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RESUMO 
 
As cervejas produzidas e consumidas no Brasil são provenientes, majoritariamente, 
de grandes indústrias como AB InBev e Heineken. No entanto, tem-se verificado que 
as microcervejarias têm ganhado cada vez mais espaço nesse mercado, produzindo 
as denominadas cervejas artesanais. Essas cervejas possuem composição química 
similar em relação aos compostos majoritários, porém, podem possuir diferenças em 
relação aos compostos minoritários de relevância para as características sensoriais 
das cervejas, tais como compostos fenólicos e alguns compostos nitrogenados. 
Considerando que não existem estudos na literatura que tenham avaliado o perfil de 
compostos fenólicos e nitrogenados em cervejas artesanais, neste trabalho foi 
utilizada a técnica de HPLC-DAD-ESI-MS/MS para determinação do perfil desses 
compostos em cervejas artesanais dos estilos IPA, Pilsen e Weiss (n=27). Além 
disso, foram realizadas análises físico-químicas de cor, amargor, teor acoólico e 
extrato primitivo com as cervejas artesanais dos três estilos (n=81). Um total de 57 
compostos fenólicos foi encontrado, sendo que os 12 seguintes compostos foram 
encontrados pela primeira vez em cerveja: ácido 2,4-dihidroxibenzóico, ácido 2,3-
dihidroxibenzóico, ácido dimetoxibenzóico, ácido 3-p-cumaroilquínico, ácido 4-p-
cumaroilquínico, taxifolin hexosídeo, quercetina di-hexosídeo, ácido 3-feruloilquínico, 
ácido 4-feruloilquínico, ácido 5-feruloilquínico, apigenina-6,8-C-diarabinosídeo e 
isofraxidin hexosídeo. Ainda, foram encontrados 15 compostos nitrogenados, 
incluindo os compostos das classes dos benzoxazinoides e das fenolamidas. Os 
benzoxazinoides ainda não haviam sido relatados em cervejas do estilo IPA e Pilsen 
e as fenolamidas não haviam sido relatadas em cervejas do estilo IPA e Weiss. O 
perfil qualitativo dos compostos fenólicos e nitrogenados das cervejas atesanais é 
semelhante. Todavia, para as cervejas do estilo Weiss, 12% dos compostos 
fenólicos estavam ausentes em relação aos compostos fenólicos presentes nas 
cervejas dos estilos IPA e Pilsen. 
 
Palavras-chave: cerveja artesanal; compostos fenólicos; compostos nitrogenados; 
HPLC-DAD-ESI-MS/MS. 
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ABSTRACT 

 
The beers produced and consumed in Brazil come mainly from major industries such 
as AB InBev and Heineken. However, in recent years the craft beer market has 
gained more space in the consumer market, producing the so-called craft beers. 
These beers have similar chemical composition in relation to the major compounds, 
however, they have differences in relation to the minority compounds of relevance for 
the sensorial characteristics of the beers, such as phenolic compounds and some 
nitrogen compounds. Considering that there are no studies in the literature that have 
evaluated the profile of phenolic and nitrogen compounds in craft beers, in this work 
the HPLC-DAD-ESI-MS/MS technique was used to determine the profile of these 
compounds in craft beers of IPA, Pilsen and Weiss styles (n = 27). In addition, 
physical-chemical analyses of color, bitterness, alcohol content and primitive extract 
were performed with the craft beers of the three styles (n = 81). A total of 57 phenolic 
compounds were found, the following 12 compounds being found for the first time in 
beer: 2,4-dihydroxybenzoic acid, 2,3-dihydroxybenzoic acid, dimethoxybenzoic acid, 
3-p-coumaroylquinic acid, 4-p-coumaroylquinic acid, taxifolin hexoside, quercetin 
dihexoside, 3-feruloylquinic acid, 4-feruloylquinic acid, 5-feruloylquinic acid, apigenin-
6,8-C-diarabinoside and isofraxidin hexoside. In addition, 15 nitrogen compounds 
were found, including compounds of the benzoxazinoid and phenolamide classes. 
Benzoxazinoids had not yet been reported in IPA and Pilsen style beers and 
phenolamides had not been reported in IPA and Weiss style beers. The qualitative 
profile of the phenolic and nitrogen compounds of the craft beers is similar. However, 
for Weiss-style beers, 12% of the phenolic compounds were absent in relation to the 
phenolic compounds present in the IPA and Pilsen style beers. 
Keywords: craft beer; phenolic compounds; nitrogen compounds; HPLC-DAD-ESI-
MS / MS.  
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1. INTRODUÇÂO 

 

O Brasil é o terceiro maior país produtor e consumidor de cervejas do mundo, 

sendo que grandes empresas como AB InBev e Heineken representam a maior 

parcela desse mercado (Barth et al., 2017, Grupo Kirin, 2015). Recentemente, as 

cervejas artesanais têm atraído mais consumidores devido às características 

sensoriais diferenciadas quando comparado às cervejas produzidas pelas grandes 

companhias. Dessa forma, esse mercado tem ganhado mais evidência nos últimos 

anos (Sebrae Nacional, 2017).   

A cerveja é produzida basicamente a partir de água, malte, lúpulo e leveduras 

(Briggs et al., 2004; Eaton, 2006). Esta bebida é majoritariamente composta por 

água e etanol, e em menor quantidade por carboidratos, proteínas, vitaminas e 

minerais (Gaetano et al., 2016). Ainda dentre os compostos minoritários presentes 

na cerveja, podemos destacar os compostos fenólicos (Callemien & Collin, 2010) e 

os compostos nitrogenados (Pihlava, 2014; Pihlava & Kurtelius, 2016).  

Os compostos fenólicos podem influenciar nas características sensoriais da 

cerveja, conferindo sabor amargo e adstringente à bebida (Callemien & Collin, 

2010). Esses compostos possuem capacidade antioxidante, podendo estar 

relacionados com a estabilidade oxidativa das cervejas (Vanderhaegen, et al., 2006). 

Por sua vez, os compostos fenólicos são parcialmente responsáveis pelos efeitos 

benéficos à saúde atribuídos ao consumo de cerveja, como a redução do risco de 

doenças cardiovasculares, o que, por hipótese, está relacionado à capacidade 

antioxidante dessa classe de compostos (Gaetano et al., 2016).   

Os compostos nitrogenados foram recentemente identificados na cerveja, e 

alguns deles podem estar relacionados com características sensoriais dessa bebida 

(Pihlava, 2014; Pihlava & Kurtelius, 2016). 

A concentração e os tipos de compostos fenólicos e nitrogenados presentes 

nas cervejas variam com o estilo de cerveja (Piazzon et al., 2010), sendo estes 

influenciados diretamente pela composição das suas matérias-primas, que variam 

conforme as características genéticas das plantas e as condições ambientais  de 

cultivo. O processo de fabricação e produção da cerveja também influenciam esses 

componentes (Vanderhaegen et al., 2006). Frequentemente, cervejarias de grande 
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porte utilizam recursos alternativos a fim de diminuir o custo da produção, como 

utilização de fontes de carboidratos menos dispendiosos que malte, por exemplo, 

milho e outros cereais não maltados. Diferente do que é realizado em cervejarias 

artesanais onde, geralmente, não são utilizadas outras fontes de carboidratos além 

do malte (Júnior et al., 2014). A utilização de matérias primas variadas, por exemplo 

cevada, lúpulo, trigo, centeio, aveia e milho, na produção de cerveja pode estar 

relacionada com a presença e a concentração de diferentes compostos fenólicos e 

nitrogenados. 

Há estudos com diferentes tipos de cerveja nos quais já foram identificados 

diversos compostos fenólicos e alguns compostos nitrogenados (Heuberger et al., 

2016; Oladokun, et al., 2016; Pihlava, 2014; Rada-Quifer, et al., 2015; Pihlava & 

Kurtelius, 2016). No entanto, não existem estudos na literatura (pesquisa realizada 

no Scopus e Science direct) que tenham avaliado o perfil de compostos fenólicos e 

nitrogenados em cervejas artesanais. Desde modo, esse trabalho teve o objetivo de 

identificar compostos fenólicos e nitrogenados presentes em cervejas artesanais, 

visto que esses compostos podem estar relacionados com características sensoriais 

da cerveja e com possíveis efeitos benéficos à saúde atribuídos ao consumo dessa 

bebida.  
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2. OBJETIVO 

 

Determinar os compostos fenólicos e nitrogenados de cervejas artesanais 

produzidas no Rio Grande do Sul por HPLC-DAD-ESI-MS/MS. 

 

2.1. Etapas 

 

1ª Determinação dos tipos de estilo de cervejas artesanais por meio de 

pesquisa em cervejarias e em locais de comercialização de cerveja;  

2ª Coleta das amostras de cerveja do tipo Pilsen, Weiss e IPA de três 

lotes diferentes; 

3ª Determinação da cor e do amargor das cervejas por métodos da EBC 

(European Brewery Convention). 

4ª Determinação do teor alcoólico e do extrato primitivo por densímetro 

eletrônico acoplado a espectrofotômetro de infravermelho próximo 

(Alcolyzer beer); 

5ª Determinação do perfil dos compostos fenólicos e nitrogenados das 

cervejas por HPLC-DAD-ESI-MS/MS. 

 

 

 



13 
 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1.  Mercado cervejeiro 

 

A cerveja é uma das bebidas mais antigas da humanidade e é considera uma 

das bebidas mais populares do mundo (Colen & Swinnen, 2010). Em 2016, a 

produção mundial de cerveja foi de aproximadamente 1957,5 milhões de hectolitros 

sendo que o Brasil ocupa a terceira posição entre os países que mais produzem 

cerveja, a China e os Estados Unidos ocupam a primeira e segunda posição, 

respectivamente (Barth et al., 2017). Segundo a Companhia Kirin, em 2015, o Brasil 

foi o terceiro maior consumidor de cerveja no mundo (Kirin Beer University Report, 

2015). 

As cervejas produzidas e consumidas no Brasil são provenientes, 

majoritariamente, de grandes indústrias como AB InBev e Heineken (Barth et al., 

2017). Assim, essas empresas ocupam a maior parcela de produção e de 

comercialização de cervejas, representando 99% do mercado, segundo pesquisa 

realizada pelo Sebrae em 2017. Essas cervejarias produzem basicamente cervejas 

do tipo Lager, conhecidas tradicionalmente como cervejas de baixa fermentação, em 

virtude das leveduras não formarem colônias na superfície do líquido e, ao invés 

disso, decantam no fundo do fermentador. O restante do mercado cervejeiro, apenas 

1%, é representado pelas microcervejarias. Contudo, tem-se verificado que essas 

microempresas têm ganhado cada vez mais espaço nesse mercado (Sebrae 

Nacional, 2017). Em 2005, haviam 46 microcervejarias registradas no MAPA, em 

2015 esse número aumentou para 372 microcervejarias, um crescimento de mais de 

800% em 10 anos (Instituto da Cerveja Brasil, 2016).   

As microcervejarias se caracterizam pela produção de diferentes tipos de 

estilo de cervejas em pequena ou média escala. Essas empresas, frequentemente, 

produzem cervejas cumprindo a Lei da Pureza Alemã, que estabelece que as únicas 

matérias-primas que podem ser utilizadas para produção de cerveja são água, 

malte, lúpulo e levedura, sendo proibido o uso de qualquer conservante ou adjunto 
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cervejeiro não maltado (Júnior et al., 2014; Sebrae Nacional, 2017). Esta é uma das 

características que diferencia as cervejas artesanais ou especiais das cervejas 

produzidas pelas empresas de grande porte, visto que a legislação brasileira permite 

que parte do malte seja substituído por adjuntos cervejeiros em uma proporção de 

até 45% do peso (BRASIL, 2009). Os adjuntos cervejeiros são uma fonte barata de 

carboidratos, diminuindo, assim, o custo da produção. Ainda, outra característica 

que diferencia as cervejas artesanais das cervejas industrializadas é o tempo de 

processamento. Para a produção de alguns tipos de estilo de cerveja artesanais o 

processo pode demorar meses desde a mosturação até o envase. Já em cervejas 

das grandes empresas esse processo, normalmente, ocorre em poucos dias devido 

à utilização de técnicas que aceleram o processo. Devido às diferenças na 

produção, as cervejas artesanais apresentam cor, aroma e sabor diferenciados em 

relação às cervejas das empresas de grande porte (Júnior et al., 2014). Por 

exemplo, o maior tempo de produção permite que diversos compostos de interesse 

sensorial sejam produzidos e compostos indesejados sofrerem modificações 

químicas que alteram essas características (Vanderhaegen et al., 2006). São essas 

particularidades das cervejas artesanais que têm atraído mais consumidores e com 

isso esse mercado tem ganhado mais evidência nesses últimos anos. 

 

3.2. Processo cervejeiro 

 

Apesar das cervejas artesanais possuírem características sensoriais 

diferentes das cervejas das grandes empresas, elas são produzidas basicamente 

seguindo o mesmo processo de fabricação. De modo geral, esse processo pode ser 

simplificado em quatro etapas distintas: (a) mosturação, (b) fervura, (c) fermentação 

e (d) maturação (Bamforth, 2000; Keukeleire, 2000; Briggs et al., 2004; Eaton, 2006).  

a) Na mosturação, os grãos de malte moídos são hidratados com água 

quente com a finalidade de completar a extração de açúcares 

fermentáveis e clivar proteínas por meio de enzimas amilases e 

proteases, respectivamente, processo já iniciado durante a malteação 

(Briggs, et al., 2004). Essa etapa é muito importante, pois ocorre um 
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precesso enzimático, no qual os monossacarídeos e os aminoácidos 

são liberados pela clivagem dos carboidratos e proteínas pelas 

enzimas amilases e proteases, respectivamente. Esses compostos são 

fundamentais uma vez que são utilizados como fonte de carbono e 

nitrogênio pelas leveduras durante a etapa de fermentação. Os 

métodos utilizados nessa etapa são extração por infusão simples ou 

com várias rampas de temperatura (com o objetivo das enzimas 

atuarem em suas faixas de temperatura ótima) ou extração por 

decocção, sendo que cada empresa determina qual dos processos 

será utilizado para cada estilo de cerveja (Bamforth, 2000).  

b) Logo após a mosturação, o mosto é filtrado e segue para a etapa de 

fervura, na qual o lúpulo é adicionado e geralmente esta etapa é 

realizada por cerca de 90 minutos. Esta etapa tem a finalidade de 

extrair e isomerizar os -ácidos do lúpulo, inativar enzimas, eliminar 

bactérias e fungos, coagular proteínas, evaporar compostos 

indesejados presentes no lúpulo, promover a formação de 

melanoidinas (reação de Maillard), caramelos (reação de 

caramelização) de açúcares (importante para alguns estilos de cerveja) 

e, evaporar a água, a fim de concentrar o mosto ao volume e 

densidade adequados (Keukeleire, 2000; Houseman & Bickham, 2012).  

c) A seguir, o mostro é filtrado, resfriado e transferido para o tanque de 

fermentação, na qual a levedura de interesse será adicionada, 

geralmente, do gênero Saccharomyces. Eventualmente, há a adição de 

bactérias, como do gênero Lactobacillus, e outros gêneros de levedura, 

como Brettanomyces, para a produção de determinados estilos de 

cerveja. Durante essa etapa a grande maioria dos açúcares 

fermentáveis do mosto são metabolizados a etanol, gás carbônico e 

metabólitos secundários como ésteres, alcoóis superiores, diacetil e 

compostos de enxofre que influenciam no sabor e no aroma do produto 

final (Tenge, 2009; Hanning e Bickham, 2012). 

d) Finalmente, após a fermentação, a cerveja segue para o processo de 

maturação, no qual a cerveja é armazenada a baixas temperaturas, 
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normalmente acima de 3°C, por um determinado período de tempo, 

variando conforme o estilo. No decorrer dessa etapa, ocorre a 

clarificação da cerveja por precipitação das leveduras, das proteínas e 

dos sólidos solúveis. Ainda, ocorre a metabolização de alguns 

subprodutos produzidos durante a etapa de fermentação, o que 

normalmente, melhora as características sensoriais da cerveja. Após a 

maturação, a cerveja é filtrada, envasada e pasteurizada com a 

finalidade de aumentar sua vida de prateleira (Keukeleire, 2000, Briggs, 

et al., 2004). Quando a cerveja não é pasteurizada é denominada de 

chope, sendo necessário o armazenamento refrigerado e o consumo 

em curto prazo (BRASIL, 2009). 

 

3.3. Legislação 

 

No Brasil, a legislação vigente que regulamenta a fabricação de cerveja está 

presente no Decreto nº 6.871, de 4 de junho de 2009, que Regulamenta a Lei nº 

8.918, de 14 de julho de 1994, que dispõe sobre a padronização, a classificação, 

o registro, a inspeção, a produção e a fiscalização de bebidas (BRASIL, 2009). 

Segundo esse decreto as cervejas são classificadas quanto ao extrato primitivo, 

à cor, ao teor alcoólico, à proporção de malte de cevada e à fermentação.  

- Extrato primitivo: o extrato primitivo é a quantidade de substâncias 

dissolvidas (extrato) do mosto, que deu origem à cerveja e se expressa em 

porcentagem (%) em peso. Para esse parâmetro a cerveja é classificada como 

leve (maior ou igual a 5,0% e menor do que 10,5% em peso), cerveja (maior ou 

igual a 10,5% e menor do que 12,0% em peso), cerveja extra (maior ou igual a 

12,0% e menor ou igual a 14,0% em peso) e cerveja forte (maior do que 14,0% 

em peso);  

- Cor: quanto à cor, a cerveja pode ser denominada de três formas: clara 

(menos de 20 unidades EBC - European Brewery Convention), escura (vinte ou 

mais unidades EBC) e colorida (fora da escala preconizada pela EBC, devido à 

adição de corante);  
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- Teor alocoólico: em relação ao teor alcoólico, as cervejas podem ser 

classificadas em cerveja sem álcool, cujo conteúdo alcoólico é inferior ou igual a 

0,5% em volume (0,5% vol.) e com álcool no qual o conteúdo alcoólico é superior 

a 0,5% em volume (0,5% vol.);  

- Malte de cevada: conforme a proporção de malte de cevada a cerveja é 

classificada como puro malte (apresenta 100% de malte de cevada, em peso, 

sobre o extrato primitivo), cerveja (apresenta 55% ou mais de malte de cevada, 

em peso, sobre o extrato primitivo) e “cerveja de...”, seguida do nome do vegetal 

predominante (apresenta entre 20 e 55% de malte de cevada, em peso, sobre o 

extrato primitivo);  

- Fermentação: quanto à fermentação a cerveja é classificada como de alta 

fermentação ou baixa fermentação.  

  

3.4. Matérias primas 

 

A cerveja é produzida a partir de água, malte (produto resultante da 

germinação parcial dos grãos da cevada), lúpulo, levedura e adjuntos cervejeiros. 

Para cada estilo de cerveja há determinada composição química da água, tipo e 

grau de torrefação do malte, variedade do lúpulo e espécie de levedura que serão 

utilizados para sua fabricação. Ainda, em alguns tipos de cerveja podem ser 

empregados outros cereais maltados, cereais não maltados e outros adjuntos que 

sejam fonte de açúcares fermentáveis (Briggs et al., 2004; Eaton, 2006).   

 

3.4.1. Água 

 

A qualidade da água influencia diretamente as características da cerveja. 

Frequentemente, pode-se utilizar água potável, porém, algumas vezes é necessária 

a realização de alguns ajustes químicos, como a eliminação do cloro de água 
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proveniente das estações de tratamento. Nesses casos o cloro é retirado por meio 

de fervura ou filtração com carvão ativado (Wotring, 2012).  

O bicarbonato (HCO3
-) é considerado o ânion mais importante no processo 

cervejeiro, visto que é responsável por neutralizar a acidez de alguns tipos de maltes 

e por reduzir a alcalinidade do mosto por meio da reação com o íon cálcio (Ca+2). 

Por sua vez, o cátion mais importante para a produção de cerveja é Ca+2, pois 

durante a mosturação reagem com HCO3
-, formando água, gás carbônico e um 

precipitado de bicarbonato de cálcio que é retirado no final da mosturação. O gás 

carbônico é liberado durante a fervura o que desloca a reação no sentido dos 

produtos, reduzindo a alcalinidade da solução. Os íons de cálcio ainda podem reagir 

com fosfatos, formando precipitado de fosfato de cálcio, liberando íons de hidrogênio 

que reduzem a alcalinidade do mosto (Bamforth, 2000; Briggs et al., 2004). Essas 

são algumas das reações mais importantes no aumento da acidez do mosto, visto 

que o pH da solução precisa variar entre 5,2 a 5,7 para que as proteases e amilases 

atuem de forma apropriada. Algumas vezes, a água apresenta uma elevada 

alcalidade e somente essa reação não é suficiente para que a alcalinidade seja 

reduza, sendo necessário, por exemplo, o ajuste do mosto com ácido láctico 

(Wotring, 2012).  

 

3.4.2. Malte 

 

A cevada (Hordeum vulgare) é o grão de cereal mais comumente maltado 

para produção de cerveja. A malteação da cevada é realizada por meio da 

submersão dos grãos em água por determinado tempo e temperatura, e posterior 

secagem. Esse processo permite a germinação parcial dos grãos com o objetivo de 

converter enzimaticamente o amido, reserva energética da cevada, em açúcares 

mais simples que serão utilizados pelas leveduras durante a etapa de fermentação 

(Britannica Academic, 2017).  

A torrefação do malte é a etapa seguinte a mateação, na qual os grãos são 

torrados a determinadas temperaturas dependendo do tipo de malte que se deseja 

produzir. A partir da combinação do grau de modificação do grão obtido na 
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malteação e do grau de torrefação do malte se pode produzir vários tipos de malte 

com diferentes cores, aromas e sabores (Figura 1). A variação das características 

sensoriais dos maltes é importante para a produção dos diferentes tipos de estilo de 

cerveja, pois para cada tipo de cerveja é utilizado um ou mais tipos de malte, 

conferindo características especificas a cerveja (Briggs et al., 2004).   

Figura 1. Diferentes graus de torrefação da cevada. Conforme aumento da tonalidade da cor há 

aumento do grau de torrefação da cevada. 

 

Fonte: frenchandjupps.com 

A cor da cerveja é uma das características mais importantes de todos os tipos 

de estilo de cerveja. É diretamente influenciada pelo tipo de malte que é utilizado, 

mas a intensidade e o tempo de fervura do mosto, e a adição que alguns adjuvantes 

como caramelo e corantes naturais também podem auxiliar no desenvolvimento da 

cor desejada para determinado estilo de cerveja (Sapsis, 2012).  Segundo a 

legislação brasileira (BRASIL, 2009) a escala que deve ser utilizada para determinar 

a cor da cerveja é a EBC. O método utilizado para isso é a medida da absorbância a 

430nm, em espectrofotômetro UV/VIS, da cerveja diluída contra um branco de água 

(EBC, 2000). 

Os grãos de cevada possuem em sua composição carboidratos, proteínas, 

lipídeos, vitaminas, compostos nitrogenados e compostos fenólicos (Callemien & 

Collin, 2010). No entanto, a concentração desses compostos varia conforme a 

variedade e o grau de torrefação da cevada utilizado e conforme condições do solo e 

do ambiente, como temperatura, umidade relativa do ar e duração total de exposição 

ao sol (Kreisz, 2009). 
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3.4.3. Lúpulo 

 

Os lúpulos cervejeiros foram provavelmente introduzidos na fabricação da 

cerveja com a finalidade de promover estabilidade bacteriológica à bebida (Briggs et 

al., 2004). Esse ingrediente é o responsável pelo sabor amargo da cerveja, também 

influenciando o “flavor”.  Além disso, auxilia na formação de complexos insolúveis 

com proteínas e polipeptídeos, contribuindo para a estabilidade coloidal da cerveja, 

e colabora na estabilização da espuma (Keukeleire, 2000). Comercialmente, estão 

disponíveis as seguintes formas de lúpulos: (a) em flores (cone seco do lúpulo), (b) 

em pellets, ou (c) em extratos (Figura 2). Contudo, normalmente a forma mais 

utilizada são os pellets, visto que na forma de flores é necessário o armazenamento 

do produto sob refrigeração (Krottenthaler, 2009) e na forma de extrato é essencial 

que o produto final seja isento do solvente presente no extrato (BRASIL, 2009). 

Sendo assim, os pellets são preferidos devido a sua praticidade de utilização 

(Garofalo, 2012).  

Figura 2. Formas comercialmente disponíveis dos lúpulos. 

 

        

 
 
 
Fontes: A) https://www.amazon.com/Bulk-Herbs-Flowers-Whole-Organic/dp/B00JLR8C9E;   
B) https://www.morebeer.com/products/centennial-pellet-hops.html e  
C) https://www.homebrewcentre.co.uk/isomerised-hop-extract-28ml. 
 
 

Os lúpulos são flores femininas, ou cones, da espécie Humulus lupulus, que 

apresentam glândulas de lupulina onde se concentram os compostos químicos de 

interesse para a indústria cervejeira. A resina presente nessas glândulas contem 

óleos essenciais, -ácidos e, em pequenas proporções, -ácidos, que contribuem 

para o amargor, o aroma e o sabor da cerveja. A concentração desses compostos 

A) Cones secos B) Pellets C) Extrato 
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difere conforme as variedades dos lúpulos, que normalmente são classificados como 

lúpulos de aroma e lúpulos de amargor, embora algumas variedades sejam 

classificadas como “multiuso”. As variedades de lúpulos de aroma apresentam 

compostos aromáticos mais agradáveis e amargor sutil, possuindo, geralmente, uma 

concentração baixa de -ácidos. Os lúpulos de amargor contêm um alto teor de -

ácidos, contudo, suas características de aroma e sabor, normalmente, não são tão 

refinadas quando comparadas aos lúpulos de aroma (Bamforth, 2000; Krottenthaler, 

2009; Briggs et al., 2004; Garofalo, 2012).  

O amargor é uma das características mais relevantes no momento da escolha 

do estilo de cerveja pelos consumidores. Sendo assim, muitos fabricantes têm 

descrito no rótulo do produto a Unidade Internacional de Amargor (International 

Bittering Unit), sendo mais utilizada a sigla IBU. Por meio do IBU são estimados os 

compostos amargos da cerveja, que são principalmente os -ácidos isomerizados. 

Essa mudança conformacional da molécula dos -ácidos ocorre durante a etapa da 

fervura, e torna esses compostos mais solúveis no mosto (Briggs et al., 2004). A 

técnica que é realizada para determinação do IBU é a extração em fase líquida com 

iso-octano, seguida da medida da absorbância a 275 nm em espectrômetro UV/VIS 

(EBC, 2004).  

 

3.4.4. Levedura 

 

As leveduras Saccharomyces cerevisie e Saccharomyces pastorianus são 

geralmente utilizadas para a produção de cerveja. A primeira é denominada levedura 

ale ou de alta fermentação, assim chamadas, pois formam colônias que são 

sustentadas pela tensão superficial do mosto fermentado. As leveduras do gênero S. 

pasterianus são chamadas de leveduras lager ou de baixa fermentação, pois 

floculam no fundo do fermentador. Há diversas linhagens dessas duas espécies de 

leveduras que são utilizadas para fabricação de cerveja, sendo preciso escolher 

corretamente a linhagem para que seja adequada para o estilo de cerveja que se 

deseja produzir (Briggs et al., 2004; Hanning e Bickham, 2012). 
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Apesar das leveduras ale e lager fazerem parte do mesmo gênero de 

leveduras, elas apresentam várias diferenças que tem consequências vitais para o 

processo de fabricação de cerveja. Como principais diferenças entre essas duas 

espécies de levedura pode-se incluir sua capacidade fermentativa, taxa de utilização 

de açúcar, tolerância à temperatura, características de floculação, tolerância ao 

etanol, exigência de oxigênio e perfil de compostos de aroma e sabor que são 

produzidos (Eßlinger, 2009).  

As leveduras do tipo ale podem utilizar como fonte de carbono os açúcares 

mais simples como glicose, frutose, maltose e sacarose, no entanto, fermenta 

parcialmente a rafinose, que é um trissacarídeo composto por frutose, glicose e 

galactose. Essa fermentação é parcial, pois as leveduras ale não apresentam a 

enzima -galactosidase que cliva a ligação entre a glicose e galactose, sendo assim 

esses dois açúcares da rafinose não são utilizados como fonte de carbono (Russell, 

2006). Ainda, a temperatura ideal de multiplicação dessas leveduras é entre 13 a 

24°C e algumas variedades podem fermentar até a presença de 12% de etanol. 

Como exemplo de cervejas produzidas com leveduras ale, pode-se citar alguns tipos 

Weiss (cervejas que utilizam trigo para sua fabricação) e Indian Pale Ale (IPA, 

cervejas que apresentam amargor elevado devido a adição de grandes quantidades 

de lúpulo) (Hanning e Bickham, 2012). 

As leveduras lager podem fermentar açúcares simples, como os citados 

anteriormente, além de ser capaz de clivar completamente a rafinose, utilizando os 

três monossacarídeos desse açúcar. Essa espécie de levedura se multiplica melhor 

entre a temperatura de 8 a 13°C e tolera até 8% de etanol por volume, normalmente. 

As cervejas dos estilos Pilsen, Helles, Dunkel e Viena são exemplos de cervejas que 

são produzidas com leveduras lager (Eßlinger, 2009; Hanning e Bickham, 2012). 

 

3.4.5. Adjuntos cervejeiros 

 

Um adjunto cervejeiro, segundo o Decreto nº 6.871 de 2009, é definido como 

a adição de cevada cervejeira e demais cereais aptos para o consumo humano, 

malteados ou não-malteados, assim como os amidos e açúcares de origem vegetal. 
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Esses adjuntos podem ser sólidos, como os cereais maltados e não maltados, ou 

líquidos, como derivados de cana de açúcar (BRASIL, 2009). 

Entre os cereais maltados que são mais utilizadas na fabricação da cerveja 

podemos citar o trigo (Triticum aestivum), sendo considerado o cereal mais utilizado 

depois da cevada. Outros cereais como sorgo (Sorghum vulgare), centeio (Secale 

cereale) e aveia (Avena sativum) também podem ser maltados e utilizados na 

produção da cerveja, entretanto esses são normalmente utilizados crus (Briggs et 

al., 2004). 

A substituição de parte da cevada maltada por cereais não maltados é uma 

estratégia econômica importante que visa diminuir os custos da produção. No Brasil, 

o cultivo de milho (Zea mays) e de arroz (Oryza sativa) é expressivamente maior que 

o cultivo de cevada, sendo assim muito utilizado pelas indústrias cervejeiras.  

Contudo, antes de serem adequados para a produção de cerveja esses cereais 

precisam ser processados. Os açúcares devem ser gelatinizados antes da mostura 

inicial por meio de fervura dos grãos, por exemplo. Ainda outros cereais não 

maltados que podem ser utilizados são a cevada, o centeio e o trigo em flocos 

(Meussdoerffer e Zarnkow, 2009).  

Como adjuntos líquidos, os derivados de cana-de-açúcar e de beterraba, 

xaropes a base de sacarose, xarope de maltodextrina, xarope de amido hidrolizado 

e extrato de malte são comumente usados como uma fonte de carboidratos 

fermentáveis de baixo valor econômico. No entanto, estes não são completamente 

fermentáveis e tendem a gerar cervejas com teores de álcool mais elevado. O 

caramelo, o melado e xarope de bordô são outros adjuntos utilizados na indústria de 

cervejeira com a finalidade de fornecer, além de carboidratos fermentáveis, cor e 

sabor ao produto acabado (Sapsis, 2012; Bogdan, 2017).  

 

3.5.  Composição química da cerveja 

 

Na cerveja já foram identificados mais de 450 compostos, pertencentes a 

diferentes classes químicas (Callemien & Collin, 2010; Gaetano, et al., 2016). A 
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maior parte desses compostos é proveniente das matérias-primas que são utilizadas 

durante a fabricação da cerveja. Todavia, outros compostos, como de aroma e 

sabor, são formados durante o processamento. Diversos se mantêm inalterados 

desde as etapas iniciais até o produto acabado, outros, no entanto, sofrem diversas 

modificações (Briggs et al., 2004).   

A composição química da cerveja varia conforme as matérias-primas 

utilizadas, o processo de fabricação de cada empresa e o estilo que se deseja 

produzir. Na Tabela 1 é mostrada a composição química típica de uma cerveja do 

tipo lager, estilo mais consumido mundialmente.  

Tabela 1. Composição química de uma cerveja do estilo lager. 
 

Componente Unidade Valor médio em 100 mL de cerveja 

Água g 90 - 98 

Etanol % (v/v) 4,2 - 5,8 

Carboidratos g 2,9 - 3,6 

Proteínas g 0,34 - 0,46 

Vitaminas mg 0,6 - 0,8 

Minerais mg 55 - 74 

Compostos fenólicos mg 0,28 - 9 

 
Fontes: Callemien & Collin, 2010; Astrup et al., 2016; Gaetano et al., 2016. 

 
 

Há estudos com diferentes tipos de cerveja (lager, Pilsen, Mäuzenbier, 

cervejas de trigo e cerveja de centeio) nos quais já foram identificados diversos 

compostos fenólicos e alguns compostos nitrogenados (Heuberger et al., 2016; 

Oladokun et al., 2016; Pihlava, 2014; Rada-Quifer et al., 2015; Pihlava & Kurtelius, 

2016). Entretanto, para nosso conhecimento não foram encontrados estudos na 

literatura (pesquisa realizada no Scopus e Science direct) que tenham analisado o 

perfil de compostos fenólicos e nitrogenados em cervejas artesanais. As pesquisas 

realizadas até o momento avaliam apenas compostos de uma das classes, fenólicos 

ou nitrogenados.   
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3.5.1. Etanol  

 

O etanol é o componente não aquoso majoritário na cerveja. Os efeitos 

relacionados ao consumo de etanol podem ser considerados benéficos ou 

prejudiciais à saúde dependendo da quantidade ingerida e do padrão de consumo 

do etanol, apesar de ser classificado como carcinogênicos para humanos, segundo 

a IARC (Agência Internacional de Pesquisa em Câncer). Muitas pesquisas 

descrevem as curvas em forma de J, na qual pessoas que consomem levemente e 

moderadamente álcool — 330 mL de cerveja com teor alcoólico de 4% (Gaetano et 

al., 2016) — tem menos risco de mortalidade que os indivíduos abstêmios e das 

pessoas que consomem etanol de modo abusivo (Di Castelnuovo et al., 2006; 

Costanzo et al, 2010; Thompson, 2013). Portanto, o consumo elevado de etanol 

pode aumentar o risco de desenvolvimento de alguns tipos de câncer como cólon, 

reto e fígado, lesões hepáticas, doenças cardiovasculares, além de causar 

dependência química e psíquica (Gaetano et al., 2016; Rehm & Roerecke, 2017). 

Segundo Jayasekara e colaboradores, a relação encontrada entre o consumo 

de etanol e o risco de mortalidade por todas as causas foi curvilínea para homens, 

na qual a ingestão moderada de etanol era benéfica à saúde. Em contrapartida, o 

aumento do consumo eleva o risco de mortalidade quando mensurado ao longo do 

tempo. Para mulheres esses autores relatam que devido ao pequeno número de 

estudos associados aos riscos relativos aeste grupo, não foi possível estabelecer a 

relação entre consumo de etanol e risco de mortalidade (Jayasekara et al., 2014).  

 Segundo diversos estudos epidemiológicos o consumo moderado de etanol 

está relacionado com a redução de risco de doenças cardiovasculares, (DCV) 

principalmente, doença cardíaca coronariana (Brien et al., 2011; Arranz et al., 2012; 

Thompson, 2013; Gaetano et al., 2016; Larsson et al., 2017). Os efeitos benéficos à 

saúde cardiovascular descrita na literatura sugerem que a ingestão leve a moderada 

de etanol pode aumentar a sensibilidade à insulina, elevar a concentração de 

lipoproteínas de alta densidade (HDL), reduzir a inflamação, aumentar a 

adiponectina e atuar como agente antitrombótico (Di Castelnuovo et al., 2009; 

O’Keefe et al., 2014). Os mecanismos propostos que podem explicar o aumento a 
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sensibilidade à insulina são a inibição da gliconeogênese, elevação dos níveis de 

adiponectina, aumento da síntese de insulina pelo pâncreas e supressão da 

metabolização de ácidos graxos do tecido adiposo (Hong et al., 2009; O’Keefe et al., 

2014). O aumento da HDL, conhecido popularmente como colesterol bom, tem como 

principal função transportar o colesterol dos tecidos até o fígado para ser 

metabolizado, desde modo o aumento dessa lipoproteína apresenta importante 

papel na diminuição do risco de doença cardiovascular (Lima e Couto, 2006). Com 

relação à redução da inflamação, sugere-se que o etanol contribui para à diminuição 

da proteína C reativa, a qual se eleva no sangue quando há algum processo 

inflamatório em decurso no organismo (Di Castelnuovo et al., 2009). A adiponectina 

é um hormônio que apresenta importante papel na homeostase do organismo, pois 

aumenta a sensibilidade à insulina e apresenta propriedades anti-inflamatórias e 

anti-aterogênicas (Lima e Couto, 2006), sendo assim um fator de proteção contra 

doenças cardiovasculares. Por fim, o etanol diminui a agregação plaquetária e os 

níveis de fibrinogênio, os quais estão diretamente relacionados com doenças 

coronarianas (Gaetano et al., 2016). 

 

3.5.2. Compostos fenólicos 

 

Na cerveja a presença de compostos fenólicos pode estar relacionado aos 

efeitos benéficos associados ao seu consumo (Bamforth et al., 2002; Rimbau et al., 

2014; Gaetano et al., 2016). Estudos têm demonstrado evidências de que os 

compostos fenólicos apresentam atividade antioxidante tanto in vitro quanto in vivo 

(Vinson et al., 2003; Wang et al., 2014; Maietti et al., 2017). Os compostos fenólicos 

apresentam atividade antioxidante devido a sua capacidade de doar elétrons, 

hidrogênio ou formar adutos com espécies reativas de oxigênio (ROS) e de 

nitrogênio (RNS) (Valko et al., 2007; Karabín, 2015; Gaetano et al., 2016). 

Os compostos fenólicos são metabólitos secundários sintetizados 

normalmente durante o desenvolvimento das plantas e em situações de estresse, 

como doenças e exposição à radiação UV. Assim, estão naturalmente presentes nas 

plantas e nos alimentos e bebidas produzidas a partir delas, como a cerveja (Naczk 
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& Shahidi, 2004). Esses compostos contribuem para o sabor, o aroma e a cor, e 

ainda podem atuar como antioxidantes diminuindo a oxidação de outros compostos 

relacionados com aroma e sabor presentes na cerveja (Aron & Shellhammer, 2010; 

Tribaldo, 2015). Os compostos fenólicos podem atuar como antioxidantes por meio 

de dois mecanismos principais, nomeadamente: (1) capacidade de quelar íons de 

metais de transição; (2) capacidade de desativar radicais através da doação 

hidrogênio ou elétron. Nesse último mecanismo é gerado um o radical fenoxil que é 

estabilizado por ressonância do anel aromático (Vanderhaegen et al., 2006). 

Genericamente, os compostos fenólicos apresentam um ou mais anéis aromáticos 

ligados a um ou mais substituintes hidroxílicos. Nos alimentos e nas bebidas 

fermentadas, podem formar complexos conjugados com açucares e compostos 

orgânicos (Naczk & Shahidi, 2004).  

Na cerveja, os compostos fenólicos são principalmente provenientes da 

cevada e em menor proporção do lúpulo, visto que a quantidade de malte utilizado 

na fabricação da cerveja é mais elevada que a quantidade de lúpulo.  (Eßlinger, 

2009).  As classes de fenólicos que já foram identificados em cerveja são ácidos 

fenólicos, flavonóides, prenilflavonóides, -ácidos e β-ácidos (Intelmann et al., 2009; 

Callemien & Collin, 2010; Rada-Quifer et al., 2015; Heuberger et al., 2016).   

Os ácidos fenólicos presentes na cerveja são derivados do malte e do lúpulo 

(Callemien & Collin, 2010). Eles apresentam na sua estrutura química um anel 

aromático, um substituinte carboxílico, uma ou mais hidroxilas e em algumas 

moléculas pode haver um ou mais grupos metoxila (Naczk & Shahidi, 2004). Essa 

classe de compostos se divide em três grupos, os ácidos hidroxibenzóicos e 

derivados, os ácidos hidroxicinâmicos e derivados e ácidos hidroxifenilacéticos 

(Rada-Quifer et al., 2015). Embora, apresentem um esqueleto carbônico muito 

similar, as posições das hidroxilas e das metoxilas no anel aromático variam 

bastante, originando diversos compostos diferentes (Callemien & Collin, 2010) 

(Tabela 2). 

Os compostos da classe dos ácidos fenólicos podem desempenhar um papel 

benéfico à saúde, pois apresentam atividade antioxidante (Kondo, 2004; Aron & 

Shellhammer, 2010; Hung, 2014; Shahidi & Ambigaipalan, 2015). Também já foi 

reportado que o ácido cafeico e o ácido clorogênico, atuam na microbiota intestinal 
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inibindo e/ou reduzindo a multiplicação de Bacteroides, com consequente aumento 

de Bifidobacterium, bactérias associadas a uma menor concentração de proteína C-

reativa no sangue, conferindo posteriormente uma possível proteção cardiovascular 

(Valdés et al.,2015). Na cerveja os ácidos fenólicos podem contribuir com as 

características sensoriais de adstringência e/ou amargor, além de auxiliar na 

proteção contra reações oxidativas (Callemien & Collin, 2010). 

Tabela 2. Estrutura química dos ácidos fenólicos. 

Ácidos fenólicos R1 R2 R3 R4 R5 Composto 

Ácidos Hidroxibenzóicos 
O

OH

R1

R2

R3

R4

 

      
H H OH H  Ácido p-hidroxibenzóico 
H OH OH OH  Ácido gálico 
H OH OH OH  Ácido protocatecuíco 

H OCH3 OH H  Ácido vanílico 

Ácidos Hidroxicinâmicos 
O

R1

R2

R3

R4
R

5

 

      
H H OH H OH Ácido p-cumárico 

H H OH H 
Ácido 

quínico 
Ácido p-cumaroilquínico 

H H OH OH OH Ácido caféico 

H H OH OH 
Ácido 

quínico 
Ácido cafeoilquínico 

H H OH OCH3 OH Ácido ferúlico 

H H OH OCH3 
Ácido 

quínico 
Ácido feruloilquínico 

H OCH3 OH OCH3 OH Ácido sináptico 
Ácidos 

Hidroxifenilacéticos 
OH

O
R1

R2

R3

R4

 

      
H H OH H  Ácido 4-hidroxifenilacético 
H OH H H  Ácido 3-hidroxifenilacético 

OH H H H  Ácido 2-hidroxifenilacético 

H H OH OCH3  Homovanílico 

 Fonte: própria autora. 

O malte e o lúpulo apresentam, também, diversos flavonoides que se mantêm 

inalterados até o processamento final da cerveja. Os flavonoides contêm dois anéis 

aromáticos (anéis A e B) conectados por três átomos de carbono centrais que 

formam um heterocíclico (anel C) (Figura 4). Diferentes substituições no anel C dão 

origem a diversas classes de flavonoides, como flavonóis, flavonas e antocianidinas 

(Tabela 3). Os grupos funcionais, como hidroxilas e metoxilas, estão presentes em 

diferentes posições nos anéis A e B, o que propicia uma grande variedade de 

moléculas em cada uma das classes dos flavonoides. Ainda, muitas vezes os 

flavonoides podem estar mono, di ou triglicosilados, por exemplo, ligados a 
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moléculas como rhamnose, rutinose e glicose (Naczk & Shahidi, 2004; Callemien & 

Collin, 2010; Kong, 2011).  

Figura 4. Estrutura química básica dos flavonoides. 
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Fonte: própria autora. 

Tabela 3. Estrutura química das diferentes classes dos flavonoides. 
 
 

Flavonoide Substituição Composto 

Flavonol 

O

O

OH

 

  

3,5,7,3’,4’ – OH Quercetina 

3,5,7,4’ – OH Kaempferol 

5,7,3’,4’ – OH; 3 – rutinose Rutina 

Flavanol 

O

OH  

  

3,5,7,3’,4’ – OH Catequina 

3,5,7,3’,4’ – OH Epicatequina 

5,7,3’,4’ – OH; 3 – O-glicosídeo 
Catequina 3-O-

glicosídeo 

Flavona 

O

O  

5,7,4’ – OH Apigenina 

 

 

(continua) 
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Flavanona 

O

O  

  

5,4’ – OH; 7- rhamnoglicose Naringina 

3,5,3’ – OH; 4 – OCH3; 7 - rutinose Hesperidina 

5,7,4’ – OH Naringenina 

3,5,7,3’,4’ – OH Taxifolin 

Isoflavona 
O

O

 

  

5,7,4’ – OH Genisteina 

Antocianidinas 

O
+

OH  

  

3,5,7,3’,4’ – OH 
 

 
Cianidina 

Fonte: própria autora. 

A atividade biológica dos flavonoides depende da relação entre as estruturas 

químicas e as orientações dos grupos funcionais de cada classe desses compostos. 

Há diversas evidências por meio de estudos epidemiológicos que os flavonoides são 

compostos que apresentam atividade antioxidante, capacidade de inibir a 

proliferação celular e atividade antiestrogênica (Ross & Kasum, 2002; Vinson et al, 

2003; Kondo, 2004; Rice-Evans, 2006). Ainda, os flavonoides previnem a 

progressão de aterosclerose e doenças como hipercolesterolemia e hipertensão que 

podem levar a doenças cardiovasculares (Vinson et al, 2003; Macready et al., 2014; 

Karabín, 2015). Na cerveja esses compostos também atuam como antioxidantes, 

reagindo com radicais livres e quelando íons de metais de transição (Vanderhaegen, 

2006). Adicionalmente, os flavonoides contribuem com a turbidez causada por 

proteínas da cevada, devido à alta afinidade dos flavonoides com essas proteínas. A 

(conclusão) 
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presença desses complexos insolúveis de proteínas e flavonoides confere sensação 

sensorial adstringente à cerveja, sendo, muitas vezes necessária a estabilização 

coloidal por meio de armazenamento prolongado à frio, filtração à frio, clarificação 

com gelatina ou ácido tânico, adição de enzimas proteolíticas ou tratamentos com 

adsorventes, como polivinilpirrolidona. Portanto, a remoção desses complexos pode 

impactar na qualidade sensorial e na estabilidade do sabor da cerveja, devido à 

capacidade antioxidante já citada dos flavonoides. Finalmente, flavanóis como 

catequina, epicatequina e compostos derivados dessa classe de flavonoides, podem 

auxiliar no sabor amargo da cerveja (Aron & Shellhammer, 2010; Heuberger et al., 

2016). 

Os prenilflavonoides fazem parte do grupo dos flavonoides, pertencendo a um 

subgrupo das chalconas (moléculas precursoras dos flavonoides) ou das flavanonas. 

O xanthohumol é o principal representante dos prenilflavonoides e está presente em 

grandes quantidades nas glândulas de lupulina do lúpulo (Stevens & Page, 2004). 

No entanto, na cerveja, o xanthohumol está presente em baixa concentração, pois é 

pouco hidrosóluvel. Durante o processo de fabricação da cerveja o xanthohumol é 

isomerizado a um composto mais solúvel, o isoxanthohumol, como é apresentado na 

Figura 5 (Roberts & Wilson, 2006). Aproximadamente 15 a 50% do xanthohumol 

presente no lúpulo permanece inalterado até o final do processo de produção de 

cerveja. Diferentemente dos outros compostos do grupo dos flavonoides, muitos 

prenilflavonoides apresentam os substituintes prenil e geranil (Callemien & Collin, 

2010; Karabín, 2015) (Tabela 4). 

Alguns trabalhos da literatura relataram que compostos como o xanthohumol, 

o isoxanthoulmol e o 8-prenilnaringenina apresentam atividade estrogênica. Este 

último apresenta uma atividade muito maior que os demais sendo este o 

fitoestrógeno com maior atividade estrogênica encontrado na natureza. Alguns 

estudos indicam que isoxanthohumol seria desmetilado por algumas bactérias do 

intestino sendo transformado em 8-prenilnaringenina, dessa forma a concentração 

sanguínea desse composto seria aumentada (Stevens & Page, 2004; Possemiers et 

al., 2008; Roberts & Wilson, 2006; Yao et al., 2015). Esses compostos também 

podem prevenir a osteoporose, prevenir distúrbios neurodegenerativos, atuar como 

agentes quimiopreventivo contra câncer, como agentes antioxidantes e como 

agentes antimicrobianos (Kondo, 2004; Briggs et al., 2004; Karabín, 2015; Yao et al., 
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2015; Żołnierczyk et al., 2015). Em estudo realizado com enriquecimento com 

xanthohumol em cerveja produzidas com diferentes tipos de malte, demonstrou-se 

que concentrações de até 2 mg.L-1 (p/v) de xanthomuol aumentaram a estabilidade 

oxidativa da cerveja. Nesse mesmo trabalho, também foi avaliado se o 

enriquecimento com xanthohumol afetaria a viabilidade celular das leveduras. Os 

resultados mostram que em pequenas concentrações de xanthohumol (até 5 mg.L-1) 

(p/v), ocorreu uma maior multiplicação celular, menor oxidação intracelular e menos 

danos ao DNA da levedura (Carvalho, 2016). 

Figura 5. Isomerização do xanthohumol em isoxanthohumol. 

OHOH

O
CH3

CH3CH3
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OOH

O
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Xanthohumol Isoxanthohumol
 

Fonte: própria autora. 

Tabela 4. Estrutura química dos prenilflavonoides. 
 
 

Estrutura dos prenilflavonoides R1 R2 R3 R4 Composto 

Derivados das chalconas 

OHR3

R1

R4

O

OH

R2

 
 

     

OH H OH Prenil Desmetilxanthohumol 
OH H OH Geranil 3’- Geranilchalconaringenina 
OH Prenil OH Prenil 3’,5’- 

Diprenilchalconaringenina 

Derivados das flavanonas 

OR3

R1

R4

O

OH

R2

 

 
 

OH 

 
 

H 

 
 

OH 

 
 

H 

 
Naringenina 

OH Prenil OH H 6-Prenilnaringenina 
OH H OH Prenil 8-Prenilnaringenina 
OH Geranil OH H 6-Geranilnaringenina 
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Fonte: própria autora. 

Os -ácidos (humulonas) e β-ácidos (lupulonas) são compostos presentes na 

cerveja que são provenientes do lúpulo (Tabela 5). As duas classes se diferem pelos 

substituintes presentes na posição 6 do anel aromático, sendo que nos -ácidos, os 

substituintes são uma hidroxila e um grupo prenil e nos β-ácidos os substituintes são 

dois grupos prenil. Tanto as humulonas quanto as lupulonas apresentam atividade 

antibacteriana que é atribuída aos grupos prenil presentes em todas as moléculas 

das duas classes (Keukeleire, 2000; Caballero et al., 2012). 

 
Tabela 5. Estrutura química dos ácidos amargos. 
 
 

Ácidos amargos R Composto 

α-ácidos 

1

2
3

4

5
6

OOH

OH

OH

CH3

CH3

CH3

CH3 O

R

 

CH2CH(CH3)2 Humolona 

CH(CH3)2 Cohumulona 

CH(CH3)CH2CH3 Adhumulona 

β-ácidos 

R

O

CH3

CH3

CH3

CH3

OOH

OH

CH3

CH3

1

2
3

4

5
6

 

CH2CH(CH3)2 Lupulona 

CH(CH3)2 Colupulona 

CH(CH3)CH2CH3 Adlupulona 

Fonte: própria autora. 

Durante a fervura do mosto cervejeiro ocorre uma importante mudança 

conformacional de algumas moléculas: a isomerização térmica dos -ácidos em iso-

-ácidos (Figura 6). Cada um dos α-ácidos origina dois isômeros, cis e trans, sendo 

que a proporção normalmente é de 68:32 (cis:trans). Acredita-se que isso ocorra, 

pois o isômero cis é mais estável quimicamente que o isômero trans (Keukeleire, 

2000). Contudo, apenas cerca de 50% -ácidos são isomerizados, e 
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aproximadamente 25% dos iso--ácidos não são degradados durante o processo de 

fabricação da cerveja (Bamforth, 2000). Os iso--ácidos são compostos mais 

amargos e mais hidrossolúveis do que as moléculas precursoras, sendo os 

principais compostos responsáveis pelo amargor da cerveja (Verzele, 1986; 

Vanderhaegen et al, 2006; Intelmann et al., 2009). Além dessas duas características, 

os iso--ácidos ainda auxiliam na estabilização da espuma da cerveja e também 

apresentam atividade antibacteriana (Caballero et al., 2012).  

Figura 6. Isomerização de α-ácido em iso-α-ácido. 
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Fonte: própria autora. 
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3.5.1. Compostos nitrogenados  

 

Recentemente foram identificadas em cerveja algumas classes de compostos 

nitrogenados provenientes da cevada, do milho, do trigo e do centeio, como 

fenolamidas e benzoxazinoides (Pihlava, 2014; Pihlava & Kurtelius, 2016). Dentro da 

classe das fenolamidas pode-se citar as agmatinas (Figura 7), metabolitos 

secundários produzidos em resposta ao estresse causado por patógenos e 

condições ambientais desfavoráveis (Facchini, et al., 2002). As agmatinas ligadas a 

ácidos hidroxicinâmicos são produtos da ligação covalente entre o grupo carboxílico 

de ácidos hidroxicinâmicos e agmatina (Pihlava, 2014).  

Figura 7. Estrutura química de agmatinas ligadas a ácidos hidroxicinâmicos. 
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O
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 Fonte: própria autora. 

As amidas de ácido hidroxicinâmico também são compostos da classe das 

fenolamidas que podem estar presentes na cerveja. Como exemplo, pode-se citar o 

feruloilputrescina, o cumaroilespermidina, o cafeiolespermidina, o feruloil 

espermidina e o cafeoilferuloil espermidina (Pihlava, 2014). Esses compostos são 

produtos da ligação covalente entre o grupo carboxílico de ácidos hidroxicinâmicos e 

cadeias de poliaminas alifáticas, como espermidina, espermina e putrescina (Figura 
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8). Assim como as agmatinas ligadas a ácidos hidroxicinâmicos as amidas de ácido 

hidroxicinâmico são metabólitos secundários produzidos naturalmente pelas plantas 

durante o seu desenvolvimento e em situações de estresse (Edreva et al., 2007). 

Figura 8. Reação entre cumaroil-CoA e espermidina, catalisada pela enzima espermidina 

hidroxicinamoil transferase, dando origem a p-cumaroil espermidina. 
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Fonte: própria autora. 

Os benzoxazinoides são fitoanticipinas constitutivas, ou seja, são metabólitos 

secundários produzidos por espécies de plantas da família Poaceae (Gramineae), 

como cevada, milho, trigo e centeio, antes do ataque de patógenos (Frey et al., 

2009; Ahmad et al., 2011). Como essas espécies de plantas são utilizadas na 

fabricação de cerveja, os benzoxazinoides podem estar presentes nessa bebida 

(Pihlava & Kurtelius, 2016). Esses compostos apresentam um anel aromático 

conjugado com heterociclo dissubstituído, como é ilustrado na Figura 9 (Sicker et 

al., 2000).   

Os produtos finais da biossíntese dos benzoxazinoides são compostos 

glicosilados, pois a glicosilação diminui a toxicidades dessas moléculas para as 

células das plantas. Entretanto, quando as células são rompidas por ataques de 

patógenos ou de animais os bezoxazinoides glicosilados são convertidos as suas 

formas agliconas (Frey et al., 2009). Os possíveis mecanismos de ação descritos 

sugerem que compostos como DIBOA reagiriam com grupos nucleofílicos NH2 e SH 

de biomoléculas presentes em bactérias, fungos e insetos. Mais detalhadamente, os 

benzoxazinoides atuariam reduzindo o transporte de elétrons nas mitocôndrias e nos 
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cloroplastos e reduzindo a atividade da glutationa S-transferase (enzima 

antioxidante), por exemplo (Sicker et al., 2000). 

Figura 9. Estrutura química dos benzoxazinoides. 

O

N

OH

O

OH

O

N
H

OH

O

O

N
H

OH

O

O
CH3

O

N O

OH

OH

O
CH3

O

N
H

OH

O

OH

HMBOA DIMBOA DHBOA

HBOA DIBOA

 

Fonte: própria autora. 
Nota: HMBOA (2-hidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona), DIMBOA (2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-
benzoxazin-3-ona), DHBOA (2,7-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona), HBOA (2-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-
ona) e DIBOA (2,4-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Produtos químicos e padrões 

 

Os seguintes solventes e reagentes foram utilizados: acetonitrila grau HPLC 

(J.T. Baker), ácido fórmico P.A. (Merck), ácido clorídrico 6M (Neon), iso-octano grau 

HPLC e espectrometria UV (Vetec) e ácido acético glacial (Neon). A água utilizada 

foi água ultrapura (Milli-Q) produzida por um sistema Millipore. Os padrões de ácido 

gálico, ácido hidroxibenzóico, catequina, epicatequina, ácido 5-cafeioilquínico, ácido 

caféico, ácido cumárico, ácido ferúlico, rutina, isoxanthohumol, kaempferol, 

quercetina anidra e quercetina-3-O-glicosídeo (pureza 97-99%) foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich. 

 

4.2. Amostragem 

 

Três estilos de cervejas artesanais foram analisados neste estudo, 

nomeadamente: India Pale Ale (IPA), Pilsen e Weiss. As amostras foram obtidas por 

doação de cervejarias artesanais ou por compra em supermercados da região 

metropolitana de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Ainda, foi analisada uma 

cerveja não artesanal do estilo American Lager, sendo obtida por meio de compra 

em supermercado. Os nomes das empresas foram omitidos e as amostras estão 

apresentadas por códigos. Três garrafas de três lotes de produção foram adquiridas 

para cada um dos três estilos de cerveja (Tabela 6).   

A escolha dos estilos de cervejas que seriam avaliados nesse trabalho foi 

definida após a realização de pesquisa de comercialização de cervejas artesanais 

na região de Porto Alegre. Para isso, entrou-se em contato via telefone ou por visita 

às indústrias e distribuidoras de cervejas artesanais. 

O conteúdo das garrafas foi homogeneizado, desgaseificado em ultrassom e 

filtrado em filtro de papel filtro qualitativo. As amostras foram congeladas em tubos 

de polipropileno por imersão nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C para análises 

posteriores. 



39 
 

Tabela 6. Estilo, código do lote e informações descritas no rótulo das cervejas 
analisadas.  

Estilo de cerveja 
Código do lote 

(contendo três garrafas) 
Corb 

Teor alcoólicob 
(%,v/v) 

IPA MJ1 Clara 4,5 
IPA MJ2 Clara  4,5 
IPA MJ3 Clara 4,5 
IPA FI1 Escura 6,5 
IPA FI2 Escura 6,5 
IPA FI3 Escura 6,5 
IPA TI1 Clara 8,6 
IPA TI2 Clara  8,6 
IPA TI3 Clara 8,6 

Pilsen DP1 n.d. 5 
Pilsen DP2 n.d. 5 
Pilsen DP3 n.d. 5 
Pilsen FP1 Clara 4,5 
Pilsen FP2 Clara 4,5 
Pilsen FP3 Clara 4,5 
Pilsen TP1 Clara 5 
Pilsen TP2 Clara 5 
Pilsen TP3 Clara 5 

American Lager CP1a n.d. 4,7 
American Lager CP2a n.d. 4,7 
American Lager CP3a n.d. 4,7 

Weiss DW1 n.d. 5 
Weiss DW2 n.d. 5 
Weiss DW3 n.d. 5 
Weiss FW1 Clara 5 
Weiss FW2 Clara 5 
Weiss FW3 Clara 5 
Weiss TW1 Clara 5,3 
Weiss TW2 Clara 5,3 
Weiss TW3 Clara 5,3  

Nota: aCerveja não artesanal;bDescrições do rótulo. n.d. = não descrito no rótulo. 

  

Devido uma das empresas não pasteurizar as amostras de cerveja do estilo 

IPA, realizou-se a pasteurização conforme o dossiê técnico do SBRT (Serviço 

Brasileiro de Resposta Técnicas), com ligeiras modificações. As garrafas foram 

colocadas em um recipiente metálico, aquecidas até 60°C e mantidas por 20 min 

dentro do recipiente fechado com tampa. A seguir, as garrafas foram resfriadas com 

água corrente até temperatura ambiente (~ 27°C). 

 

4.3. Características físico-químicas 
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4.3.1. Cor 

 

A cor foi avaliada conforme método descrito por Spearot (2016) com algumas 

modificações. Brevemente, após desgaseificação a amostra foi centrifugada a 3000 

g por 5 min e o sobrenadante foi recolhido e diluído em água ultrapura. A 

absorbância a 430 nm da solução diluída foi determinada em espectrofotômetro UV-

VIS (Shimadzu UV Spectrophotometer UV1800) em cubeta de quartzo de 10 mm 

contra um branco de água ultrapura. Os resultados foram expressos em EBC 

(European Brewery Convention) utilizando a seguinte fórmula: EBC = 25 x fator de 

diluição x Abs430nm. 

 

4.3.2. Amargor 

 

O amargor foi avaliado utilizando o método definido pela EBC (2004) de 

extração com iso-octano, com pequenas modificações. Após sonicação, 2,5 mL de 

cada amostra foram acidificados com 125 L de HCl 6 M e foram adicionados 5 mL 

de iso-octano. A seguir, a amostra foi agitada em agitador de rolos a 100 rpm por 

15min a 20°C e centrifugada a 3000 g por 3 min. A absorbância da camada de iso-

octano foi medida em espectrofotômetro UV-VIS (Shimadzu UV Spectrophotometer 

UV1800) em cubeta de quartzo de 10 mm contra um branco de isooctano. Os 

resultados foram expressos em IBU (International Bitterness Units) utilizando a 

fórmula IBU = 50 x Abs275nm. 

 

4.3.3. Grau Alcoólico e Extrato Primitivo 

 

A determinação do grau alcoólico e do extrato primitivo foram realizados em 

densímetro eletrônico acoplado a espectrômetro NIR (Near Infra-red) (Alcolyzer 

Beer) no Laboratório de Análises Agropecuárias do Rio Grande do Sul (LANAGRO-
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RS). Os resultados do grau alcoólico e do extrato primitivo serão expressos em 

porcentagem de etanol e graus Plato, respectivamente. 

 

4.3.4. Análise Estatística  

 

Os dados das análises físico-químicas relativos a cor, amargor, teor alcoólico 

e extrato primitivo foram analisados por meio de análise de variância (ANOVA) de 

um fator e complementadas pelo teste de Tukey, com 95% de confiabilidade, 

utilizando o programa Microsoft Excel 2007 com a biblioteca Real Statistics1. 

 

4.4. Determinação de compostos fenólicos e nitrogenados 

 

4.4.1.  Semi-purificação para análise em HLPC-DAD-ESI-MS/MS  

 

Previamente às análises dos compostos fenólicos e nitrogenados, as 

amostras de cerveja foram purificadas por extração em fase sólida (SPE) utilizando o 

método de Rada-Quifer e colaboradores (2015) com pequenas modificações. 

Inicialmente, as amostras foram descongeladas e o etanol foi evaporado em 

evaporador rotatório. Os cartuchos de SPE Oasis® MAX 30 mg foram ativados com 1 

mL de metanol e condicionados com 1 mL de solução de acetato de sódio (50 mM, 

pH 7). A seguir, foram adicionados 2 mL de cerveja desalcoolizada e acidificada com 

34 L de ácido clorídrico (38%). Os cartuchos foram lavados com 1 mL de solução 

de acetato de sódio (50 mM, pH 7) contendo 5% de metanol com o objetivo de 

remover compostos interferentes, tais como açúcares e outras moléculas de elevada 

massa molecular. Os compostos fenólicos e nitrogenados foram eluídos com 1800 

L de metanol acidificado com 2% de ácido fórmico em frasco âmbar e 

armazenados a -20°C até a injeção no sistema de cromatografia de alta eficiência 

                                            
1
 Disponível no site <http://www.real-statistics.com/> 
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com detector de rearrajo de diodos acoplado a espectrômetro de massas contendo 

uma fonte de ionização electrospray (HPLC-DAD-ESI-MS/MS).  

Previamente à injeção no HPLC-DAD-ESI-MS/MS, a amostras foram secas 

em evaporador rotatório e o extrato seco obtido foi reconstituído com 1 mL de água 

acidificada (0,5% de ácido fórmico) e filtrado em membrana de acetato de celulose 

de diâmetro 0,22 µm. 

Anteriormente a aplicação da SPE foi realizado um ensaio prévio para estimar 

a recuperação de quatro compostos fenólicos de diferentes classes em cartuchos 

Oasis® MAX. Para isso, adicionou-se uma concentração conhecida dos padrões de 

ácido gálico (24 mg.L-1), ácido cumárico (12 mg.L-1), catequina (45 mg.L-1) e rutina 

(18 mg.L-1) a uma amostra de cerveja. As recuperações e os desvios padrões dos 

compostos fenólicos foram as seguintes: ácido gálico 66%  8, ácido cumárico 93% 

 8, catequina 62%  12 e rutina 113%  5. 

 

4.4.2. Determinação dos compostos fenólicos e nitrogenados por 

HPLC-DAD-ESI-MS/MS 

 

A determinação dos compostos fenólicos e nitrogenados foi realizada em 

HPLC da Shimadzu (Quioto, Japão) contendo duas bombas LC–20AD, 

desgaseificador DGU-20A, injetor automático SIL20AHT, detector de rearranjo de 

diodos SPD-M20A (DAD) e forno CTO-20A conectado em série a um espectrômetro 

de massas (MS) da Bruker Daltonics (micrOTOF-Q II, Bremen, Alemanha) com fonte 

de ionização electrospray (ESI). Os compostos fenólicos e nitrogenados foram 

separados em uma coluna Synergi C18 (4 m, 250 x 4,6 mm) com um fluxo de 0,7 

mL.min-1 a 29 °C, com fase móvel consistindo de água: ácido fórmico (99,5:0,5, v/v) 

(solvente A) e acetonitrila:ácido fórmico (99,5:0,5, v/v) (solvente B) em gradiente 

linear (Rodrigues et al., 2013). Os espectros foram obtidos entre 200 e 600 nm e os 

cromatogramas processados a 280, 320 e 360 nm. O eluato da coluna foi dividido de 

forma que apenas 0,35 mL.min-1 entrou na interface ESI. Os espectros de massas 

foram adquiridos com um scan range de m/z 100 a 800. Os parâmetros do MS foram 
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os seguintes: fonte ESI nos modos de ionização positivo e negativo; voltagem do 

capilar: 2000 V; end plate offset: -500 V; saída do capilar: -110 V; temperatura e 

fluxo do gás de secagem 310 °C e fluxo: 8 L.min-1; pressão do gás nebulizador: 30 

psi; o MS2 foi realizado no modo automático com a energia de fragmentação 

variando de  35 a 50 eV. Os compostos fenólicos foram identificados considerando 

os seguintes parâmetros: ordem de eluição em coluna C18, características espectrais 

do UV-vis - comprimento de onda máximo de absorção (máx), comparação com 

padrões analíticos, comparação com as características espectrais de MS dos 

padrões analíticos analisados nas mesmas condições. O tempo de retenção, o UV-

vis e os dados do espectro de massas de 13 padrões de compostos fenólicos foram 

usados para confirmar a presença ou ausência dos compostos fenólicos presentes 

nas amostras (Apendice C - Tabela S1). Os compostos fenólicos e nitrogenados que 

foram tentativamente identificados consideraram-se os parâmetros de ordem de 

eluição em coluna C18, características espectrais do UV-vis — comprimento de onda 

máximo de absorção (máx) — e dados massa exata e características espectrais de 

MS disponíveis na literatura (Clifford et al., 2003; Ferreres et al., 2003; Mullen et al., 

2003; Del Rio et al., 2004; Bravo et al.; 2006; Dou et al., 2007; Gardana et al., 2007; 

Sun et al., 2007; Bonaccorsi et al., 2008; Gruz et al., 2008 ; Ceslová et al., 2009; Liu 

et al., 2009; Pawlowska et al., 2009; Svensson et al., 2010; Roowi e Crozier, 2011; 

Zimmermann et al., 2011; Farag et al., 2012; Rockenbach et al., 2012; Rodrigues et 

al., 2013; Brito et al., 2014; Pihlava, 2014; Carvalho et al., 2015; Coutinho et al., 

2015; Dong et al., 2015; Rada-Quifer et al., 2015; Spínola et al., 2015; 

Ambigaipalan et al., 2016; Bruijn et al., 2016; Pihlava & Kurtelius, 2016; Sisó-

Terraza et al., 2016). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Características físico-químicas 

 

As características de cor, amargor, teor alcoólico e extrato primivivo foram 

analisadas estatisticamente conforme descrito na Seção 4 item 4.4. Os resultados 

são apresentados na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Valores médios e desvio padrão (n=3) das análises de cor, amargor, teor 

alcoólico e extrato primitivo em cervejas artesanais. 

Estilo Amostra Cor (EBC) Amargor (IBU) 
Teor alcoólico 

(%, v/v) 

Ext. primitivo 

(°Plato) 

IPA MJ1 10a  0,05 56a 
 3,92 4,9a  0,04 12a 

 0,08 

IPA MJ2 12b  0,24 52a 
 0,08 4,3b  0,18 11b  0,27 

IPA MJ3 12b 0,06 45b 
 0,80 5,2c  0,01 12c  0,03 

IPA 
MJ 

(média) 
11B 51A 4,8B 12B 

IPA FI1 50a 
 0,86 56a 

 1,36 5,7a  0,4 13a 
 0,08 

IPA FI2 23b  0,37 58a 
 2,28 6,8b  0,55 15b  0,23 

IPA FI3 25b  0,06 54a 
 2,62 6,2c  0,06 15b  0,09 

IPA FI (média) 33A 56A 6,2A 14A 

IPA TI1 15a  0,10 56a 
 0,71 5,0a  0,06 12a  0,12 

IPA TI2 17b  0,09 63b 
 0,72 6,7b  0,02 14b  0,03 

IPA TI3 18c  0,11 73c 
 2,82 7,2c  0,03 11c  0,06 

IPA TI (média) 17B 64B 6,3A 12B 

(continua) 
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Pilsen DP1 14a 
 0,06 35a 

 0,60 5,4a  0,10 13a  0,20 

Pilsen DP2 11b 
 0,02 31b 

 0,45 5,2b  0,02 12b  0,07 

Pilsen DP3 9c 
 0,04 38c 

 2,06 5,3b  0,02 13a  0,04 

Pilsen 
DP 

(média) 
11A 35B 5,3B 13B 

Pilsen FP1 12a 
 0,08 20a 

 0,49 4,9a  0,10 11a  0,19 

Pilsen FP2 11a 
 0,26 22b 

 0,65 5,5b  0,02 11b  0,08 

Pilsen FP3 12a 
 0,05 18c 

 0,18 4,7c  0,08 11a  0,06 

Pilsen 
FP 

(média) 
11A 20A 5,0A 11A 

Pilsen TP1 13a 
 0,07 15a 

 0,67 5,6a  0,01 13a  0,11 

Pilsen TP2 13b 
 0,07 18b 

 0,48 5,1b  0,05 13b 0,04 

Pilsen TP 3 10c 
 0,04 22c 

 0,68 4,7c  0,04 12c  0,01 

Pilsen 
TP 

(média) 
12A 18A 5,1A,B 13B 

American 

Lager 
CP1 5,4a 

 0,05 6,5a  0,29 4,3a  0,05 10,38a  0,12 

American 

Lager 
CP2 5,5a  0,01 6,6a  0,43 4,4a  0,02 10,51a  0,04 

American 

Lager 
CP3 5,6a  0,06 6,9a  0,37 4,2a  0,00 10,45b  0,00 

American 

Lager 

CP 

(média) 
- - - - 

  

(continuação) 
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Weiss DW1 14a  0,02 11a 
 0,34 4,7a  0,37 11a  0,61 

Weiss DW2 14b 
 0,05 12b 

 0,35 4,9a  0,05 11a 
 0,09 

Weiss DW3 13c 
 0,02 14c 

 0,25 4,9a  0,07 11a  0,14 

Weiss 
DW 

(média) 
14A 12A 4,8A,B 11A 

Weiss FW1 18a 
 0,23 15a 

 0,70 5,4a  0,15 12a  0,26 

Weiss FW2 11b 
 0,04 19b 

 0,05 5,1b  0,03 11b  0,07 

Weiss FW3 10b 
 0,15 7c 

 0,22 4,6c  0,14 11c  0,21 

Weiss 
FW 

(média) 
13A 14A 5,0A 11A 

Weiss TW1 10a 
 0,05 9a 

 0,13 4,1a  0,08 11a  0,23 

Weiss TW2 9b 
 0,09 10b 

 0,09 5,2b  0,06 13b  0,14 

Weiss TW3 11c 
 0,03 16c 

 0,43 4,7c  0,16 13b  0,23 

Weiss 
TW 

(média) 
10B 12A 4,7B 12B 

Notas: Ext. primitivo = extrato primitivo. Letras minúsculas representam se há ou não 
diferença estatística entre os lotes de cada estilo de cada empresa. Letras maiúsculas 
representam se há ou não diferença estatística entre mesmos estilos de cada empresa.  
 

Em geral, os três estilos de cerveja artesanal estudados possuem diferença 

em relação a cor, amargor, teor alcoólico e extrato primitivo entre ao menos dois 

lotes de cada empresa (Tabela 7). Isso indica que frequentemente não há uma 

padronização na produção de cada lote das empresas analisadas. No entando, a 

cerveja não artesal (American Lager) não apresentou diferença estatística 

significante entre cor, amargor e teor alcoólico, evidenciando uma melhor 

padronização dos lotes.  Comparando as empresas que produzem o mesmo estilo 

de cerveja (Tabela 7), pode-se constatar que há diferença estatística na cor entre 

duas empresas dos estilos IPA e Weiss, no amargor entre duas empresas do estilo 

Pilsen, no teor alcoólico e no extrato primitivo entre duas empresas dos estilos IPA, 

Pilsen e Weiss. Esses dados mostram que mesmo entre as cervejas dos mesmos 

(conclusão) 
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estilos, normalmente, há diferenças entre a cor, amargor, teor alcoólico e/ou extrato 

primitivo entre diferentes empresas. A explicação para esse fato pode ser a 

utilização de matérias primas e métodos de produção diferentes em cada empresa. 

Seguindo os parâmentros descritos no Decreto nº 6.871, todas as amostras 

apresentaram resultados da análise de cor compatíveis com os dados descritos nos 

rótulos (Tabela 6), mesmo ocorrendo discrepanciais entre alguns lotes da mesma 

empresa. Com relação ao teor alcoólico, apenas as amostras das empresas DP, CP, 

DW e FW apresentaram todos os lotes dentro do limite de tolerância de diferença 

(0,5%, v/v) do resultado obtido experimentalmente do valor descrito no rótulo. As 

demais cervejarias apresentaram ao menos um lote que ultrapassou o limite de 

tolerância, sendo que cervejaria TI obteve os resultados mais divergentes, nos quais 

todos os lotes excederam o limite de tolerância. 

 

5.2. Determinação compostos de fenólicos por HPLC-DAD-ESI-MS/MS 

 

Um total de 57 compostos fenólicos foi identificado ou tentativamente 

identificado (Tabela 8), o que é similar ao número de compostos fenólicos 

encontrados por outros autores em cerveja (Callemien & Collin, 2010). Os espectros 

de massas dos compostos fenólicos estão presentes no Apêndice A. Na primeira 

parte deste trabalho será discutida a identificação dos compostos fenólicos e na 

segunda parte será discutida a possível origem dos compostos fenólicos que foram 

encontrados pela primeira vez em cerveja. Além disso, será discutida a importância 

desses compostos nas características sensoriais da cerveja e os possíveis 

benefícios à saúde associados à presença desses compostos. 

Os compostos 1 e 9 foram tentativamente identificados como ácido 

dimetoxibenzóico I e II (MM = 182,0579). No modo de ionização negativo, o espectro 

de massas mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 181,0533 e o espectro 

MS2 mostrou a m/z 163,0443 [M-H-18]-, correspondendo à perda de uma molécula 

de água (H2O), m/z 135,0481 [M-H-18-28]-, correspondendo à perda de uma 

molécula de H2O e monóxido de carbono (CO), e m/z 119,0532 [M-H-18-44]-, 
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correspondendo à perda de uma molécula de H2O e dióxido de carbono (CO2). 

Esses dados são similares aos relatados na literatura (Zimmermann et al., 2011). 

Os compostos 2, 4 a 6, 8 e 12 formam tentativamente identificados como 

derivados do ácido dihidroxibenzóico (MM = 154,0266). Esses compostos 

apresentaram massa exata similar à relatada na literatura (Rada-Quifer et al., 2015) 

e a ordem de eluição foi seguida conforme Liu e colaboradores (2009). No modo de 

ionização negativo o espectro de massas do ácido 2,4- dihidroxibenzóico, composto 

8, mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 153,0219 e o espectro MS2 

mostrou a m/z 109,0294 [M-H- 44]-, correspondendo a perda característica de CO2, 

frequentemente relatada em compostos derivados do ácido hidroxibenzóico (Rada-

Quifer et al., 2015). 

As moléculas derivadas da (epi) catequina foram tentativamente identificadas 

como (epi) catequina hexosídeo I, II e II (compostos 7, 13 e 14) e (epi) galocatequina 

I e II (compostos 11 e 15). As (epi) catequinas hexosídeo I e III apresentaram 

espectro UV-visível similares aos padrões de (epi) catequinha e massa exata similar 

ao relatado na literatura (Rada-Quifer et al., 2015). No modo de ionização negativo, 

o espectro de massas do composto 7 mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 

451,1283 e o espectro MS2 mostrou a m/z 289,0757 [M-H-162]-, correspondendo à 

perda de um resíduo de hexose. No modo positivo, o espectro de massa mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 453,1276 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

291,0785 [M+H-162]+, correspondendo à perda de um resíduo de hexose. Com 

relação a (epi) galocatequina I, no modo de ionização negativo, o espectro de 

massas mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 305,0690 e o espectro MS2 

mostrou a m/z 261,0752 [M-H-44]-, correspondendo a perda de CO2, a m/z 221,048 

[M-H-84]-, perda de C4H4O2 referente a clivagem do anel A de flavanol,  e m/z 

179,0406 [M-H-126]-, perda de C6H6O3 referente a fissão de anel heterocíclico, 

mesma fragmentação relatada na literatura (Del Rio et al., 2004; Bravo et al.; 2006; 

Dou et al., 2007).  

O composto 10 foi identificado como ácido 3-cafeoilquínico (MM = 354,0951). 

Esse composto apresentou massa exata similar, espectro de MS e MS2 compatíveis 

com o padrão de ácido 5-cafeoilquínico, sendo que a ordem de eluição foi 

determinada conforme dados relatados na literatura (Rada-Quifer et al., 2015). 



Tabela 8. Características cromatográficas e espectroscópicas, obtidas por HPLC-DAD-ESI-MS/MS, de compostos fenólicos em cerveja  
artesanal. 
  

Composto Nome 
tR 

(min)a 
λmax (nm)b [M-H]- MS2 (-) (m/z)c [M+H]+ MS2 (+) (m/z)c Referênciad 

1 Ácido 

dimetoxibenzóico I 
4,2 n.d. 181,0787 

163,0630/ 

134,9913/ 

119,0388 

n.d. n.d. 
Zimmermann et al., 

2011 

2 Ácido 3,5-

dihidroxibenzóico 
11,8 n.d. 153,0219 n.d. n.d. n.d. Liu et al., 2009 

3 Ácido gálico 11,9 270 169,0162 125,0265 (fonte) n.d. n.d. Padrão analítico 

4 Ácido 3,4-

dihidroxibenzóico 
13,5 n.d. 153,0215 n.d. n.d. n.d. Liu et al., 2009 

5 Ácido 2,5-

dihidroxibenzóico 
15,5 n.d. 153,0223 n.d. n.d. n.d. Liu et al., 2009 

6 Ácido 2,6-

dihidroxibenzóico 
15,8 n.d. 153,0210 n.d. n.d. n.d. Liu et al., 2009 

7 (Epi) Catequina 

hexosídeo I 
16,9 277 451,1283 289,0757 453,1276 

291,0785/ 

165,0495/ 

139,0356/ 

123,0368 

Rada-Quifer et al., 

2015 

8 Ácido 2,4-

dihidroxibenzóico 
17,1 261 153,0219 109,0321 n.d. n.d. Liu et al., 2009 

(continua) 
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9 Ácido 

dimetoxibenzóico II 
17,3 n.d. 181,0538 

163,0427/ 

135,0469/ 

119,0532 

n.d. n.d. 
Zimmermann et al., 

2011 

10 Ácido 3-

cafeoilquínico 
17,7 n.d. 353,0906 

191,0590/ 

179,0321/ 

135,0493 

n.d. n.d. 
Rada-Quifer et al., 

2015 

11 (Epi) Galocatequina 

I 
17,8 n.d 305,0690 

261,0752/ 

221,0481/ 

179,0406/ 

125,0262 

n.d. n.d. 

Dou et al., 2007; 

Del Rio et al., 2004; 

Bravo et al.; 2006 

12 2,3-Ácido 

dihidroxibenzóico 
18,2 n.d. 153,0191 n.d. n.d. n.d. Liu et al., 2009 

13 (Epi) Catequina 

hexosídeo II 
18,7 n.d. 451,1341 289,0795 n.d. n.d. 

Rada-Quifer et al;, 

2015 

14 (Epi) Catequina 

hexosídeo III 
20,0 277 451,1292 289,0757 453,1255 

291,0769/ 

165,0466/ 

139,0349/ 

123,0438 

Rada-Quifer et al., 

2015 

15 (Epi) Galocatequina 

II 
20,1 276 305,0701 n.d. n.d. n.d. 

Dou et al., 2007; 

Del Rio et al., 2004; 

Bravo et al.; 2006 

(continuação) 
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16 Ácido 3-p-

cumaroilquínico 
21,1 n.d. 337,0960 163,0430 n.d. n.d. Clifford et al., 2003 

17 Ácido 

hidroxibenzóico I 
21,2 n.d. 137,0272 n.d. n.d. n.d. 

Rada-Quifer et al., 

2015 

18 Proantocianidina B 

dímero I 
21,4 n.d. 577,1370 n.d. n.d. n.d. Spínola et al., 2015 

19 Taxifolin hexosídeo I 21,5 n.d. 465,1445 303,0918 n.d. n.d. 
Svensson et al., 

2010. 

20 Proantocianidina B 

dímero II 
21,9 n.d. 577,1338 n.d. n.d. n.d. 

Spínola et al., 

2015. 

21 Ácido 5-

cafeoilquínico 
22,1 n.d. 353,0901 191,0590 n.d. n.d. Padrão analítico 

22 Ácido 

hidroxibenzóico II 
22,5 n.d. 137,0264 n.d. n.d. n.d. Padrão analítico 

23 Catequina 22,7 281 289,0756 

245,0863/ 

203,0717/ 

179,0373/ 

125,0280 

291,0762 

165,0511/ 

139,0352/ 

123,0368 

Padrão analítico 

24 Ácido 3-

feruloilquínico 
22,8 281 367,1076 

193,0534/ 

173,0474 
n.d. n.d. Clifford et al., 2003 

(continuação) 

(continuação) 
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25 Proantocianidina B 

dímero III 
23,3 296 577,1411 

451,1076/ 

425,0931/ 

407,0808/ 

161,0225/ 

125,0264 

579,1359 
427,0898/  

127,0332 
Spínola et al., 2015 

26 Taxifolin hexosídeo 

II 
23,7 n.d. 465,1445 n.d. n.d. n.d. 

Svensson et al., 

2010 

27 

Quercetina 

hexosídeo 

rutinosídeo 

24,2 n.d. 771,2025 n.d. 773,1894 

465,0881/ 

303,0424/ 

129,0509 

Brito et al., 2014; 

Roowi e Crozier, 

2011 

28 Proantocianidina B 

dímero IV 
24,7 n.d. 577,1361 n.d. n.d. n.d. Spínola et al., 2015 

29 Epicatequina 24,7 281 289,0748 

245,0862/ 

205,0533/ 

125,0273 

291,0773 

207,0562/ 

165,0492/ 

139,0351/ 

123,0367 

Padrão analítico 

30 Ácido caféico 24,7 329 179,0382 135,0471 n.d n.d. Padrão analítico 

(continuação) 
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31 

Apigenina-C-

glicosídeo-C-

pentosídeo I 

24,9 329 563,1446 n.d. 565,1381 

547,1272 / 

529,1161/ 

457,1009/ 

445,1013/ 

427,0862 

Dou et al., 2007;   

Rada-Quifer et al., 

2015 

32 Proantocianidina B 

dímero V 
25,0 n.d. 577,1405 n.d. n.d. n.d. Spínola et al., 2015 

33 Ácido 4-p-

coumaroilquínico 
25,0 n.d. 337,0919 

173,0483/ 

163,0419 
n.d. n.d. 

Clifford et al., 2003; 

Fang et al., 2002 

34 

Apigenina-C-

hexosídeo-

pentosídeo II 

25,2 329 563,1448 175,0439 n.d. n.d. 

Dou et al., 2007;   

Rada-Quifer et al., 

2015 

35 Quercetina di-

hexosídeo 
25,7 332 625,1472 

593,1563/ 

579,3041/ 

463,0930/ 

301,0301 

n.d. n.d. 

Mullen et al., 2003; 

Bonaccorsi et al., 

2008 

(continuação) 
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36 

Apigenina-C-

hexosídeo-O-

hexosídeo 

25,7 332 593,1571 n.d. 595,1484 

577,1388/ 

475,1112/ 

433,1005/ 

415,0911/ 

367,0695/ 

313,0614 

Rada-Quifer et al, 

2015 

37 Ácido 4-

feruloilquínico 
26,4 332 367,1072 

193,0555/ 

173,0492/ 

155,0335 

n.d. n.d. Clifford et al., 2003 

38 Ácido cinâmico 27,0 289 147,0479 
119,0520/ 

103,0582 
n.d n.d. 

Gardana et al, 

2007; Gruz et al, 

2008 

39 Derivado de ácido 

cinâmico 
27,1 289 353,1103 

165,0622/ 

147,0494 
n.d. n.d.  

40 Ácido 5-

feruloilquínico 
27,5 n.d. 367,1080 

191,0588/ 

173,0490 
n.d. n.d. Clifford et al., 2003 

41 

Apigenina-6,8-C-

diarabinosídeo 

 

28,0 257 e 357 533,1923 

443,1639/ 

413,1492/ 

353,1242/ 

323,1179/ 

293,1076 

535,1827 

463,1506/ 

445,1366/ 

421,1349/ 

397,1357/ 

367,1294 

Coutinho et al, 

2016 

(continuação) 
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42 Rutina 28,1 358 609,1515 n.d. 611,1435 

465,0879/ 

303,0406/ 

129,0500 

Padrão analítico 

43 

Apigenina-C-

hexosídeo (vitexin 

ou isovitexin) 

28,9 n.d. 431,1019 
341,0662/ 

311,0595 
n.d. n.d. 

Ferreres et al, 

2003; Ağalaret al, 

2018 

44 

Apigenina-C-

hexosideo-O-

hexosideo II 

29,5 289 593,1548 n.d. 595,1454 n.d. 
Rada-Quifer  et al, 

2015 

45 Quercetina-3-O-

glicosídeo 
29,9 257/ 356 463,0936 301,0387 465,0881 303,0413 Padrão analítico 

46 Kaempferol-3-O-

rutinosídeo 
30,1 349 593,1644 285,0490 595,1467 

449,0954/ 

287,0473/ 

129,0519 

Pawlowska et al., 

2009. 

47 Ácido cumárico 30,4 310 163,0428 119,0519 n.d. n.d. Padrão analítico 

48 Kaempferol-3-O-

hexosídeo I 
31,6 n.d. 447,0964 284,0347 449,0941 287,0468/ 

Dou et al., 2007; 

Rada-Quifer et al., 

2015 

49 Kaempferol-3-O-

hexosídeo II 
32,1 323 447,0991 285,0446 449,0941 287,0468 

Dou et al., 2007; 

Rada-Quifer et al., 

2015 

(continuação) 
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Notas: aTempo de retenção em coluna Synergi C18 (4 m). bSolvente: gradiente de 0,5% (v/v) de ácido fórmico em água e acetonitrila com 

0,5% (v/v) de ácido fórmico.cIntensidade relativa do íons com maior abundância no MS2 é mostradado em negrito. dReferência utilizada para 

tentativa identificação de cada composto. n.d. = não detectado. 

50 Isofraxidin 

hexosídeo I 
34,0 n.d. 383,1366 221,0864 n.d. n.d. 

Sisó-Terraza et al., 

2016 

51 Isofraxidin 

hexosídeo II  
34,8 n.d. 383,1391 221,0862 n.d. n.d. 

Sisó-Terraza et al., 

2016 

52 Quercetina 41,5 n.d. 301,0426 

179,0029/ 

151,0079/ 

121,0343 

303,0375 n.d. Padrão analítico 

53 Isoxanthohumol 46,8 n.d 353,1939 
233,0872/ 

119,0516 
n.d. n.d. Padrão analítico 

54 8-Prenilnaringenina 47,2 n.d. 339,2051 n.d. n.d. n.d. Ceslová et al., 2009 

55 Isocohumulona 47,2 n.d. 347,1540 

303,1633/ 

285,1527/ 

207,1060 

n.d. n.d. Ceslová et al., 2009 

56 Xanthohumol 47,3 n.d. 353,2190 n.d. n.d. n.d. Ceslová et al., 2009 

57 Cohumulona 48,1 n.d. 347,1907 
291,1644/ 

235,1371 
n.d. n.d. Ceslová et al., 2009 

(conclusão) 



Entre os derivados do ácido cumárico os compostos 16 e 33 foram 

tentativamente identificados como ácidos 3-p-cumaroilquínico (MM = 338,1002) e 4-

p-cumaroilquínico (MM = 338,1002), respectivamente. Para a identificação tentativa 

desses compostos foi utilizada o ordem de eluição e as características de 

fragmentação das moléculas. Dou e colaboradores (2007), relataram três isômeros 

do ácido p-cumaroilquínico, ésteres formados por ácido p-coumárico com ácido 

quínico nas posições 3, 4 ou 5, sendo que a ordem de eluição em coluna C18 seria 

3, 4 e 5-p-cumaroilquínico. No modo de ionização negativo, o espectro de massas 

do composto 16 mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 337,0960 e o 

espectro MS2 mostrou a m/z 163,0430 [M-H-174]-, correspondendo à perda do 

resíduo de ácido quínico [ácido quínico -18], dados similares aos relatados na 

literatura (Dou et al., 2007; Fang et al., 2002; Clifford et al., 2003). No modo de 

ionização negativo, o espectro de massas do composto 33 mostrou a molécula 

desprotonada [M-H]- a m/z 337,0959 e o espectro MS2 mostrou a m/z 173,0483 [M-

H-164]-, correspondendo à perda de ácido cumárico, e a m/z 163,0438 [M-H-174]-, 

correspondendo à perda do resíduo de ácido quínico [ácido quínico -18], resultados 

similares aos relatados na literatura (Fang et al., 2002; Clifford et al., 2003). 

O composto 17 foi identificado como ácido hidroxibenzóico I (MM =138,0317). 

Esse composto apresentou massa exata similar e espectro de MS2 compatíveis com 

o padrão de ácido hidroxibenzóico (composto 22), dados similares aos relatados na 

literatura (Rada-Quifer et al., 2015). 

Os compostos 18, 20, 25, 28 e 32 foram tentativamente identificados como 

dímeros de proantocianidina B (MM = 578,1424). Há dois mecanismos de 

fragmentação do anel heterocíclico dos flavanols: via Retro-Diels-Alder (RDA) e 

fissão de anel heterocíclico (FAH). No modo de ionização negativo, o espectro de 

massas do composto 25 mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 577,1411 e 

o espectro MS2 mostrou a m/z 451,1076 [M-H-126]-, perda de C6H6O3 

correspondente à FAH, a m/z 425,0931 [M-H-152]-, correspondente ao rearranjo do 

anel heterocíclico pela via de fragmentação RDA, a m/z 407,0808 [M-H-152-18]- e a 

m/z 289,0764 [M-H-288]-, correspondente à perda de uma molécula de catequina, 

mesma fragmentação relatada na literatura (Sun et al., 2006; Dou et al., 2007; 

Rockenbach et al., 2012). 
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Os compostos 19 e 26 foram tentativamente identificados como taxifolin 

hexosídeo I e II (MM = 466,1111). No modo de ionização negativo, o espectro de 

massas do composto 19 mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 465,1445 e 

o espectro MS2 mostrou a m/z 303,0918 [M-H-162]-, correspondendo à perda de um 

resíduo de hexose. Esses dados são similares aos relatado na literatura (Svensson 

et al., 2010). 

Os compostos 24, 37 e 40 foram tentativamente identificados com ácido 3-

feruloilquínico, 4-feruloilquínico e 5-feruloilquínico (MM = 368,1107). As massas 

exatas foram similares à relatada por Rada-Quifer e colaboradores (2015) e a ordem 

de eluição foi determinada pela intensidade dos fragmentos gerados (Clifford et al., 

2003). O espectro de massas do ácido 3-feruloilquínico, no modo de ionização 

negativo, mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 367,1076. O espectro MS2 

mostrou a m/z 193,0534 [M-H-174]-, correspondente à perda do resíduo de ácido 

quínico [ácido quínico –H2O], o espectro MS2 do 4-feruloilquínico mostrou a m/z 

173,0492 [M-H-194]-, correspondente à perda de ácido ferúlico e o espectro MS2 do 

5-feruloilquínico mostrou a m/z 191,0593 [M-H-176]-, correspondendo a perda do 

resíduo de ácido ferúlico [ácido ferúlico-H2O], mesmas características de 

fragmentação relatadas na literatura (Clifford et al., 2003).  

Os compostos 27 e 35 foram tentativamente identificados como quercetina-

hexosídeo-rutinosídeo (MM = 772,2062) e quercetina di-hexosídeo (MM = 

626,1483), respectivamente. O espectro de massas da quercetina-hexosídeo-

rutinosídeo, no modo de ionização positivo, mostrou a molécula protonada [M+H]+ a 

m/z 773,1894 e o espectro MS2 mostrou a m/z 465,0881 [M+H-308]+ (quercetina-3-

O-glicosídeo), correspondendo a perda de rutinose e a m/z 303,0453 [M+H-308-

162]+ (quercetina), correspondendo à perda de rutinose e de um resíduo de hexose, 

fragmentação similar a relatada na literatura (Roowi e Crozier, 2011; Brito et al., 

2014). O espectro de massas da quercetina di-hexosídeo, no modo de ionização 

negativo, mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 625,1472 e o espectro MS2 

mostrou a m/z 463,0930 [M-H-162]-, correspondendo à perda de um resíduo de 

hexose, e a m/z 301,0301 [M-H-162-162]-, correspondendo à perda de dois resíduos 

de hexose, mesmos dados relatados na literatura (Mullen et al., 2003; Bonaccorsi et 

al., 2008). 
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Os compostos 31, 34, 36, 41, 43 e 44 foram tentativamente identificados 

como derivados glicosilados de apigenina. No modo de ionização positivo, o 

composto 31 mostrou a molécula protonada [M+H]+ a m/z 565,1381 e o espectro 

MS2 mostrou a perda de 60 u, 120 u e 90 u, correspondentes à perda do C-

pentosídeo e C-glicosídeo, e a perda de várias moléculas de água, dados similares 

aos relatados na literatura (Rada-Quifer et al., 2015). O composto 36 mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 595,1484 e o espectro MS2 mostrou perda de 120 

u e 90 u, correspondente a perda de C-glicosídeo, perda de 162 u, referente a perda 

de O-glicosídeo, e à perda de várias moléculas de água, dados similares aos 

relatados na literatura (Rada-Quifer et al., 2015).  

O composto 38 foi tentativamente identificado como ácido cinâmico (MM = 

148,0524), tendo apresentado espectro UV-visível e massa exata similar aos 

relatados na literatura (Pubchem2, Gardana et al., 2007). No modo de ionização 

negativo, mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 147,0479 e o espectro MS2 

mostrou a m/z 119,0520 [M-H-28]-, correspondendo à perda de CO, e a m/z 

103,0572 [M-H-44]-, correspondendo à perda de CO2, dados similares aos relatados 

na literatura (Gardana et al., 2007; Gruz et al., 2008).  

Os compostos 46, 48 e 49 foram tentativamente identificados como 

kaempferol-3-O-rutinosídeo (MM = 594,1585) e kaempferol-3-O-glicosídeo I e II (MM 

= 448,1001), respectivamente. Esses compostos apresentaram massa exata, 

espectro de MS e padrões de fragmentação MS2 similares aos relatados na literatura 

(Dou, et al., 2007; Rada-Quifer, et al., 2015). No modo de ionização negativo, o 

composto 46 mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 593,1576 e o espectro 

MS2 mostrou a m/z 285,0437 [M-H-308]-, correspondendo à perda de um resíduo de 

rutinose (Dou et al., 2007, Pawlowska et al., 2009).  

Os compostos 50 e 51 foram tentativamente identificados como isofraxidin 

glicosídeo I e I (7-hidroxi-6,8-dimetoxicoumarina hexosídeo) (MM = 384,1056). No 

modo de ionização negativo, o espectro de massas do composto 50 mostrou a 

molécula desprotonada [M-H]- a m/z 383,1366 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

221,0864 [M-H-162]-, correspondendo à perda de um resíduo de hexose, dados 

similares aos relatados na literatura (Sisó-Terraza et al., 2016). 

                                            
2
 Disponível no site <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/> 
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O composto 53 foi identificado como isoxanthohumol (MM = 354,1467) e o 

composto 56 foi tentativamente identificado como xanthohumol (MM = 354,1467). O 

isoxanthohumol apresentou o mesmo tempo de eluição, espectro de MS e padrões 

de fragmentação MS2 que o padrão de isoxanthohumol, mesmos dados relatados 

anteriormente por Ceslová e colaboradores (2009). Os compostos 54, 55 e 57 foram 

tentativamente identificados pela ordem de eluição e massa exata similar aos 

prenilflavonoides (Ceslová et al., 2009). Ainda, os compostos isocohumulona 

(composto 55) e humulona (composto 57) apresentaram espectro de MS e padrões 

de fragmentação MS2 similares aos relatados na literatura (Ceslová et al., 2009; 

Intelmann et al., 2009).  

Em geral, o perfil qualitativo dos compostos fenólicos das cervejas atesanais 

são similares, presente no Anexo 2, Tabela S2. No entanto, o ácido 3-cafeoilquínico, 

a proantocianidina B dímero V e a isocohumulona estão presentes em apenas uma 

das empresas que poduzem cerveja do estilo Pilsen e ausentes em todas as 

amostras do estilo Weiss. Além disso, o ácido 3-p-cumaroilquínico, o ácido 4-p-

cumaroilquínico, o ácido 5-cafeoilquínico e o ácido cumárico estam ausentes em 

todas as amostras de cervejas do estilo Weiss. Com relação ao perfil qualitativo dos 

compostos fenólicos da cerveja não artesanal, foi verificada a ausência de vinte 

compostos fenólicos, em comparação com os três estilos de cerveja artesanal. Entre 

os compostos ausentes pode-se citar o ácido 3-p-cumaroilquínico, o ácido 4-p-

cumaroilquínico, a quercetina diglicosídeo e a isofraxidin hexosídeo, compostos que 

ainda não haviam sido relatados em cerveja. 

Os compostos derivados do ácido benzóico são frequentemente encontrados 

em cerveja (Callemien & Collin, 2010), contudo os ácidos 2,4-dihidroxibenzóico, 2,3-

dihidroxibenzóico e dimetoxibenzóico (Figura 10) ainda não haviam sido relatados. 

Andersson e colaboradores (2008) e Kim e colaboradores (2007) relataram a 

presença do ácido 2,4-dihidroxibenzóico e do ácido dimetoxibenzóico, 

respectivamente, em cevada, assim pode-se sugerir que a origem desses 

compostos na cerveja seja proveniente dessa matéria-prima. Ainda, outros isômeros 

do ácido dihidroxibenzóico foram identificados em trigo, cevada, centeio e aveia 

(Khakimov et al., 2014), cereais utilizados na fabricação de cerveja. Dessa forma, o 

ácido 2,4-dihidroxibenzóico e o ácido 2,3-dihidroxibenzóico podem também ser 

provenientes de uma ou mais dessas matérias primas. Na cerveja, esses compostos 
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podem auxiliar na proteção contra reações oxidativas e também podem influenciar 

as características sensoriais de adstringência e/ou amargor (Vanderhaegen et al., 

2006; Callemien & Collin, 2010). Além disso, esses compostos podem conferir 

benefícios à saúde, visto que apresentam atividade antioxidante e possível proteção 

cardiovascular (Kondo, 2004; Aron & Shellhammer, 2010; Hung, 2014; Shahidi & 

Ambigaipalan, 2015; Valdés et al.,2015).  

Com relação aos derivados dos ácidos fenólicos ligados ao ácido quínico, já 

havia sido descrita a presença de ácido feruloilquínico, contudo, sem especificação 

do tipo de isômero que estava presente na cerveja (Rada-Quifer et al., 2015). Em 

estudo realizado por Piasecka e colaboradores (2015), na qual foi realizada a 

extração de compostos fenólicos das folhas de cevada, verificou-se a presença do 

ácido 3-feruloilquínico e do ácido 4-feruloilquínico (Figura 10). Ainda, Piasecka e 

colaboradores (2015), observaram a presença de outro derivado dos ácidos 

fenólicos ligado ao ácido quínico que não havia sido descrito em cerveja: o ácido 3-

p-cumaroilquínico (Figura 10). Desse modo, pode-se sugerir que a presença desses 

compostos nas cervejas avaliadas neste trabalho seja devido à existência de 

resquícios de folhas de cevada no malte. Adicionalmente, os ácidos 4-p-

cumaroilquínico e 5-feruloilquínico (Figura 10) (também não descritos em cerveja) 

foram identificados em brácteas do lúpulo, estruturas foliáceas associadas aos 

cones do lúpulo (Tanaka et al., 2014). Normalmente, essas estruturas são 

descartadas, no entanto, não se pode ignorar a possibilidade de haver resquícios de 

brácteas associadas às flores do lúpulo, estando assim presentes na cerveja. Esses 

compostos, assim como os derivados do ácido benzoico (citados acima), podem 

colaborar com efeitos positivos na cerveja e desempenhar efeitos benéficos à saúde 

devido às suas atividades antioxidantes (Vanderhaegen et al., 2006; Okarter & Liu, 

2010).  
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Figura 10. Compostos identificados pela primeira vez em cerveja artesanal. 
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Os compostos quercetina dihexosídeo e taxifolin hexosídeo (dihidroquercetina 

glicosídeo) (Figura 10) ainda não haviam sido relatados em cerveja. Entretanto, 

derivados de quercetina glicosilados foram descritos no lúpulo (Callemien & Collin, 

2010) e em cerveja (Rada-Quifer et al., 2015; Phenol-Explorer3). Ainda, Kang e 

colaboradores (2016) identificaram em sorgo, cereal que pode ser utilizado na 

fabricação de cerveja, tanto taxifolin hexosídeo quanto outros derivados glicosilados 

de quercetina. Possivelmente, esses compostos presentes na cerveja são originários 

do lúpulo e/ou do sorgo, quando este é utilizado. Na cerveja, esses flavonoides 

podem desempenhar papel antioxidante, contribuir com a turbidez causada pela 

ligação com proteínas da cevada e com as características sensoriais de amargor 

(Vanderhaegen, 2006; Aron & Shellhammer, 2010). Estudos demonstram que a 

quercetina pode atuar como antioxidante, anti-inflamatório, antiproliferativo, além de 

contribuir para a atenuação da aterosclerose (Boots et al, 2008; Kleemann et al., 

2011). Apesar da biodisponibilidade dos derivados glicosilados de quercetina ser 

diferente da quercetina livre, seus efeitos antioxidantes são mantidos (Hollman & 

Katan, 1999).  

Anteriormente, foram descritos em cerveja derivados de apigenina (Rada-

Quifer et al., 2015; Phenol-Explorer3), no entanto, ainda não havia sido descrita a 

presença de apigenina-6,8-C-diarabinosídeo (Figura 10). Foi descrita a presença de 

derivados de apigeninas em folhas de cevada (Piasecka et al.,2015), podendo estar 

relacionada com a presença de apigenina-6,8-C-diarabinosídeo na cerveja, visto que 

podem haver resquícios de folhas após a colheita da cevada. Não há relatos de 

como as apigeninas possam atuar na cerveja, contudo pode-se sugerir que atue 

como antioxidante, assim como outros flavonoides. Pesquisas in vitro e in vivo 

demonstraram que a apigenina apresenta atividade antioxidante, antiproliferativa, 

hepato-protetora e antigenotóxica (Leopoldini et al,. 2004; Singh et al., 2004; Yang et 

al., 2013; Ali et al., 2014; Jung, 2014), assim acredita-se que esse derivado possa 

exibir atividades similares.  

Algumas cumarinas foram relatadas em cerveja (Callemien & Collin, 2010; 

Phenol-Explorer2), entretanto a isofraxidin hexosídeo (Figura 10) ainda não havia 

sido relatada. Kumaraswamy e colaboradores (2011) relataram a presença de 

                                            
3
 Disponível no site < http://phenol-explorer.eu/ > 

http://phenol-explorer.eu/
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cumarinas em cevada resistente ao fungo Fusarium, assim pode-se sugerir que a 

presença de isofraxidin hexosídeo esteja relacionada com a cevada. Há poucos 

relatos de cumarinas em cerveja, no entanto, pode-se sugerir que isofraxidin 

hexosídeo apresente atividade antioxidante na cerveja. Foi relatado que cumarinas 

apresentam atividade antioxidante, anti-inflamatória, hepato-protetora e 

anticoagulante (Bilgin et al., 2011; Venugopala et al., 2013; Witaicenis et al.; 2014), 

deste modo pode-se sugerir a possibilidade da isofraxidin hexosídeo apresentar 

atividades semelhantes.  

 

5.3. Determinação de compostos nitrogenados por HPLC-DAD-ESI-MS/MS 

 

Neste trabalho foram tentativamente identificados 16 compostos nitrogenados 

(Tabela 9) por HPLC-DAD-ESI-MS/MS. Os espectros de massas desses compostos 

estão presentes no Apêndice B. Primeiramanete a tentativa identificação dos 

compostos nitrogenados será discutida. Em seguida a possível origem desses 

compostos será abordada. Além disso, será discutida a importância desses 

compostos nas características sensoriais da cerveja e os possíveis benefícios à 

saúde associados à presença desses compostos. 

O composto 2 foi tentativamente identificado como 6-metoxi-2-

benzoxazolinona (MBOA)  (MM = 165,0426), composto da classe dos 

benzoxazinoides. No modo de ionização positivo, o espectro de massas mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 166,0808 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

120,0779 [M+H-46]+, correspondendo à perda de CH2O2, dados similares aos 

relatados na literatura (Bruijn et al., 2016). 

O composto 3 foi tentativamente identificado como  DIBOA-hex (MM = 

343,0903). No modo de ionização negativo, o espectro de massas mostrou a 

molécula desprotonada [M-H]- a m/z 342,0891 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

324,0477 [M-H-18]-, correspondendo à perda de H2O, m/z 162,0233 [M-H-162-18]-, 

correspondendo à perda de um resíduo de hexose e H2O, m/z 134,0278 [M-H-162-

46]-, correspondendo à perda de um resíduo de hexose e CH2O2, dados similares 

aos relatados na literatura (Pihlava & Kurtelius, 2016; Bruijn et al., 2016). 
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O composto 4 foi tentativamente identificado como cumaroil-hidroxi-agmatina 

(MM = 292,1535). No modo de ionização positivo, o espectro de massas mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 293,1525 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

275,1386 [M+H-18]+, correspondendo à perda de H2O, m/z 216,0949 [M+H-44-18-

15]+, correspondendo à perda de CO2, H2O e metila (CH3), e m/z 147,0397 [M+H-

146]+, correspondendo a perda de resíduo de hidroxiagmativa (C5H14N4O), dados 

similares aos relatados na literatura (Pihlava, 2014). 

O composto 5 foi tentativamente identificado como met-cumaroilagmatina 

(MM = 290,1743). No modo de ionização positivo, o espectro de massas mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 291,1364 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

273,1269 [M+H-18]+, correspondendo à perda de H2O, m/z 255,1106 [M+H-18-18]+, 

correspondendo à perda de duas moléculas de H2O, m/z 147,0365 [M+H-144]+, 

correspondendo a perda de resíduo de metil agmativa (C6H16N4) e m/z [M+H-164]+, 

correspondendo a perda de resíduo de ácido cumárico ligado a uma amina primária 

(C9H10NO2), dados similares aos relatados por Pihlava (2014). 

O composto 6 foi tentativamente identificado como feruloilputrescina (MM 

=264,1474). No modo de ionização positivo, o espectro de massas mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 265,1482 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

177,0493 [M+H-88]+, correspondendo à perda de putrescina (C4H12N2), e  m/z 

144,0407 [M+H-88-15-18]+, correspondendo à perda de putrescina, CH3 e H2O, 

dados similares aos relatados na literatura (Pihlava, 2014). 

O composto 7 foi tentativamente identificado como met-cumaroilagmatina 

hexosídeo (MM =452,2271). No modo de ionização positivo, o espectro de massas 

mostrou a molécula protonada [M+H]+ a m/z 453,2049 e o espectro MS2 mostrou a 

m/z 291,1561 [M+H-162]+, correspondendo à perda de um resíduo de hexose,  m/z 

127,03516 [M+H-162-164]+, correspondendo à perda de um resíduo de hexose e  

resíduo de ácido cumárico ligado a uma amina primária (C9H10NO2) e m/z 147,0365 

[M+H-144]+, correspondendo a perda de resíduo de metil agmativa,  dados similares 

aos relatados na literatura (Pihlava, 2014). 



Tabela 9. Características cromatográficas e espectroscópicas de compostos nitrogenados em cerveja artesanal, obtidos por HPLC-DAD-ESI-
MS/MS. 
 

  

Composto Nome 
tR 

(min)a 

max 

(nm)b 
[M-H]- MS2 (-) (m/z)c [M+H]+ MS2 (+) (m/z)c Referência 

1 BOA 7,2 n.d. 134,0507 n.d 136,0576 119,0325 

Pihlava & 

Kurtelius, 

2016 

2 MBOA 12,3 n.d. n.d. n.d. 166,0808 120,0779 
Bruijn et al, 

2016 

3 DIBOA-hex 19,9 n.d. 342,0891 

299,0574/ 

162,0233/ 

134,0278 

344,2176 

327,1924/ 

283,1629/ 

221,1331/ 

177,1078/ 

163,0779/ 

133,0834 

Pihlava & 

Kurtelius, 

2016 

Bruijn et al., 

2016 

4 
Cumaroil-hidroxi-

agmatina 
19,9 n.d. 291,1502 n.d. 293,1525 

275,1429/ 

216,0949/ 

147,0397 

Pihlava, 

2014 

(continua) 
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5 
Met-

cumaroilagmatina 
20,5 n.d 289,1340 n.d. 291,1364 

273,1269/ 

255,1162/ 

147,0399/ 

127,0949 

Pihlava, 

2014 

6 Feruloilputrescina 20,8 n.d. n.d. n.d. 265,1482 

177,0493/ 

144,0435/ 

122,0682 

Pihlava, 

2014 

7 

Met-

cumaroilagmatina 

hexosídeo 

21,2 n.d. n.d. n.d. 453,2049 

372,1765/ 

291,1561/ 

157,1020/ 

145,0429/ 

127,0341/ 

114,1004 

Pihlava, 

2014 

8 
Feruloil-hidroxi-

agmatina 
21,2 n.d. 321,1633 n.d. 323,1621 

305,1529/ 

177,0495 

Pihlava, 

2014 

9 
Met-

feruloilagmatina 
22,0 n.d. n.d. n.d. 321,1448 

303,1351/ 

285,1325/ 

177,0470/ 

127,0946 

Pihlava, 

2014 

(continuação) 
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10 Cumaroilagmatina 23,2 n.d. 275,1551 

233,1342/ 

258,1271/ 

138,0690/ 

119,0524 

277,1582 

260,1311/ 

218,1119/ 

147,0395/ 

114,0992 

Pihlava, 

2014 

11 Feruliolagmatina 24,5 n.d. 305,1675 

174,9583/ 

149,0640/ 

134,0383 

307,1675 
177,0489/ 

114,0990 

Pihlava, 

2014 

12 Sinapoilagmatina 24,8 n.d. n.d. n.d. 337,1772 

320,1512/ 

207,0581/ 

131,1245/ 

114,0994 

Dong et al, 

2015. 

13 
Di-

cafeoilespermidina 
26,9 320 468,2178 332,1611 470,2131 

308,1872/ 

220,0899/ 

195,0764 

Pihlava, 

2014 

14 DIMBOA-hex 28,6 n.d. 372,1607 

345,0630/ 

327,0518/ 

231,1148/ 

164,0743 

374,1586 

263,1295/ 

209,0807/ 

181,0930/ 

166,0809/ 

120,0775 

Pihlava & 

Kurtelius, 

2016 

(continuação) 
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aTempo de retenção em coluna Synergi C18 (4 m). bSolvente: gradiente de 0,5% (v/v) de ácido fórmico em água e acetonitrila com 0,5% (v/v) 

de ácido fórmico. cIntensidade relativa do íons com maior abundância no MS2 é mostradado em negrito.dReferência utilizada para tentativa 

idenficação de cada composto. n.d. = não detectado. 

  

15 
Di-

feruloilespermidina 
32,5 n.d. 496,2484 n.d. 498,2438 

481,2181/ 

322,2021/ 

234,1063/ 

177,0488/ 

133,0812 

Dong et al., 

2015 

(conclusão) 



O composto 10 foi tentativamente identificado cumaroilagmatina (MM = 

276,1586). No modo de ionização positivo, o espectro de massas mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 277,1582 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

147,0395 [M+H-130]+, correspondendo à perda de resíduo de agmativa (C5H14N4), 

resultados similares aos relatados na literatura (Pihlava, 2014). 

O composto 11 foi tentativamente identificado como feruloilagmatina (MM = 

306,1692). No modo de ionização positivo, o espectro de massas mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 307,1675 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

177,0489 [M+H-130]+, correspondendo à perda de resíduo de agmativa (C5H14N4) e 

m/z 114,0962 [M+H-193]+, correspondendo à perda de resíduo de ácido ferúlico 

ligado a uma amina primária (C10H11NO3), resultados similares aos relatados na 

literatura (Pihlava, 2014). 

O composto 12 foi tentativamente identificado como sinapoilagmatina (MM = 

336,1798). No modo de ionização positivo, o espectro de massas mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 337,1772 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

207,0581 [M+H-130]+, correspondendo à de resíduo de agmativa (C5H14N4), dados 

similares aos relatados por Dong e colaboradores (2015). 

O composto 13 foi tentativamente identificado como di-cafeoilespermidina 

(MM = 469,2213). No modo de ionização positivo, o espectro de massas mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 470,2131 e o espectro MS2 mostrou a m/z 

220,0862 [M+H-250]+, correspondendo à perda de resíduo de ácido caféico ligado a 

um resíduo de espermidina (C13H18N2O3), resultado similar ao relatado na literatura 

(Pihlava, 2014). 

O composto 14 foi tentativamente identificado como DIMBOA-hex (MM = 

373). No modo de ionização negativo, o espectro de massas mostrou a molécula 

desprotonada [M-H]- a m/z 372,1607 e o espectro MS2 mostrou a m/z 164,0743 [M-

H-162-46]-, correspondendo à perda de um resíduo de hexose e CH2O2, dados 

similares os relatados na literatura (Pihlava & Kurtelius, 2016; Bruijn et al., 2016). 

O composto 15 foi tentativamente identificado como di-feruloilespermidina 

(MM = 497,2526). No modo de ionização positivo, o espectro de massas mostrou a 

molécula protonada [M+H]+ a m/z 498,2438 e o espectro MS2 mostrou a m/z 
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234,1063 [M+H-264]+, correspondendo à perda de resíduo de ácido ferulico ligado a 

um resíduo de espermidina (C14H20N2O3), a m/z 177,0488 [M+H-321]+, 

correspondendo à perda de resíduo de ácido ferúlico ligado a espermidina 

(C17H27N3O3) e a m/z 133,0825 [M+H-321-44]+, correspondendo à perda de resíduo 

de ácido ferúlico ligado a espermidina e CO2, dados similares aos relatados na 

literatura (Dong et al., 2015). 

Em geral, as cervejas atesanais e cerveja não artesanal apresentaram perfil 

qualitativo de compostos nitrogenados similares (Apêndice C - Tabela S3). As únicas 

exceções foram os compostos BOA, MBOA e coumaroilagmatina hexosídeo que 

estam ausentes em todos os lotes da cerveja não artesanal.  

Os benzoxazinoides já foram identificados em diversos gêneros da família 

Poaceae (Frey et al., 2009). Entre esses gêneros pode-se citar a Hordeum e 

Triticum, gêneros da cevada e do trigo. Desse modo, visto que diversos compostos 

dessa classe foram identificados em cerveja (Pihlava & Kurtelius, 2016), pode-se 

atribuir a origem desses compostos a essas duas matérias-primas, pois estão 

presentes em todos os estilos de cerveja analisadas no presente trabalho (Anexo 2 - 

Tabela S3). Até o momento havia sido relatada a presença desses compostos 

apenas em cervejas produzidas com trigo e centeio, sendo essa a primeria vez que 

esses compostos foram encontrados em cervejas do estilo IPA e Pilsen. Atualmente 

se desconhece a importância desses compostos na cerveja, sendo necessários mais 

estudos sobre o impacto deles sobre as características sensoriais e sobre os 

possíveis efeitos sobre à saúde dos consumidores. Por exemplo, alguns estudos 

indicam que os benzoxazinoides apresentam diversos efeitos benéficos à saúde, 

como estimulador do sistema nervoso central (antidepressivo e regulador do 

apetite), imunoregulador (anti-inflamátorio e antialérgico) e antimicrobiano (Adhikari 

et al., 2015; Steffensen et al., 2017). Apesar disso, pesquisas precisam ser 

realizadas a fim de verificar se esses efeitos estão associados a esses compostos 

presentes na cerveja.  

Anteriormente, as fenolamidas, agmatinas ligadas a ácidos hidroxicinâmicos e 

hidroxicinamoil putrescinas e espermidinas, já tinham sido relatadas em cerveja e 

em cevada (Gorzolka et al., 2014; Pihlava, 2014), desde modo acredita-se que a 

origem desses compostos seja a cevada. Assim como os benzoxazinoides não se 
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conhece os efeitos desses compostos na cerveja, sendo importante a realização de 

mais estudos. Esses compostos, até então haviam sido relatados apenas em 

cervejas do estilo lager, sendo essa a primeria vez que as fenolamidas são 

encontradas em cervejas do estilo IPA e Weiss. Com relação aos efeitos benéficos a 

saúde, estudos indicam que a agmatina apresenta um papel benéfico importante em 

doenças como diabetes mellitus, neurotrauma, distúrbios neurodegenerativos, 

distúrbios do humor, distúrbios cognitivos e câncer, contudo são necessários mais 

estudos com o propósito de verificar se esses efeitos podem sem atrituído também 

as agmatinas de hidroxicinâmicos presentes na cerveja (Wang et al., 2010; Piletz et 

al., 2013). Previamente já foi relatado que as poliaminas, espermidina e putrescina, 

apresentam efeitos favoráveis, como atividade antioxidante e prevenção de alergias 

em crianças, e prejudiciais à saúde, como aceleração do crescimento tumoral 

(Kalač, 2014). Entretando, mais estudos são necessários para relacionar quais 

efeitos à saúde estão associados a esses compostos na cerveja.  
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6. CONCLUSÃO 

 

A aplicação das técnicas SPE e HPLC-DAD-ESI-MS/MS permitiu a 

identificação de 57 compostos fenólicos e 15 compostos nitrogenados nas cervejas 

artesanais. Doze dos compostos fenólicos foram encontrados pela primeira vez em 

cerveja artesanal. Com relação aos compostos nitrogenados, os benzoxazinoides 

foram encontrados pela primeira vez em cervejas dos estilos IPA e Pilsen e as 

fenolamidas foram encontradas pela primeira vez em cervejas dos estilos IPA e 

Weiss. O perfil qualitativo dos compostos fenólicos e nitrogenados das cervejas 

artesanais IPA, Pilsen e Weiss é similar. 
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7. PERSPECTIVAS  

 

Este estudo foi o primeiro trabalho do grupo de pesquisa sobre os compostos 

fenólicos e nitrogenados presentes em cervejas artesanais. Trata-se de um estudo 

inicial, sendo que durante o seu desenvolvimento surgiram ideias de novos trabalhos 

que podem ser desenvolvidos: 

a) Desenvolvimento de método por HPLC-ESI-MS para quantificar os 

compostos fenólicos e os compostos nitrogenados em cervejas artesanais. 

b) Avaliação do impacto dos compostos fenólicos e nitrogenados sobre 

características sensoriais das cervejas artesanais. 

c) Avaliação da mudança do perfil dos compostos fenólicos e nitrogenados 

ao longo do armazenamento das cervejas artesanais do estilo IPA, Pilsen 

e Weiss e não artesanal do estilo American Lager. 
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APÊNDICE A – Espectro de massas dos compostos fenólico 

 

Figura S1. Espectro de massas do ácido dimetoxibenzóico I no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
 
 
Figura S2. Espectro de massas do 3,5-dihidroxibenzóico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S3. Espectro de massas do ácido gálico no modo negativo. 

 

Fonte: própria autora. 
 

Figura S4. Espectro de massas do 3,4-dihidroxibenzóico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S5. Espectro de massas do 2,5-ácido dihidrobenzóico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S6. Espectro de massas do 2,6-ácido dihidrobenzóico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S7. Espectro de massas da (epi)catequina hexosídeo I no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S8. Espectro de massas do 2,4-ácido dihidroxibenzóico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S9. Espectro de massas do ácido dimetoxibenzóico II no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S10. Espectro de massas do ácido 3-cafeiolquínico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S11. Espectro de massas da (epi)galocatequina no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S12. Espectro de massas do 2,3-ácido dihidrobenzóico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

 

 

 

[M-H-18]
- 

[M-H-18-28]
- 
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Figura S13. Espectro de massas da (epi)catequina hexosídeo II no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
 
 
Figura S14. Espectro de massas da (epi)catequina hexosídeo III no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S15. Espectro de massas da (epi)galocatequina II no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S16. Espectro de massas do ácido 3-p-cumaroilquínico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

 

 

 

[M-H-174] 
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Figura S17. Espectro de massas do ácido hidroxibenzóico I no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S18. Espectro de massas da proantocianidina B dímero I no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S19. Espectro de massas do taxifolin hexosídeo no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S20. Espectro de massas da proantocianidina B dímero II no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S21. Espectro de massas do ácido 5-cafeiolquínico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
 
 
Figura S22. Espectro de massas do ácido hidroxibenzóico II no modo negativo 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S23. Espectro de massas da catequina no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S24. Espectro de massas do ácido 3-feruoilquínico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S25. Espectro de massas do proantocianidina dímero B III no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S26. Espectro de massas do taxifolin hexosídeo II no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S27. Espectro de massas da quercetina hexosídeo rutinosídeo no modo 

positivo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S28. Espectro de massas da proantocianidina dímero B IV no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S29. Espectro de massas da epicatequina no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S30. Espectro de massas do ácido caféico no modo negativo. 

 

Fonte: própria autora. 

 

Figura S31. Espectro de massas da apigenina-C-hexosídeo-pentosídeo no modo 
positivo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S32. Espectro de massas da proantocianidina B dímero V no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S33. Espectro de massas do ácido 4-coumaroilquínico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S34. Espectro de massas da apigenina-C-hexosídeo-pentosídeo II no modo 

negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S35. Espectro de massas da quercetina di-hexosídeo no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
 

Figura S36. Espectro de massas da apigenina-C-hexosídeo-O-hexosídeo no modo 

positivo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S37. Espectro de massas do ácido 4-feruloilquínico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S38. Espectro de massas do ácido cinâmico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S39. Espectro de massas do derivado do ácido cinâmico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S40. Espectro de massas do ácido 5-feruloilquínico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S41. Espectro de massas do apigenina-6,8-C-diarabinosídeo no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S42. Espectro de massas da rutina no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
 

Figura S43. Espectro de massas da apigenina-C-hexosídeo no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S44. Espectro de massas da apigenina-C-hexosídeo-O-hexosídeo II no modo 

negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S45. Espectro de massas da quercetina-3-O-glicosídeo no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S46. Espectro de massas do kaempferol-3-O-rutinosídeo no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S47. Espectro de massas do ácido cumárico no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S48. Espectro de massas do kaempferol-hexosídeo I no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S49. Espectro de massas do kaempferol-hexosídeo II no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
 

Figura S50. Espectro de massas do isofraxidin hexosídeo I no modo negativo. 

 

 

 

 

Fonte: própria autora. 
 
 
Figura S51. Espectro de massas do Isofraxidin hexosídeo II no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S52. Espectro de massas da quercetina no modo negativo. 

 

Fonte: própria autora. 
 

 

[M-H-162]
- 
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Figura S53. Espectro de massas do isoxanthohumol no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
 
 
Figura S54. Espectro de massas do 8-prenilnaringenina no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S55. Espectro de massas do isocohumulona no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S56. Espectro de massas do xanthohumol no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S57. Espectro de massas da cohumulona no modo negativo. 

 

Fonte: própria autora. 
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APÊNDICE B – Espectro de massas dos compostos nitrogenados 

 

Figura S58. Espectro de massas do BOA no modo positivo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S59. Espectro de massas do MBOA no modo positivo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S60. Espectro de massas do DIBOA-hexosídeo no modo negativo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

        Figura S61. Espectro de massas do coumaroil-hidroxi-agmatina no modo positivo. 

Fonte: própria autora. 
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Figura S62. Espectro de massas da met-cumaroilagmatina no modo positivo. 

Fonte: própria autora. 
 

Figura S63. Espectro de massas da feruoilputrescina no modo positivo. 

 
F 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S64. Espectro de massas da met-cumaroilagmatina hexosídeo no modo 

positivo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S65. Espectro de massas do feruoil-hidroxi-agmatina no modo positivo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S66. Espectro de massas da met-feruoilagmatina no modo positivo. 

 
Fonte: própria autora. 
 

Figura S67. Espectro de massas do cumaroilgmatina no modo positivo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S68. Espectro de massas da feruloilagmatina no modo positivo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S69. Espectro de massas da sinapoilagmatina no modo positivo. 

 
Fonte: própria autora. 
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Figura S70. Espectro de massas da di-cafeiolespermidina no modo positivo. 

 

 

F 
 
 
 
 
 
Fonte: própria autora. 
 
 
Figura S71. Espectro de massas do DIMBOA-hexosídeo no modo positivo. 

 
Fonte: própria autora. 

 

Figura S72. Espectro de massas da di-feruoilespermidina no modo positivo. 

 
Fonte: própria autora. 



APÊNDICE C – Tabelas Suplementares 

 
Tabela S1. Caracteristicas cromatográficas e espectroscópicas dos padrões de compostos fenólicos obtidas por HPLC-DAD-ESI-
MS/MS. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: aTempo de retenção em coluna Synergi C18 (4 m). bSolvente: gradiente de 0,5% (v/v) de ácido fórmico em água e acetonitrila com 
0,5% (v/v) de ácido fórmico. cIntensidade relativa do íons com maior abundância no MS2 é mostradado em negrito. n.d.= não detectado. 

Composto tR 
(min)a 

λmax 

(nm)b 
Massa 
Exata 

[M-H]- MS2 (-) (m/z)c 

Ácido gálico 11,9 270 170,021 169,0291 124,0273  

Ácido 5-
cafeoilquínico 

22,2 325 354,095 353,1191 191,0728 

Ácido 
hidroxibenzóico 

22,4 254 138,031 137,0448 93,0419 

Catequina 22,8 279 290,079 289,0943 109,0443/ 123,0543/ 137,0287/ 
151,0535/ 203,0873/ 

Epicatequina 
 

24,7 
 

278 290,079 
 

289,0717 
 

109,0390/ 123,0669/ 
137,0287 

Ácido caféico 24,7 322 180,042 179,0483 135,0571 

Rutina 27,9 354 610,153 609,1836 300,0516 / 179,0134 

Quercetina-3-O-
glicosídeo 

29,9 354 464,095 463,1384 300,0606/ 271,0574 

Ácido cumárico 30,4 290 164,047 163,0515 119,0595 

Ácido ferúlico 32,2 322 194,058 193,0800 178,0540/ 149,0796/ 134,0593 

Quercetina 41,7 360 302,043 301,0632 107,0305/ 121,0399/ 151,0170/ 
179,0135 

Kaempferol 46,0 366 286,048 285,0701 n.d. 

Isoxanthohumol 46,8 289 354,147 353,1888 233,1130/ 119,0661 
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Tabela S2. Compostos fenólicos presentes nos diferentes tipos de estilo de cerveja artesanal, obtidos por HPLC-DAD-ESI-MS/MS. 
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Ácido 

dimetoxibenzóico 
P P P P P P P P P P P P P P P P P A A A P P P A P P P A P P 

Ácido 3,5-

dihidroxibenzóico 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P 

Ácido gálico P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P P A A A 

Ácido 3,4-

dihidroxibenzóico 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P 

Ácido 2,5-

dihidroxibenzóico 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Ácido 2,6-

dihidroxibenzóico 
P P P P P P P P P A A A A P P P A P A A A P P P A P P A P P 

(Epi) Catequina 

hexosídeo I 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

(continua) 
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Compostos Tipos de cerveja artesanal 
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2,4-Ácido 

dihidroxibenzóico 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P 

Ácido 

dimetoxibenzóico 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Ácido 3-

cafeoilquínico 
P P P P P P P P P A A A P P P A A A A A A A A A A A A A A A 

(Epi) 

Galocatequina I 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Ácido 2,3-

dihidroxibenzóico 

P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

(Epi) Catequina 

hexosídeo II 

P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P P P P P 

(Epi) Catequina 

hexosídeo III 

P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

(continuação) 
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Compostos 
Tipos de cerveja artesanal 
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(Epi) 

Galocatequina II 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P 

Ácido 3-p-

cumaroilquínico 
P P P P P P P P P A P P A P P A A A A A A A A A A A A A A A 

Ácido 

hidroxibenzóico I 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A A P P P P P P A A A 

Proantocianidina B 

dímero 
P P P P P P P P P P P P P P A P P P A A A P A A A A A A A A 

Taxifolin hexosídeo P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Proantocianidina B 

dímero II 
P P P P P P A P P P P P P P P P P P A A A P A A A A P A A P 

Ácido 5-

cafeoilquínico 
P P P P P P P P P A P P P A P A P P A A A A A A A A A A A A 

(continuação) 
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Tipos de cerveja artesanal 
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hidroxibenzóico II 
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Catequina P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Ácido 3-

feruloilquínico 
P P P P P P P P P P P P P A P P P P P A P P A A P P P A P A 

Proantocianidina B 

dímero III 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P A A A P A A P P P P P P 

Taxifolin hexosideo 

II 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A A A 

Quercetina 

hexosídeo 

rutinosídeo 

P P P P P P P P P P P P P P P P P P A A A P A A P P A A A A 

Proantocianidina B 

dímero IV 
P P P P P P A P P P P P P P P P P P A A A P A A A A P A P P 

(continuação) 
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Tipos de cerveja artesanal 
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Epicatequina P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Ácido caféico P P P P P P P P P P P P P P A P P P P P P P P A P P P P P P 

Apigenina-C-

glicosídeo-C-

pentosídeo 

P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Proantocianidina B 

dímero V 
P P P P P P P P P A P A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 

Ácido 4-p-

coumaroilquínico 
P A P P P P A P P A P A P P P P P A A A A A A A A A A A A A 

Apigenina-C-

hexosideo-

pentosídeo II 

P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Quercetina di- 

hexosídeo 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P P A A A 

(continuação) 
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Compostos 
Tipos de cerveja artesanal 

 

M
J
 1

 

M
J
 2

 

M
J
 3

 

T
I 

1
 

T
I 

2
 

T
I 

3
 

F
I 

1
 

F
I 

2
 

F
I 

3
 

D
P

 1
 

D
P

 2
 

D
P

 3
 

F
P

 1
 

F
P

 2
 

F
P

 3
 

T
P

 1
 

T
P

 2
 

T
P

 3
 

D
W

 1
 

D
W

 2
 

D
W

 3
 

F
W

 1
 

F
W

 2
 

F
W

 3
 

T
W

 1
 

T
W

 2
 

T
W

 3
 

C
P

 1
 

C
P

 2
 

C
P

 3
 

Apigenina-C-

hexosídeo-O-

hexosídeo 

P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Ácido 4-

feruloilquínico 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P P A P P 

Ácido cinâmico P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P P A A A 

Derivado de ácido 

cinâmico 
P P P P P P P P P P P P P A P A A A P P P P P A P P P A A A 

Ácido 5-

ferulilquínico 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P P A P P 

Apigenina-6,8-C-

diarabinosídeo 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

(continuação) 
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Compostos 
Tipos de cerveja artesanal 

 

M
J
 1

 

M
J
 2

 

M
J
 3

 

T
I 

1
 

T
I 

2
 

T
I 

3
 

F
I 

1
 

F
I 

2
 

F
I 

3
 

D
P

 1
 

D
P

 2
 

D
P

 3
 

F
P

 1
 

F
P

 2
 

F
P

 3
 

T
P

 1
 

T
P

 2
 

T
P

 3
 

D
W

 1
 

D
W

 2
 

D
W

 3
 

F
W

 1
 

F
W

 2
 

F
W

 3
 

T
W

 1
 

T
W

 2
 

T
W

 3
 

C
P

 1
 

C
P

 2
 

C
P

 3
 

Rutina P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Apigenina-C-

hexosídeo (vitexin 

ou isovitexin) 

P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Apigenina-C-

hexosideo-O-

hexosideo II 

P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A A A 

Quercetina-3-O-

glicosídeo 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Kaempferol-3-O-

rutinosídeo 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Ácido cumárico P P P P P P P P P P P P P P A P P P A A A A A A A A A P P P 

(continuação) 
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Nota: P = compostos presentes; A = compostos ausentes. 
 

Compostos 
Tipos de cerveja artesanal 

 

M
J
 1

 

M
J
 2

 

M
J
 3

 

T
I 

1
 

T
I 

2
 

T
I 

3
 

F
I 

1
 

F
I 

2
 

F
I 

3
 

D
P

 1
 

D
P

 2
 

D
P

 3
 

F
P

 1
 

F
P

 2
 

F
P

 3
 

T
P

 1
 

T
P

 2
 

T
P

 3
 

D
W

 1
 

D
W

 2
 

D
W

 3
 

F
W

 1
 

F
W

 2
 

F
W

 3
 

T
W

 1
 

T
W

 2
 

T
W

 3
 

C
P

 1
 

C
P

 2
 

C
P

 3
 

Kaempferol-3-O-

hexosídeo I 
P P P P P P P P P P P P A A P P P A A A A P A P A A A A A A 

Kaempferol-3-O-

hexosídeo II 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Isofraxidin 

hexosídeo I 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P A P A A A 

Quercetina P P P P P P P P P A P P P A A P P A P P P P P A A A A A A A 

Isoxanthohumol P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

8-Prenilnaringenina P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Isocohumulona A P P P P P A P A P P P A A A A A A A A A A A A A A A A A A 

Xanthohumol P A P P A P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Cohumulona P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P P P P P 

(conclusão) 
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Tabela S3. Compostos nitrogenados presentes nos diferentes tipos de estilo de cerveja artesanal, obtidos por HPLC-DAD-ESI-
MS/MS. 
 
  

Compostos Tipos de cerveja artesanal 

 
M

J
 1

 

M
J
 2

 

M
J
 3

 

T
I 

1
 

T
I 

2
 

T
I 

3
 

F
I 

1
 

F
I 

2
 

F
I 

3
 

D
P

 1
 

D
P

 2
 

D
P

 3
 

F
P

 1
 

F
P

 2
 

F
P

 3
 

T
P

 1
 

T
P

 2
 

T
P

 3
 

D
W

 1
 

D
W

 2
 

D
W

 3
 

F
W

 1
 

F
W

 2
 

F
W

 3
 

T
W

 1
 

T
W

 2
 

T
W

 3
 

C
P

 1
 

C
P

 2
 

C
P

 3
 

BOA P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P P P P A A A A 

MBOA P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P P P P P A A A 

DIBOA-hex P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Coumaroil-hidroxi-

agmatina 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Met-

coumaroilagmatina 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Feruloilputrescina P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A A A P A P P P P P P 

Met-

coumaroilagmatina 

hexosídeo 

P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P A P P P P P P P P 

(continua) 
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Nota: P = compostos presentes; A = compostos ausentes. 

 

Compostos Tipos de cerveja artesanal 

 

M
J
 1

 

M
J
 2

 

M
J
 3

 

T
I 

1
 

T
I 

2
 

T
I 

3
 

F
I 

1
 

F
I 

2
 

F
I 

3
 

D
P

 1
 

D
P

 2
 

D
P

 3
 

F
P

 1
 

F
P

 2
 

F
P

 3
 

T
P

 1
 

T
P

 2
 

T
P

 3
 

D
W

 1
 

D
W

 2
 

D
W

 3
 

F
W

 1
 

F
W

 2
 

F
W

 3
 

T
W

 1
 

T
W

 2
 

T
W

 3
 

C
P

 1
 

C
P

 2
 

C
P

 3
 

Feruloil-hidroxi-

agmatina 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Met-feruloilagmatina P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Coumaroilagmatina P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Feruliolagmatina P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Sinapoilagmatina P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Di-

cafeoilespermidina 
P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

DIMBOA-hex P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

Di-

feruloilespermidina 
P P P P P P P A P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P 

(conclusão) 


