entre o TCF e a cor das cervejas. E de salientar, que as
cervejas industriais nao apresentaram os menores valores de TCF, no entanto, estas
apresentam menor TCF, comparativamente as cervejas artesanais do mesmo estilo.

No ensaio ABTS o ICso variou entre 38,74 + 0,47 ug/mL (DC-IPA) e 108,98 + 5,44
ug/mL (EME-IS) nas cervejas artesanais e foramiguais a 114,56 + 5,47 ug/mL e 123,85 + 6,81
ug/mL para as cervejas industriais S-P e S-MD, respetivamente. No ensaio H>0: o ICs variou
entre 13,85+ 1,30 pg/mL (DC-IPA) e 40,92 + 1,34 ug/mL (EL-P) nas cervejas artesanais e nas
cervejas industriais foi igual a 50,92 + 3,24 ug/mL para S-P e 50,65 + 5,04 ug/mL para S-
MD. Aimpossibilidade de determinar o ICso no ensaio da ferrozina indica que o ICso € superior a
concentracao mdaxima testada, para todas as cervejas. Os valores de FRAP variaram entre
33,98 + 2,21 umol de trolox/g (EME-IS) e 53,74 + 1,27 umol de trolox/g (ALM-IPA) para as
cervejas artesanais e foiigual a 27,57 + 1,57 umol de trolox/g para S-P e 46,67 + 0,13 umol de
trolox/g para S-MD. Assim, a maior atividade antioxidante apresentada por DC-IPA, nos
ensaios ABTS e H.0,, nao foi concordante com o TCF determinado, podendo esta cerveja deter
na sua composicao outros compostos, além dos compostos fendlicos, que contribuam para
esta atividade. Além disso, pelos ensaios ABTS e H:0;, as cervejas industriais apresentam
menor atividade antioxidante, comparativamente as cervejas artesanais. Os diferentes
valores obtidos corroboram a necessidade de realizacao de vdrios ensaios antioxidantes, a fim
de se conhecer os possiveis mecanismos de atuacao dos extratos.

As cervejas em estudo revelaram-se promissoras quanto a sua capacidade
fotoprotetora contra aradiacao UVA e UVB (FPS > 6). O FPS variou entre 7,00 + 0,08 (DC-IPA)
e 48,85 + 0,39 (ALM-IPA) para as cervejas artesanais e foiigual a16,06 + 0,20 e 37,28 + 0,81
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para as cervejas industriais S-P e S-MD, respetivamente. Denotar que as cervejas industriais
apresentaram menor FPS dentro do seu estilo em comparacao com as cervejas artesanais.

No que concerne a capacidade de absorcao UV, as cervejas EME-IS, ALM-0S e ALM-
IPA destacaram-se pelos maiores valores de absorvancia na gama de comprimentos de onda
250 - 450 nm.

Em termos metabdlicos, os extratos de cerveja foram testados em dois periodos de
incubacao (24H e 48H), constatando-se uma diminuicdo da viabilidade celular no segundo
tempo de incubacao testado, pela possivel acumulagao de produtos téxicos do metabolismo
celular, bem como a limitacao dos nutrientes disponiveis ao longo do tempo. De uma forma
genérica, as cervejas em estudo nao apresentaram citotoxicidade celular (viabilidade celular
superior 80%) até a concentracdao 250 pg/mL. A concentracdo 500 ug/mL, maior
concentracao testada, promoveu uma diminuicao da viabilidade celular, particularmente na
incubacao de 48H, a excecao das cervejas M-P e S-P, cuja viabilidade celular na concentracao
e tempo mencionados promoveram a proliferacao celular. Assim, os extratos foram capazes
de nao so6 preservar a viahilidade das células HaCaT, como potenciar a sua diferenciacao,
podendo contribuir para a reepitelizacao de tecidos danificados.

Deste modo, a cerveja ALM-IPA destacou-se pelo maior TCF, valor de FRAP e FPS, pela
atividade antioxidante moderada avaliada pelo ensaio ABTS (ICso= 55,21+ 4,68 ug/mL) e pela
atividade antioxidante alta determinada pelo ensaio do H.0: (ICso = 23,54 + 1,53 pg/mL).
Sendo, por isso, alvo de incorporacao de extratos de cereja (aquoso e etandlico).

A avaliacao dos parametros fisico-quimicos da cerveja ALM-IPA apds a incorporacao
dos extratos de cereja sugere a ocorréncia de alteracdes de cor, diminuicao do pH e do TAR e
aumento do teor de acidez.

A incorporacao de extratos na cerveja apos esta ser comercializada nao se revelou
vantajosa, pelo menos do modo em que foi feita e tendo em conta os ensaios efetuados no
presente trabalho, pois verificou-se a diminuicao do TCF (aquando da adicao do CE), a
diminuicdo da atividade antioxidante e da atividade fotoprotetora, ainda que o FPS seja
superior a 6. E de salientar que a adi¢ao de CA na cerveja ALM-IPA contribuiu para o aumento
do TCF.

No que concerne a atividade metabdlica, aincorporacao dos extratos de cereja garante

aauséncia de citotoxicidade até a concentracao 250 ug/mL durante aincubacao de 24H e até
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a concentracao 50 ug/mL durante a incubacao de 48H, denotando-se menor viabilidade
celular, pelos motivos apresentados.

Relativamente ao ensaio de pré-incubacao, a incorporacao de extratos de cereja na
cerveja ALM-IPA revelou-se promissora, uma vez que ALM-IPA + CA apresentou acao
compardvel ao controlo positivo e ALM-IPA + CE, nao s, protegeu as células dos danos
desencadeados pelo tdxico, como promoveu a diferenciacao celular, para valores superiores
ao controlo positivo e negativo.

Em suma, com base nos resultados obtidos, constata-se que os extratos de cervejas
artesanais apresentam atividade antioxidante, fotoprotetora e auséncia de citotoxicidade em
células HaCaT, evidenciando potenciais beneficios se incorporados em formulagdes cutaneas.
Para além disso, o sinergismo entre o extrato de cerveja ALM-IPA com os extratos de cereja
enfatiza as potencialidades dos extratos em prevenir os danos celulares induzidos pelo stress
oxidativo. Todavia, estudos complementares sao cruciais para aumento da evidéncia

cientifica.

Limitacoes
As limitacdes do presente trabalho foram:

e Tamanho amostral reduzido e falta de representatividade. Apesar de se terem incluido
cervejas de sete marcas comerciais e seis estilos diferentes, denota-se o reduzido
tamanho amostral e a falta de representatividade do mesmo, no que concerne a
origem, marcas comerciais e estilos. Para além disso, apenas foram incluidas cervejas

industriais portuguesas, ambas do estilo Lager.
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Perspetivas futuras:

O crescente mercado das cervejas artesanais, figurado na variabilidade de estilos e
técnicas de fabrico, resultam em cervejas de composicao distinta com impacto nas suas
atividades bioldgicas. As aplicabilidades das cervejas artesanais naindustria cosmética é uma
area pouco desenvolvida, reiterando a necessidade de estudos futuros. De entre os
estudos/ensaios que poderiam vir a ser desenvolvidos, destacam-se:

e Selecao da amostra, garantindo que para cada estilo seja incluido cervejas artesanais
e industriais de diferentes origens e marcas comerciais, garantindo a
representatividade;

e Determinacdo dos parametros de EBC, IBU e teor alcodlico da cerveja ALM-IPA apds
incorporacao dos extratos de cereja, a fim de se perceber o impacto do extrato nos
parametros mencionados e, a possivel ocorréncia de refermentacao pela alteracao do
teor alcodlico;

e Determinacao do perfil fitoquimico das cervejas artesanais em estudo por HPLC,
permitindo a identificacao de possiveis compostos responsaveis pelas atividades em
estudo e como a composicao pode ser influenciada pela origem, estilo e marca
comercial;

e Realizacao de outros estudos in vitro para aumentar a robustez cientifica dos
mecanismos de acao das cervejas artesanais, como por exemplo o estudo do potencial
anti-inflamatdrio, anticancerigeno, da atividade anti-elastase, anti-tirosinase,
antibacteriana e a sintese de componentes da matriz celular; o estudo da atividade
antioxidante e fotoprotetoraemlinhagens celulares cutaneas; o estudo de marcadores
genéticos a fim de se auxiliar na elucidagao dos mecanismos de acao dos extratos;

e Procederaincorporacgao dos extratos de cerveja em formulagdes cutaneas, avaliando
a sua estabilidade e seguranca;

e Dada a influéncia das técnicas extrativas no potencial do extrato, poderiam ser
preparados outros extratos de cerejg;

¢ Incorporacao dos extratos de cereja em outras cervejas, pois as atividades podem ser
potenciadas em outros estilos/marcas de cerveja;

e Incorporagdo concentracdes superiores do extrato, a fim de se perceber a(s) mais

promissora(s), tendo em conta as atividades estudadas;

nrs



e Estabelecimento de protocolos com cervejarias artesanais, a fim de se proceder a
incorporacao dos extratos de cereja em estudo em fases mais precoces do processo
de fabrico das cervejas;

e Avaliacao da possibilidade de serem incorporados outros extratos de interesse que se

possam traduzir em atividades promissoras.
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8. Anexos

8.1. Anexo1- Resultados complementares da atividade metahdlica e protetora dos extratos em estudo em células HaCaT
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Figura 17 - Viabilidade celular determinada pelo ensaio MTT apds 24H e 48H de incubacao de células HaCaT com cervejas do estilo Stout: a) cerveja EL—MS, b)-cefveja EME-IS,ec)
cerveja ALM-0S. Os resultados sdo expressos em comparagao com o controlo negativo (meio de cultura). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;****p<0,0001
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Figura 18- Viabilidade celular determinada pelo ensaio MTT apds 24H e 48H de incubacao de células HaCaT com cervejas do estilo India Pale Ale: a) cerveja EL-IPA, b) cerveja DC-
IPA. Os resultados sdo expressos em comparacao com o controlo negativo (meio de cultura). *p<0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p< 0,0001
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Figura 19 - Viabilidade celular determinada pelo ensaio MTT apds 24H e 48H de incubacdo de células HaCaT com cervejas do estilo Pilsner: a) cerveja EL-P, b) cerveja M-P e c)
cerveja S-P. Os resultados sao expressos em comparacao com o controlo negativo (meio de cultura). *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001
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Figura 20 - Viabilidade celular determinada pelo ensaio MTT apds 24H e 48H de incubacao de células HaCaT com cervejas do estilo Munich Dunkel: a) cerveja S-MD e b) cerveja B-
MD. Os resultados sao expressos em comparacao com o controlo negativo (meio de cultura). *p<0,05;**p<0,01;***p<0,001; ****p<0,0001
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3 Extrato aquoso de Prunus avium Lapins b) Extrato etandlico de Prunus avium Lapins
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Figura 21 - Viabilidade celular determinada pelo ensaio MTT apGs 24H e 48H de incubacao de células HaCaT com extratos de Prunus avium Lapins: a) aquoso e b) etandlico. Os
resultados sao expressos em comparagao com o controlo negativo (meio de cultura). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Figura 22 - Capacidade protetora, sequndo o ensaio de pré-incubacao, dos extratos aquoso (CA) e etandlico (CE) de Prunus avium Lapins em células HaCaT. As comparacdes dos
extratos com t-BOOH sao representadas por * (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001). As diferencas entre os extratos de cereja sao representadas por # (*p < 0,05; *#p <
0,01;###p<0,001; *###p < 0,0001). As comparacdes dos extratos com t-BOOH sao representadas por 0 (°p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001; °°°p < 0,0001. C — Controlo negativo (meio
de cultura), Q — quercetina a 50 pg/mL (controlo positivo), --BOOH - tert-butilhidroperdxido a 5 mM durante 2,5H.
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A importancia dos probidticos nas cervejas artesanais: revisdo narrativa

Diana Santos™, Maria Jodo Pereira’, Fernando Moraira?, Luisa Barreiros™?, Ana lsabel Oliveira®, Claudia
Pinho?

' Escola Superior de Sadde, Instituto Politécnico do Porto, Rua Or. Antonio Bernardino de Aimeida, 4200-072 Porto,
Portugal

z Cenugro de Investigacio em Salde e Ambiente, Escola Superior de Sadde, Insfituto Politécnico do Porto, Rua Dr.
Antanio Bernarding de Almeida, 4200-072 Porto, Portugal

FLAQV, REQUIMTE, Departamento de Ciéncias Quimicas, Faculdade de Farméacia, Universidade do Porto, R Jorge
Viterbo Ferreira 228, 4050-313 Porto, Forfugal

*drdianasantos@gmail.com

Introdugao: A cerveja constitui uma bebida funcional dado o seu valor nutritive e possivel enriguecimento
com ingredientes inovadores, que lhe confere propriedades nutricionais benéficas para a saude do
consumidor [1,2]. Assim, os probidticos sdo ingredientes ativos passiveis de serem adicionados, pelas
indmeras vantagens na salde do hospedeiro [3]. Os alimentos funcionais contendo probidticos sdo
geralmente produtos lactees. Como tal, a funcionalidade probidtica deve ser confirmada noutros veiculos.
Objetivos: Discutir a viabilidade e os beneficios da incorporaciio de probidticos em cervejas artesanais.
Metodologia: Revisdo narrativa com pesquisa de artigos na base de dados PubMed, utilizando os termos de
pesquisa “probictics”, “beer” e “craft beer" combinadas com os operadores booleanos "OR" e “AND".
Incluiram-se artigos com referéncia a beneficios da incorporacdio de probidticos nas cervejas artesanais, em
lingua inglesa e 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) e maior atividade antioxidante [1]. A auséncia destas etapas, apesar de fundamentais
para a garantia de isenciio de contaminacdes, potencia os beneficios desta cerveja, e a incorporacéo de
probidticos [4]. A incorporacio de Saccharomyces cerewisiae var. boulardii em co-fermentagdo com
Saccharomyces cerevisiae na cerveja artesanal, revelou-se promissora e vidvel, tendo-se atingido um elevado
numero de células vidveis (8.0x10°—7 0x107células/imL). Denotou-se ainda o aumento da atividade
antioxidante e do teor de polifendis na cerveja [4]. Por sua vez, durante a co-fermentacio com Saccharomyces
cerevisiae, a bactéria Lactobacillus paracasel L26 manteve uma elevada viabilidade (>10% CFU/mL),
evidenciando a boa compatibilidade entre os dois microrganismos [5]. Também a fermentaco da cerveja com
Lacticaseibacillus paracasei Lpe-37 demonstrou um TPC e atividade antioxidante elevados [6]. Concluséo:
A incorporacdo de probigticos nas cervejas artesanais pode ser uma opcdo promissora na otimizacdo das
propriedades antioxidantes e compostos fendlicos, bem como na contribuicBo para a manutencio da
microbiota intestinal.

Palavras-chave: Atfividade antioxidante; cerveja artesanal, Lacfobacillus paracasei L26; probidticos;
Saccharomyces cerewvisiae var. boulardi;
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l INTRODUGAO |

A cerveja constitui uma bebida funcional dado o s2u valor nutritivo 2 possivel enri imento com ingredi inowadares, que lhe confere propriedades nutricionsis benéficas pars a
salde do consumider 2. Assim, os probidtices s8o ingredientes afivos passiveis de serem adicionados, pelas indmeras vantagens na salide do hospedeiro ¥, Os alimentos funcionais
contendo probidticos =80 geralmente produtos l&ctecs. Como tal, a funcionalidade probidfica deve ser confirmada noutros veiculos.

| OBJETIVOS 1 | METODOLOGIA |
b; - Base de dades: Publdad
Discutir a viabilidade e os beneficios da - Palavras-chave: “probichics", “beer” & ‘oraft beer”

2 | - Operadores bocleanos: "0F e "ANDC”

= Lingus: inglesa e portuguesa
3 | = Sem limites temporais

incorporagdo de probidticos em cervejas artesanais.

l RESULTADOS/DISCUSSAO |

+ Verifica-z2 que 3 incorporagdo de probidticos na cervela srtesanal & uma mais valia, dedo os bensficios que estes revelam ter na salids do individuo;
+ Denote-se a necessidede de ofimizagdo dos processos de incorporagdo dos probidicos na cervejs ariesanal, pois temperaiuras elevadas, pasteurizacdo e firacdo podem
comprometer a sua a sua viabilidade e, consequentemente, os seus beneficios;
+ Az etapas de pasteurizagdo e filiragdo estdo associadas & diminuicSo de contaminantes, porém a sua suséncia confers, genericamante, maior teor de compostos fandlicos totsiz e
maior atividade anticddante &5 cervejas artesanais.
Ttk 1~ Roseabiocian dios artigis aheo s sl s 2 prissenis ioesds naat.
Refers Probicti Resultad
¥ Aumento atividsde anficxddante;
Co-fermentapdo de Jt EEERET i dio tear de polifendis;
com Saccharcmyces cerevisiae ¥ Midmero elevado de células vidveis (3, 0x10°-7, 010" clulasimL);
+ Mo afetou negativamente o aroma da cenveja.

(Capece etal., 2018)

(Loh et al,, 2021) paracazel Lpe-37 (FB) ¥ Ambas spresentam sumento dos niveis de teor de compostos fancicos totais;
K Co-fermentagéo de 5. cerevisiae CNCM 13858 com FapETEIRE AT SCE R PpanET
GA}fel'l‘nEnta & :IELacfabam‘M.l\B )LZB v Elevada estabilidade:;
- cdo parscazei L26 com il ;
(Alcine Chan etal, 2M9) o b o emyoas carevisine S-04 Elevads vishilidsde calubsr (>10° CFLVmL).
Co- tagdo de Lact ilfuz o iDTAS1 e + Ambos tém potencial efeito anfidepressivo;
Saccharomyces carevizize . . . L -
(Silva et al., 2021) +* 5. cerevisiae var boulardii 17 spresenta elevads producéo de dcido acefico, pelo
= e iaige var bowlandi 17 stress celular, conferindo gosto residual.

¥ Cerveja artesanal ndo filtrada com probidtica:
-Reduziu & mortalidade & a perda de peso de ratos infetados pela bactéria Salmonella
Typhimurium;

el 022 TaiE
[Oliveira et al., 2022) Zaccharomyces cerevizize UFMG A-B05 - Man 5o das N probidticas da | rs:
- Efeito protetor pets diminuicéo das citocinas pré-inflamaténias = das atteragdes
histopatolégicas.
q = izize vs. Saccharomyces iZiEe Var i 5 i demonsirou boa tolerdncia ao efanol, quando cultivada a 289C;
( Sk ik CMCM 1745 + Incorporagso promissora na produgdo de cerveja artesanal.
| CONCLUSAO |
Aincorporagdo de probidticos naz cervejas artesansiz pode zer uma opgdo promi na otimiza¢do das propriedades antioxidantss & compostos fendlicos, bem

como na contribuicdo para 8 manutencéo da microbiota intestinal.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ST S P —— P— ——
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CERVEIAS ARTESANAIS:
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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% EISH\

J

INTRDDIJI;ED RESULTADOS/ DISCUSSAD

A cereaja artesanal & composta por quatro ingredientes base, ou =2, Agua, malkte, pula &
leveduras. Esta @ uma matriz rica em compostos antioxidantes, nomeadamente compostos
fendlicos, flavonoides, flavanonase os derivados dos floroglucingis, oogue releva o intenessadn
seuestudodada a escassez de evidéncias cientificas'™. Destermodo, surge a possibilidade de
comelacionar umakbebidaakodlicaa beneficiosparaa sadde.

OBIETIVDS

"; Avaliar, in vitrg 3 atividade antiosidante de extratos aquosos de cervejas artesanats.

e
METODOS

hﬂh‘benl;éuemntndasmwejasartesanais

* {uanto aos agicares redutores {Tabela 1, o TAR varia entre 136-4.75 g por garrafa de

0,33, =endo o5 valores superiores a0s mencionadospor Silva et al, L2022 {0857 a 1457
por 0.33L), podando ser justificado pela utiizegao de diferentes cervejas. O TAR varia entre
estilos de cervajas artesanais, @queinfluencian processodefermentagaoda cervaja.

« 10 TCF wariow entre 4,07 = 8715 mg GAE/ g em que as cervejas Stout [ESFS & EL-MS)

demonstraram maiores teares, porém, priximos as cervejas claras. A literatura nao &
sonsistentena comelagaa entre o TCF 2 a coloracan da cerveja. Wos estudos«de Censi etal,
42027 & Silva et al, 12022) as cervajas esturas (ex: Estilo Stout) cantém um maior TCF,
enquantonoestudode Bredaet al, 42022 verifica-se ummaior TCFemcervejas«laras.

'rahel.al.msuhadusremmmmmdra:nnl.TAReTEFnascei' aralisadas

ESE45  FmpenalStet  910% 1439250:0,00 76B10,00
ELME  MikStout 520% WETT 500,00 A15+ 0,09
H -t 4 2 n:’-’-:- EPTDB DubbelBeiga 6.B0% £39250+ 0,00 620410,00
- ' i I - EL4PA bdiaPaefls  680% S046,6740,00 7594028
it 'Aﬁ Lo EPTRA Faledle 5.00% 412167410,00 4072046
Cvash brm i
+ 05 compostos antioxidantes caracterizam-se pela capacidade de prevenir ou retandar @
!.T_Ensaiumdeg.a;u;am;muum[gguml H axidaran, atrawés da inbicao de enzimas axidantes, pela quelagao de ides metilicas =
neutralizas 30 deradicais livres peladoar3ode dtamasdehidrogénioou de eletrfass®.
{V\_ e . _-'- . = EmEmE <M indaferrozinaas percentagens < inkicao variaram entre 21:56 = 203 {ESF-15) a
- 'a & __‘ - L b g L 4150 =0,28{EL-IPA) sendoestas percentagens dependerites da concentragao.

i
-3 Ensaipdaatividade quelante demataisiferrazing)

(e

e S

E-G.EnsaindUpudermtiunidanmdemdwéndumiFRRPJ 1

_J—- S i

f?\’:‘-@____

" atnascn
il L——1

« i ensaio FRAP mede o potencial antioxidante em amastras atrawds dareducan do ferro

fésrico|Fe*) a feno ferroso (Fe?) pelos antioxidantes presentes. Os valores variaramentre
162074133 ol TE/10mg{EPTLDBI=30940 + 000 phdal TE/ 10meg EL-IPA) Tabela 2]

Tabela2 Resuladoscblides dos erdainsdafemazinas FRAP.

ESF5 21964203 303,07 +567
EL-MS 2012281 272,07+ 267
EPTDB 25264113 162,0741,33
ELPA 4160 2028 305,40+ 0,00
EPT-PA 2786075 215401533

« fsresutadosobservados emparticularparaa cerveja ELAPA, podemadvir da capacidade

antiaxidantedos compostosfendlicospresentesnascenveja

Cervejacom > Atividadequelants
el CervejacomevalordeFRAP

ndia Pale e 3 Melhar TCF

+ Compastos fendlicas como o acido gélico, galocatequing, catequing, Acido cafeico, dcido p-

cumérico, Acido fenibioo, teakna, epicatenuing, kaempferok-3-<0-glicosiden, querceting &
Aridotrans—cinamico & foram detetados emcenvajas artesanais”

COMCLUSAD

[EMMSUrTia, 88 Amcdtras e estudo revelam uin podes sitiodante promissor. No entants, outos ensaias srtiodantes deven ser reslicados com o Fituitn de S8 Bveriguar oulros Mecanismes antioddantes.
Além ek sn, o tamanho amostral dese ser aumentado afirn de se obter resultades mas robustos para cada estil decervejas artesanais.

REFEREMCIAS BIBLIDGRAFICAS

W o s P 0 (bl o B L g uua-nhlm"ﬂvwlw&mﬂfmmw‘mmtwmm mvﬂmmhwﬂmmcunmwaﬁmﬂm it iyl

Pt it s el v M Rk, 473 Chass W Biscis 1_ (1B Py | T V3Tl g i LTI CET

MFHIH_S\I\.ILMW_I. W_I)-l'ﬁ_Ttwu_TﬁJ.EMmlhw G.N'gﬁ VLTS TG 0525 T smmmnmammmu
*-:les TG A7 Bk L ] " ,\.ﬁwnﬁm 1 Tmmmhmt -y Ay
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Beneficios da incorporacao de extratos de cerveja, matérias-
primas e subprodutos do seu fabrico em formulacdes cutaneas:
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Introducao Objetivos
Acervejadumalbebidafuncional que resulta dafermentacao alcodlica domalte de cereais, dgua

© kipulo por agao debeveduras’ E rica em ingredientes ativos com potencialbeneficiona indistria
Cosmitica, tais como polifendis (ex xanthohumel, 8-prenilnaringenina), compostos fendbicos (ex

Compllar o5 potencials beneficios de extratos de cervela, matiras-peimas ¢ subprodutos 4o
seu fabricoanfvelcutanes, e a suapotencialincorporacaoem formulagdes cutaneas.

dcidofeniboal e osderivados dos floroglucindis fex: dcidos-=—humulona edcidos—z— hepulonal? MEt0d0|ogla

A fortedemanda por produtos que integrem na sua composigan ing i "
£ sustentivels, por Serem associados & moculdade e & valorizagao de produtos residuas, I_]

I rcado ma procura de alternativas®. Assim, surge a possibliidade de serem I
impulsiona o me X 3 ;
m: dos extratos de g {incustrial @ artesanal, matérias-pei 1l bprodut ?;sme dme d:sos ? a;r;s,f e Lingusa ingleesa & portuguesa
[ |

grados extratos de cervejalindustrial e artesanall, matérlas-primas e, respetivos subprodutos e et & CraftBeer Sem limite temporal

do-seufabivico, em formulagdescosméticaspela suavasta Composican em mgredientes ativos Com <+ Webof Sclence < "Skirl
= Bon & “Cosme Artigos de revisao

potencialbeneficio metic

Resultados/ Discussao

v Da aplicagdo da metodologia definida resultaram S antigos, cujos principais resultados encontram-se na tabela 1 e as « Antloxidante
principaisatividade nafigural % ‘ v Anti-elastase

¥ Oenvelhecimento cutdneos caracterizado pela hiperplgmentacao {exaceibagaodos processos de melandgenesd e flacidez ¥ Ant-tivosinase
Iperda de elasticidade pela diminuigio da elastina) decorrentes da exposigao a fatores intrinsecos @ exirinsecos que A ¥ Cicatrizante
desencadeiam aprodugan excessiva deradicals livres™®. Assim, compostosquecongrequem.acapacidade de neutralizaros ¥ Modulagao daangiogénese

radicais livres, de inibir a elastase [enzima gue deqrada a elasting) @ a tirosinase fenzima essencial & melanogiénese) was da cerveja, matérias-primas e

subprodutas do seu fabico 0 nivel outdnen.

apresentam atividades promissorasna prevencaodo envelhecimento cutanec®”

¥ A pele estandoexpostaaemeisextemo & suscetivel aocorméncia delesdes, apds asquals se imciam processosfisioldgioos que visam-acicatrizag do e reepitelizag dode tecidelesad o™ Acicatrizagao
sawdivel do tecido requer condigbes de anglogénese, nflamatdrias e antioxidantes controladas, pelo que compestos gue apresentern a capacidade de aumentar as defesas antioxidantes e
diminuir o fator de crescimento endotelial. o N-aceti-D-glucosaminidasese dxido nitrico saocrucials®=.

Tahela 1~ Resultados dos artiges alve de andlise no presente tragalha,

Referéncia Tipo de estudo Matriz Principais Resultados
Insico ¥ Adis=rso-c-cohumulonae a B-preniinaringeninaestao presentes nos extratos de propanodicd de
(Paredes-Ramos et al, 2022) vtre Cervejaindustriak subproduto de kipulo subprodutosde Kipuloem quantidades keasquepermite 100% de inibicao daelastase e elevada

atividadeantioxidante.
Cerveja lindustriat extratos  aquosos e malte « 05 extratos apesentam potencial antioxidante na inibicao de espécies reativas de oxigénio em

Asimendinger et ai, 2020} iuitre germinaco, malte caramelo, maite aromatico, malte  células dequeratindcitos
torrado @ subprodutosdemalte de corvejaescra 80+ Os extratos inibiram a trosing, o que se traduz no patencial de redugio da hiperpigmentagio
cutinea
{Megrio etal, 2013) invivo Cerveja industriat cerveja vs cerveja suplementada Aswlemenba(ao da cerveja com xanthohumol melhorou o processo de cicatrizacao de feridas,
9 (ratoswistar)  com xanthohumal (10mg,/L} flamacio,o Idativoe-aangiog
Invitra Cerveja industriat  dcde  fendlico  extraide  de
v "
(Bucei etal, 2020) {células Hatat] subprodutos de malte encapsulada em Bpossomas mr[mdasal: ::j‘:‘:;:]ﬂl‘;m;m telﬂler” l;:fimwzfimi:fmmrmmaswnanasma-s
Exvivo  ultradeformaveis p peleep eneragao daul

" Extratosetandlicos apresentaram malor teordi compostos fendbcos e de atividade antiowidante
Corveja artesanat extratos anuosos e etandlicos de U 95 extratas aquosos, & excecdo dos extratos de bevedura que apresentaram malores
v Malte. mostro, subproduta de malte, kipulo, mostro CONCENITAGHEs N0S eXITAOS AUS0S.
él aCatl depois da adicse do Kipulo, subproduto de Mipulo, ¥ Os extratos de Kipulo @ 05 extratos de subprodutos de bevedura exibiram maior teor de
células HaCal levedura, cerveja depois da remogae de bevedura gasta,  compostesfendlicos e deatividade antioxidante
subgradutosdebevedura cerveja final ¥ Os extratos aquoses de subprodutos de Kipulo e bevedura apresentaram malor capacidade de
prevencande formaciode espécies reativas de oxigénio, emcdulas HaCaT.

(Censi etal, 2021)

Conclusao

05 extratoside cervejarevelam potencial a mivel cutaneo, pelo gue se preveem beneficios aquando da sua iNCorporagao em CosmEticos no entanto, mais estudos San necessanos para aumentar a
robustez daevidéncia clentifica emcomoestudes deestabilidade

Referéncias Bibliograficas
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Em 2020, sequndo a Drganizagao Mundial da Saide, a exposican solarcausou cercade 12 milhies de novos casos de cancro cutanes’.

Destemado, denota-se aimportancia de seutilizarem formulagescom agentes fotoprotetares, come s compestos antioxidantes®

A cerveja artesanal é uma matrizeicaem compostos fendlicos & com atividade antioxidante descritamaliteratura®. Porém,o seu potencial . .
defotoprotean &desconhecido, o querealca.a pertinéncia dopresente trabalha. =~ -~ )
Objetivo
Wl(l Nlnh! H
""‘:'\{‘@: | Avaliar, imvitro,acapacidade de'fntuprota;éudee:‘traros aquosos deCervejasartesanals. Fig.1- Dans otinens decurmentes da =|pu54(.iu P
f (UN-radiag o ukravioleta A, UVE- radagin ultraviolets B)
Metodologia
1. Preparacao dos extratos das cervejas artesanais 2. Preparagaodo controlo positivo (CP)
£y Senmapma fn .M
g - A f—a e Nl
—_— T f — ik - -
e, — Sl BN
Wuyulrﬂm IMMI!A:M Lenkiraho LS
3. Determinacao dofator de protecao solar (FPS) 4. Capacidade de absorgao ultravioleta (UV)
f — /W ' R n-s-c.nuzbn 0% 404} ABED) [— ' —— coeficienis de abvoryaa = diseid 1y
< dmores st e it o amm 00

s ibersidecke daradiog o o crerpeareni e

Resultados/ Discussao

» s protetores solares destinam-se aproteger apele dasradiagdes UV face asua capacidade

em absorver e refletir esta radia;én_ Idealmente, estes devem ser e ampln espetro

conferindo protegancontra as radiagdes UVA (320-400nmle UVE (230-320nm)5e. Tabela1- Estilo das cervejas artesanais  Tabela 2 - Fator de Protecao Solar
+ Fi incluidas 4 jas.art| is LU il Lif descriminad tabelal s Estilo Emm“mg!“u Fhs
Oram nchedas& cerve| BSanals CU|0sesinosenconiram-5se Criminadosmatabela’l.
e ELS Milk Stout [ 128614035
+ De acordo com a Regulamentagao Europeia n® 647/2006 de 22 de setembro apenas EL-IPA India Pale Ale EL-M5 4412012
compostos com um FPS=6 canferem proteqao contra as radiagfes UV Assim, pela andlise ESF-I5 Imperial Stout EL-IPA 2353007
da tabela 2 os extratos de cerveja artesanal apresentam resultados promissores ma ERTERA BN ESF-IS 36,25+0,09
. EPT-PA 2507 0,09
fotoproteqao da pele.
+ Relativamente & capacidade de absorpao UV, osextratos de cervejaartesanal superam o CP

Tabela 3 - Capacidade de Absorg o UV

noscomprmentos de onda 250,400 450nm (tabela 3). Dscomprimentos onda 2502 450 o ento de anda i} P ELMS EL-IPA ESEIS  EPT-PA
tao forad trode protecan do CP, pel tai itados 53
nm es! orado EEPE o pﬂ] qEEI o rnepE 0 ue tals resul 5 530 PrEVISIVEIS, O que auo SD SD SD SD $D
a i deA00nme.
nR0 acantececamo comprimento " 250 50,004 0,26(9417+0,29 73,27 +0,84 9110036 70004030
+ As tervejas EL-M5e a ESF-15 sendo cervejas artesanals escuras, poderaoapresentar maior 300 ITETT+1,37|6585 +0,21 3450 41,04 559040263670 £0.20
teor de compostos fenolicos™ o que pode justificar o FPS e valores de capacidade de 350 140,50+115[29.53+0,06 11434012 2587+0.23 12434032
ah anlv ior &5 demai
sargan Tl superiorascemals. 400 2302017 |150740,06 2634015 1402010 3404010
L4 édesalienlarqueosllntem(essnl.alestnmertiaislesultam,geralmenre,deuna.assm:iat;én 450 023006 |873+006 123+075 620026 149+054
de filtros solares fisicos e quimicos, peloque & expectavel que o CP possua melhores perfis S semdados
em termos de FPS e capacidade de absorgao UV em detrimento dos extratos de cervejas
artesanais emestudc®
Conclusao Referéncias Bibliograficas
Em sumia,os extratos de cervejas artesanais apresentampotencial de protegao contra as 'r"“‘im‘.‘lém.:,ﬁn,.,m ot Fienoc o Sormoee Dot sogs S0 S E! 3 o R et 5?5&;:5;?@1
- X N R oz A Maris -_c- al nc-_ sttt igeber e Diewely by podelts for cooTets fommumon ot
radiagdes UV, podendo, assim, ser ponderada a incorporagao em protetores solares " = - T mmm R
comerciais em comhinagie com outros compostos potencializando o FPS da formulagan. it ‘"‘"““M"P' w‘r aginds 2 "“'” e it et et e oo 2 et m,m st
5 i de estabilidad d om0 m;:;:mwo;‘mngnx.:u:é:? e P '::wm,.“:::;’:’r.'m;?;?m
Contudo, saomecessar edeseguranga itratos. e Ar oy s AT S ST sy e
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Apéndice VI

Palestra no ambito do Ciclo de Seminarios em Farmacia.

P.PORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

POLITECNICO
DOPORTO

CERTIFICADO [F PARTICIPACAD
CICLO DE SEMINARIOS EM FARMACIA

A Escola Superlor de Sadde certifica que

Maria Jodo Pereira, ministrou o Semindrio "Cervejas artesanais: atividade antioxidante, toxicidade
hepitica e potenciais beneficios cutaneos” (1 hora)

no Ciclo de Semindrios em Farmacia

que decorreu nos dias 19, 20 e 21 de margo de 2024

na Escola Superior de Sadde,

na Rua Dr. Anténio Bernardino de Almelda, 400 no Porto.

Parto, 21 e marco de 2024

A Comissdo Organizadora

Assinado por: Diana Cristina Dias da Silva
Num. de Identificacio: 12356554
Datac 2024.06.17 0630:12 +0100

E CHAVE MOVEL.
ae e
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Abstract

Background: The anfioxadant potenhal 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 evaliating the anti-
oxndant potential of CB highlight= the relevance of this study. Objective: In virro evaluation of the anh-
oedant activity of aqueous extracts of Portuguese and Spanish CB. Methods: Expermmental study using
six CB with different styles: Milk Stout (EL-MS), India Pale Ale (EL-IPA, ATM-TPA), Imperial Stout
(EME-IS), Qatmeal Stout (ALM-03), Pilsner (EL-F), Munich Dunkell (B-MIDY) and two industrial beers,
Pilsper (5-F) and Mumsh Dunkell (S-MD). The pH, acidity content (AC) and total phenclic compounds
(TPC) were deternuned The antomdant capacity was assessed nsing 2.2 -azmo-bns(3-ethylbenzothua-
zoline-&-sulfome acid) (ABTS) and the hydrogen peromide (Ha(h) assays, expressed mn concentration for
50% activity mhibition (ICsq). One-way ANOVA and Stadent’s t-test were used for statistical analysis m
GraphPad® Pricm 8.0 software, with a significance level of 0.05. Results: The pH of the beers variad
between 3.89=0.00-4 T8+0.05 and AC between 0.13=0.01-0 44=0 01%. ATM-TPA had the highest TRC
value (8.96:0 84mg galbic acid equivalents'g). [PA stvle presented the lower IC s values i H:0, (ALM-
IPA wath an ICx=233542]153pgml, p=0.05) and ABTS (EL-IPA with an ICx=5521+4 68ug/ml.,
p=0.05) assays. The mdustnal beers have lower TPC values compared to CB (same style, p=-0.03), and
lower capacity to peutralize the Hy0: and ABTS radicals. For Omisore er al. (2005), samples with
ICs=50pg'ml are classified as bemng moderately active, while samples with ICw=50pg/ml. have lngh
anticxidant capacity. Also, the results for IPA style are mn line with Breda ot al. (2022}, in which hght-
colored beers had better antioidant profiles. However, according to Silva er al. (2022) the best anfiox-
dant profiles were associated with dark beers. Conclusions: The samples showed anticxddant potential,
but fiurther tests should be camed out considering the complex undedying anticxidant mechanisms.

Keywords: c1aft beer; anhiccadant actiaty; phenclic compounds
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A craft beer is afunctional beverage, which results from the alcoholic fermentation froma
mixture of malt water and hops, using traditional techniques [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 [34]. The

scarcity of studies evaluating the antioxidante potencialof craft etracts highlights the
relevanceof this study.

In vitro evaluation of the antioxidant activity of a2queous extracts of
Portuguese and Spanish craft beers,

Table 1~ Chemicalcharacteristicsof the beers understudy.

Type  Style  Code  Sowrce Craftorindustial  pH AC (5]
Milkstour  EL-MS  Spanish Craft 4514001 0.25:0.02
InperalStout  EMES  Spanish Caft  439:001 0.28£0.00

Ale _Oatmeal Stout ALM-0S5 _Portuguese Craft 449+001 0441001

EL-PA  Spanish Caht | 463000 033:000

IndaPaleMle i \ipA poruguess  Cait | 4694003 018000
SP  Potugiese  Indusuial | 4434001 0132007

PISOC Eip spansh Coft AT4:001 0195001

LagEr T nchen SMD Partuguese Industrial  389+0.00  013+£0.00
Dutkell__ BMD_ Poruguese  Crgft__ 4784005 037:0.00

+ TPC wvalues ranged from 4.62-8:96 mg GAE/g [Table 2. These results are similar to
Censi et al, (2021) in wich TPC of the studied samples ranged from 18.96 - 3093 mg

-("E GAE/gl6).
—_— —
h I | - mf TPCvalue (ALM-IPA),
Drambain + 1Gsq values in ABTS assay(EL-IPA, p< 0.05);
2 pH determination ‘_) (_, 3. Acidity Content (AC) Tndia 4 1Cspvalues in Hu0;assay (ALM-IPA, p<0.05).
\ 'Ilﬂ!ﬂ Tl Pale Ala
- () ‘The results for IPA style are inline with Breda et al, (2022),in which light-colored
¥ =08
*;JM Larte s = beers had better antioxidant profiles. However, according to Sitva et al, (2022] the
4, Total Phenol Content (TPC) best antioxidant profiles were associated with dark beers [3.4].
2504 _
[ Res e 0. @
1Ly CONETSL —_— kvt e
| o) [e———— ﬁ' ’&'.' *TPEuduescumparedtnu'aftheH{same style, p <0.05);
Songe | Capacity to neutralize the ABTSand H,0, radicals.
5.2 2-azino-bis(3-ethylt hiazaline-6-sulfonic acid) (ABTS) assay Industrial
a0 lbeer
_(‘\—f'\
sonasers 2o ._l — [ - A o | + For Omisore et al, (2005],samples with ICag < 50 pg/ml have high antioxidant capacty,
songe “s::mm while sampleswith 15> 50 pg,/ml are classifi ingmoderatety active [7].
& Hydrogen peroxide {HZ'DJ assay Table 2-TPC andantioxidantcapacity according to the ABTS and H 0, assays.
A Code TPCImgGAE/al  ABTS (iGomgml)  H0:(IComg/mL)
I —= J _— EL-MS 755069 T420+437 3379082
S "‘;‘m EME-IS 462+016 10898+ 54449 36.04+257
7. s-tahsbcalanalws ALM=0S 7244040 879443827 34284224
EL-IPA 7324048 5521+ 4 68" 360105
5P ST +0.08 4564547 50.92+3.24
5-MD 6294008 123852681 50,65 £504™
+ Beer'spHvaried between 3.89- 478 where 5-MO presentedth lse and B-MD BMD 8064056 B0.66+411 378241237

the highestpH value (Table 1)

+ The AC varied between 013 - 0.44%, where 5-P presented the lowest value AC and
ALM-05the highest AC value(Table T

+ The results areinaccordance with Silva et al, (2022) inwhich the pH walues of the studied
samples rangedfrom 4.27 - 4. 92and ACvalues from 010 - 0.62% (3],
pH and acidity are crucial factors in brewing because they influence the quality of the beer in
sensu'rparanetersand guarantee biological and chemical stability.

+ The antioxidant potencial of the samples studied may come from their composition in
phenolic compownds such as gallic acid gallocatechin catechin caffeic acid, p-coumaric
acid, ferulic acid, luteolin epicatechin, kaempferol-3-o-glucoside, quercetin and trans-
cinnamic acid identifiedin portuguese craftbeers[4).

The samples showed antioxidant potential, but further tests should be carried out

Th industry considers that pH should vary b 390-420(s],

considering the compl werfing antioxidant mechanisms.

1 02T A2 il Ao CA e A nea PP andietasd Y
202221 s T 0BT PETH, e ¥
E== 0 ¥ ¥ ¥ = e 20998 /. T, A TH, dwpc Bt
Beudn e
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Abstract

Background: The matenals m which beverages are packed are crucial to maintain quality, nutntonal
properhes, and safety of the final product. In what beer concerns, and even under optimal starage condi-
tions, its quality detenorates as the product approaches the expiration date, regardless of the container
type in which 1t 15 packed [1]. Therefore, a caveful selechon of packaging is imperative to mantam beer's
mteznity and qualhty, when tasted bv the consumer. Objective: This work aims to diseuss how the type
of beer packaging mfluences the integnity and quahty of this beverage dunng storage Methods: A liter-
ature review was performed, uvsmg PubMad, b-on, and Web of Science databases. Articles related to the
mfluence of packaging types on beer quahty, m Enghsh and published in the last 5 years were includad.
Results: Plastic bottles (PB) proved to be the least smtable tvpe of packazing for long-term storage, as
beer exinbits sipmficant changes in volatle compounds, turbadity, color, bitterness intensity, and decrease
m COh content, unlike glass bottles (GB), ahwumm cans (AC), and stainless steel kegs (KG), where
thess parameters remam constant [1-3]. Furthermore, Brown GB proved to be a more effective barmer
against light compared to green GB and PE, as well as containmg lower amounts of phthalates than beers
m PB and AC [4,5]. AC was capable of retaimng all organoleptic charactenstics, showing a shght merease
m bitterness after 10 months of storage [1] However, beers stored in AC were charactenzed by higher
ahimmum contents compared to the products stored m glass bottles [6]. Conclusions: The beer packazing
matenal plavs a crueal role in its quality. Thus, GB, AC and EG, due to their bamer charactensties and
protection against external factors, generally outperform PB m preserving the integrity and quality of beer.

Keywords: beer; packaging matenal; quality
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\icccmcccccco-ooo-NTRODUCTION R S —— OBIECTIVE e i
Beer is @ beverage susceptible to chemical changes, which can result in undesirable + Discuss how the type of beer packaging influences the integrity and quality of the Beer
alterations in its ntrinsic Chasacteristics, namety, idant and organaleptic prope duringstorage.
during storage % The of packaging in which beer is stored plays an active rolelin =~ o s s e s
ring storag type of packaging play: r METHODS .
preserving itsquality, with beer usually being stored in ™= ettt sl ntesltnloritestesntostetiostotentestostotnls |
| Glass bottles | | Plasticlbotties | | Aluminumicans | | Stainless steelkegs | * Dotabasess Fulie. banand Wintaf Sciancs
i - \ - Keywaords: heer stabllity, ‘packaging type” and “physicochemicalproperties™
m :E 3 « Boolean operator: “AND"
Each of the packagesmentionedhas advantages and disadvantages, which is why a careful + Language-English
selection of the packaging becomes essential 5o that the Beer malntains its integrity and + Time limit: last 5 years
qualitywhen tastingbythe consumer.

Glass botthes: inerttobeer igredients, impermeabletogases andvapors, maintain the freshness of the prodisctfor an extendedperiod of time.

General Characteristics** |~ Plastic bottlesdex polyethylene terephthalate - PET ly good non-airtight) gainst the p lonofg aromatic compounds, and malsture.

=~ Metal packaging - Aluminum-<ans and Stainless steel kegs: protection agalnstultraviol et Bght, cormoskon-resistant, lasge Label “advertising area, ghty effective

Barrier toithe effectsof air, temperature, moisture, Bght, and microorganisms.

f ~ Thecolorof the packaging influences protectionagainstlight 7z ¥ Glass batte (L ganoleptic characteristicsfor upto 6 months ™
& ‘ + Brown glass bottes protect beer significantly better (absarb light) n « Greater colloidal stabilityin glass botthes ™.
~ Brown bottles generally protect Beer significantly better than green ¥ Fi ity slight decl g 5
bottles . v Bewringlasshatties ¢ fonthalates™

¥ Beerin glass bottles is characterized by a higher sodiumcontent %

¥ Beer in PET bottles exhibit significant changes in wolatile compounds ¥ s had hig! idantactivity accordingts DRPH assay '™
1acetal:lenyde_ﬁaceql,penlanerllone,linemylsulﬁdelaﬁer'lmnnm L3

v Jong-t
FET bottles are less suitable for erm beer starage due 1o 2  Auminum cans and stainless-steel kegs maintain all organoleptic

o Aol "
significant increase inColor values foam collap characteristics aftersix months, while PET and glass botties exhibit negative
{highermelanoidincontent) & sensory progerties &

m _ ¥ €0, bevels decrease in PET bottles and remain constant in the other « Aluminum cans are mare susceptible tothe volatilization of eeresters &
packaging ** -

 Uniform foamstabllityin cans andkegs *;
+ IPET bottles exhibit the greatest hanges in turbidity, color, dissohved

nd - ¥ Beers in aluminum cans showed elevated levels only of bisi2-ethylhexyl)
oxygen, andbitterness intensity™;

phthalate®.
~ High variability of foam stability in PET bottes™:
! i 4 « Beer in aluminum cans has hgher levels of aluminem, manganese, and
~ Beers bottled in PET exhibited elevated levels of dissobutyl phthalate, copper®

ohthaate and bis-et el
dibuy vis(2-athylhexyllp

In summary, beer packaging plays a crucial role in the quality of the beer. Thus, although there is no ideal packaging for beer storage. and someresults are contradictory regarding the sensary
characteristics of beers storedindifferent typesof packaging itisobserved thatmetalcontainers and glass bottles,due tortheirbarrier and protectionscharacteristics against external factors, generally

tperform plastic p W the invtesgyrity -and dpuality of tthe beverage.
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