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RESUMO

As cervejas produzidas e consumidas no Brasil sdo provenientes, majoritariamente,
de grandes industrias como AB InBev e Heineken. No entanto, tem-se verificado que
as microcervejarias tém ganhado cada vez mais espago nesse mercado, produzindo
as denominadas cervejas artesanais. Essas cervejas possuem composicao quimica
similar em relacdo aos compostos majoritarios, porém, podem possuir diferencas em
relacdo aos compostos minoritarios de relevancia para as caracteristicas sensoriais
das cervejas, tais como compostos fendlicos e alguns compostos nitrogenados.
Considerando que nao existem estudos na literatura que tenham avaliado o perfil de
compostos fendlicos e nitrogenados em cervejas artesanais, neste trabalho foi
utilizada a técnica de HPLC-DAD-ESI-MS/MS para determinacdo do perfil desses
compostos em cervejas artesanais dos estilos IPA, Pilsen e Weiss (n=27). Além
disso, foram realizadas analises fisico-quimicas de cor, amargor, teor acodlico e
extrato primitivo com as cervejas artesanais dos trés estilos (n=81). Um total de 57
compostos fendlicos foi encontrado, sendo que os 12 seguintes compostos foram
encontrados pela primeira vez em cerveja: acido 2,4-dihidroxibenzéico, &cido 2,3-
dihidroxibenzoico, &cido dimetoxibenzodico, acido 3-p-cumaroilquinico, &cido 4-p-
cumaroilquinico, taxifolin hexosideo, quercetina di-hexosideo, acido 3-feruloilquinico,
acido 4-feruloilquinico, é&cido 5-feruloilquinico, apigenina-6,8-C-diarabinosideo e
isofraxidin hexosideo. Ainda, foram encontrados 15 compostos nitrogenados,
incluindo os compostos das classes dos benzoxazinoides e das fenolamidas. Os
benzoxazinoides ainda n&o haviam sido relatados em cervejas do estilo IPA e Pilsen
e as fenolamidas ndo haviam sido relatadas em cervejas do estilo IPA e Weiss. O
perfil qualitativo dos compostos fendlicos e nitrogenados das cervejas atesanais €
semelhante. Todavia, para as cervejas do estilo Weiss, 12% dos compostos
fendlicos estavam ausentes em relacdo aos compostos fendlicos presentes nas
cervejas dos estilos IPA e Pilsen.

Palavras-chave: cerveja artesanal, compostos fendlicos; compostos nitrogenados;
HPLC-DAD-ESI-MS/MS.



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.



1. INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior pais 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 tém atraido mais consumidores devido as caracteristicas
sensoriais diferenciadas quando comparado as cervejas produzidas pelas grandes
companhias. Dessa forma, esse mercado tem ganhado mais evidéncia nos ultimos

anos (Sebrae Nacional, 2017).

A cerveja é produzida basicamente a partir de 4gua, malte, lapulo e leveduras
(Briggs et al., 2004; Eaton, 2006). Esta bebida é majoritariamente composta por
agua e etanol, e em menor quantidade por carboidratos, proteinas, vitaminas e
minerais (Gaetano et al., 2016). Ainda dentre 0os compostos minoritarios presentes
na cerveja, podemos destacar os compostos fendlicos (Callemien & Collin, 2010) e

0s compostos nitrogenados (Pihlava, 2014; Pihlava & Kurtelius, 2016).

Os compostos fendlicos podem influenciar nas caracteristicas sensoriais da
cerveja, conferindo sabor amargo e adstringente a 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 fendlicos sdo parcialmente responsaveis pelos efeitos
benéficos a saude atribuidos ao consumo de cerveja, como a reducao do risco de

doencas cardiovasculares, o que, por hipGtese, esta relacionado a 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 caracteristicas sensoriais dessa bebida
(Pihlava, 2014; Pihlava & Kurtelius, 2016).

A concentracdo e os tipos de compostos fendlicos e nitrogenados presentes
nas cervejas variam com o estilo de cerveja (Piazzon et al., 2010), sendo estes
influenciados diretamente pela composicdo das suas matérias-primas, que variam
conforme as caracteristicas genéticas das plantas e as condi¢cdes ambientais de
cultivo. O processo de fabricacédo e produgéo 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 producdo, como
utilizacao de fontes de carboidratos menos dispendiosos que malte, por exemplo,
milho e outros cereais nao maltados. Diferente do que é realizado em cervejarias
artesanais onde, geralmente, ndo sao utilizadas outras fontes de carboidratos além
do malte (Junior et al., 2014). A utilizacdo de matérias primas variadas, por exemplo
cevada, lupulo, trigo, centeio, aveia e milho, na producdo de cerveja pode estar
relacionada com a presenca e a concentracdo de diferentes compostos fendlicos e

nitrogenados.

Ha estudos com diferentes tipos de cerveja nos quais ja foram identificados
diversos compostos fendlicos e alguns compostos nitrogenados (Heuberger et al.,
2016; Oladokun, et al., 2016; Pihlava, 2014; Rada-Quifer, et al., 2015; Pihlava &
Kurtelius, 2016). No entanto, ndo existem estudos na literatura (pesquisa realizada
no Scopus e Science direct) que tenham avaliado o perfil de compostos fendlicos e
nitrogenados em cervejas artesanais. Desde modo, esse trabalho teve o objetivo de
identificar compostos fendlicos e nitrogenados presentes em cervejas artesanais,
visto que esses compostos podem estar relacionados com caracteristicas sensoriais
da cerveja e com possiveis efeitos benéficos a salude atribuidos ao consumo dessa
bebida.
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2. OBJETIVO

Determinar os compostos fendlicos e nitrogenados de cervejas artesanais
produzidas no Rio Grande do Sul por HPLC-DAD-ESI-MS/MS.

2.1.Etapas

1a

2a

3a

4a

58.

Determinacéo dos tipos de estilo de cervejas artesanais por meio de

pesquisa em cervejarias e em locais de comercializacao de cerveja;

Coleta das amostras de cerveja do tipo Pilsen, Weiss e IPA de trés

lotes diferentes;

Determinacdo da cor e do amargor das cervejas por métodos da EBC
(European Brewery Convention).

Determinacdo do teor alcodlico e do extrato primitivo por densimetro
eletrdnico acoplado a espectrofotdbmetro de infravermelho préximo

(Alcolyzer beer);

Determinacdo do perfil dos compostos fendlicos e nitrogenados das
cervejas por HPLC-DAD-ESI-MS/MS.

12



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

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
producdo mundial de cerveja foi de aproximadamente 1957,5 milhées de hectolitros
sendo que o Brasil ocupa a terceira posi¢cao entre os paises que mais produzem
cerveja, a China e os Estados Unidos ocupam a primeira e segunda posicéo,
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 sdo provenientes,
majoritariamente, de grandes industrias como AB InBev e Heineken (Barth et al.,
2017). Assim, essas empresas ocupam a maior parcela de producdo e de
comercializacdo 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 fermentagcdo, em
virtude das leveduras ndo formarem col6nias na superficie do liquido e, ao invés
disso, decantam no fundo do fermentador. O restante do mercado cervejeiro, apenas
1%, € representado pelas microcervejarias. Contudo, tem-se verificado que essas
microempresas tém ganhado cada vez mais espaco nesse mercado (Sebrae
Nacional, 2017). Em 2005, haviam 46 microcervejarias registradas no MAPA, em
2015 esse numero aumentou para 372 microcervejarias, um crescimento de mais de
800% em 10 anos (Instituto da Cerveja Brasil, 2016).

As microcervejarias se caracterizam pela producdo de diferentes tipos de
estilo de cervejas em pequena ou média escala. Essas empresas, frequentemente,
produzem cervejas cumprindo a Lei da Pureza Alema, que estabelece que as Unicas
matérias-primas que podem ser utilizadas para producdo de cerveja sado agua,

malte, lUpulo e levedura, sendo proibido o uso de qualquer conservante ou adjunto
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cervejeiro ndo maltado (Junior et al., 2014; Sebrae Nacional, 2017). Esta é uma das
caracteristicas que diferencia as cervejas artesanais ou especiais das cervejas
produzidas pelas empresas de grande porte, visto que a legislacao brasileira permite
gue parte do malte seja substituido por adjuntos cervejeiros em uma proporcédo de
até 45% do peso (BRASIL, 2009). Os adjuntos cervejeiros sdo uma fonte barata de
carboidratos, diminuindo, assim, o custo da produc¢do. Ainda, outra caracteristica
que diferencia as cervejas artesanais das cervejas industrializadas € o tempo de
processamento. Para a producédo de alguns tipos de estilo de cerveja artesanais o
processo pode demorar meses desde a mosturacdo até o envase. Ja em cervejas
das grandes empresas esse processo, hormalmente, ocorre em poucos dias devido
a utilizacdo de técnicas que aceleram o processo. Devido as diferencas na
producdo, as cervejas artesanais apresentam cor, aroma e sabor diferenciados em
relacdo as cervejas das empresas de grande porte (Janior et al., 2014). Por
exemplo, o maior tempo de producao permite que diversos compostos de interesse
sensorial sejam produzidos e compostos indesejados sofrerem modificacdes
guimicas que alteram essas caracteristicas (Vanderhaegen et al., 2006). Sdo essas
particularidades das cervejas artesanais que tém atraido mais consumidores e com

isso esse mercado tem ganhado mais evidéncia nesses ultimos anos.

3.2.Processo cervejeiro

Apesar das cervejas artesanais possuirem caracteristicas sensoriais
diferentes das cervejas das grandes empresas, elas sao produzidas basicamente
seguindo 0 mesmo processo de fabricagdo. De modo geral, esse processo pode ser
simplificado em quatro etapas distintas: (a) mosturacéo, (b) fervura, (c) fermentagéo
e (d) maturacao (Bamforth, 2000; Keukeleire, 2000; Briggs et al., 2004; Eaton, 2006).

a) Na mosturagdo, os grédos de malte moidos sé&o hidratados com agua
quente com a finalidade de completar a extracdo de acUcares
fermentaveis e clivar proteinas por meio de enzimas amilases e
proteases, respectivamente, processo ja iniciado durante a malteacao

(Briggs, et al., 2004). Essa etapa € muito importante, pois ocorre um
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b)

d)

precesso enzimatico, no qual os monossacarideos e 0os aminoacidos
sdo liberados pela clivagem dos carboidratos e proteinas pelas
enzimas amilases e proteases, respectivamente. Esses compostos séo
fundamentais uma vez que sao utilizados como fonte de carbono e
nitrogénio pelas leveduras durante a etapa de fermentacdo. Os
métodos utilizados nessa etapa sdo extragdo por infusdo simples ou
com varias rampas de temperatura (com o objetivo das enzimas
atuarem em suas faixas de temperatura Otima) ou extracdo por
decoccéo, sendo que cada empresa determina qual dos processos

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

Logo apds a mosturacdo, o mosto é filtrado e segue para a etapa de
fervura, na qual o ldpulo é adicionado e geralmente esta etapa é
realizada por cerca de 90 minutos. Esta etapa tem a finalidade de
extrair e isomerizar os a-acidos do lupulo, inativar enzimas, eliminar
bactérias e fungos, coagular proteinas, evaporar compostos
indesejados presentes no ldpulo, promover a formacdo de
melanoidinas (reacdo de Maillard), caramelos (reacdo de
caramelizacao) de acucares (importante para alguns estilos de cerveja)
e, evaporar a agua, a fim de concentrar o0 mosto ao volume e

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

A seguir, o mostro € filtrado, resfriado e transferido para o tanque de
fermentacdo, na qual a levedura de interesse sera adicionada,
geralmente, do género Saccharomyces. Eventualmente, h4 a adicao de
bactérias, como do género Lactobacillus, e outros géneros de levedura,
como Brettanomyces, para a producdo de determinados estilos de
cerveja. Durante essa etapa a grande maioria dos acUcares
fermentaveis do mosto sdo metabolizados a etanol, gas carbonico e
metabdlitos secundarios como ésteres, alcodis superiores, diacetil e
compostos de enxofre que influenciam no sabor e no aroma do produto
final (Tenge, 2009; Hanning e Bickham, 2012).

Finalmente, apds a fermentagdo, a cerveja segue para o processo de

maturagdo, no qual a cerveja é armazenada a baixas temperaturas,
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normalmente acima de 3°C, por um determinado periodo de tempo,
variando conforme o estilo. No decorrer dessa etapa, ocorre a
clarificag@o da cerveja por precipitacdo das leveduras, das proteinas e
dos solidos soluveis. Ainda, ocorre a metabolizacdo de alguns
subprodutos produzidos durante a etapa de fermentacdo, o que
normalmente, melhora as caracteristicas sensoriais da cerveja. Apos a
maturacdo, 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 ndo € pasteurizada é denominada de
chope, sendo necesséario o armazenamento refrigerado e o consumo

em curto prazo (BRASIL, 2009).

3.3.Legislacéo

No Brasil, a legislacao vigente que regulamenta a fabricacdo de cerveja esta
presente no Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, que Regulamenta a Lei n°
8.918, de 14 de julho de 1994, que dispde sobre a padronizacéo, a classificacao,
0 registro, a inspecéo, a producdo e a fiscalizacdo de bebidas (BRASIL, 2009).
Segundo esse decreto as cervejas sao classificadas quanto ao extrato primitivo,
a cor, ao teor alcodlico, a proporcao de malte de cevada e a fermentacao.

- Extrato primitivo: o extrato primitivo € a quantidade de substancias
dissolvidas (extrato) do mosto, que deu origem a cerveja e se expressa em
porcentagem (%) em peso. Para esse parametro a cerveja € 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);

by

- Cor: quanto a cor, a cerveja pode ser denominada de trés 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 a

adicao de corante);
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- Teor alocodlico: em relacdo ao teor alcodlico, as cervejas podem ser
classificadas em cerveja sem &lcool, cujo contetdo alcodlico € inferior ou igual a
0,5% em volume (0,5% vol.) e com alcool no qual o conteudo alcodlico € superior

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

- Malte de cevada: conforme a proporcdo de malte de cevada a cerveja &
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 nhome do vegetal
predominante (apresenta entre 20 e 55% de malte de cevada, em peso, sobre 0

extrato primitivo);

- Fermentacdo: quanto a fermentacédo a cerveja é classificada como de alta

fermentacao ou baixa fermentagao.

3.4.Matérias primas

7

A cerveja é produzida a partir de agua, malte (produto resultante da
germinacao parcial dos gréos da cevada), lupulo, levedura e adjuntos cervejeiros.
Para cada estilo de cerveja ha determinada composicdo quimica da agua, tipo e
grau de torrefacdo do malte, variedade do lupulo e espécie de levedura que serao
utilizados para sua fabricacdo. Ainda, em alguns tipos de cerveja podem ser
empregados outros cereais maltados, cereais ndo maltados e outros adjuntos que

sejam fonte de acucares fermentaveis (Briggs et al., 2004; Eaton, 2006).

3.4.1. Agua

A qualidade da agua influencia diretamente as caracteristicas da cerveja.
Frequentemente, pode-se utilizar agua potavel, porém, algumas vezes € necessaria

a realizacdo de alguns ajustes quimicos, como a eliminacdo do cloro de agua
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proveniente das estacdes de tratamento. Nesses casos o cloro é retirado por meio

de fervura ou filtragcdo com carvao ativado (Wotring, 2012).

O bicarbonato (HCO3) é considerado o anion mais importante no processo
cervejeiro, visto que é responsavel por neutralizar a acidez de alguns tipos de maltes
e por reduzir a alcalinidade do mosto por meio da reacdo com o fon célcio (Ca*?).
Por sua vez, o cation mais importante para a producdo de cerveja é Ca*?, pois
durante a mosturacdo reagem com HCOgj, formando &gua, gas carbdnico e um
precipitado de bicarbonato de calcio que é retirado no final da mosturagdo. O gas
carbbnico € liberado durante a fervura o que desloca a reacdo no sentido dos
produtos, reduzindo a alcalinidade da solucdo. Os ions de calcio ainda podem reagir
com fosfatos, formando precipitado de fosfato de calcio, liberando ions de hidrogénio
gue reduzem a alcalinidade do mosto (Bamforth, 2000; Briggs et al., 2004). Essas
sdo algumas das rea¢fes mais importantes no aumento da acidez do mosto, visto
gue o pH da solucao precisa variar entre 5,2 a 5,7 para que as proteases e amilases
atuem de forma apropriada. Algumas vezes, a agua apresenta uma elevada
alcalidade e somente essa reacao ndo € suficiente para que a alcalinidade seja
reduza, sendo necessario, por exemplo, o ajuste do mosto com &cido lactico
(Wotring, 2012).

3.4.2. Malte

A cevada (Hordeum vulgare) € o grdo de cereal mais comumente maltado
para producdo de cerveja. A malteacdo da cevada € realizada por meio da
submersao dos grdos em agua por determinado tempo e temperatura, e posterior
secagem. Esse processo permite a germinagéo parcial dos graos com o objetivo de
converter enzimaticamente o amido, reserva energética da cevada, em acgucares
mais simples que seréo utilizados pelas leveduras durante a etapa de fermentacéo
(Britannica Academic, 2017).

A torrefacdo do malte € a etapa seguinte a mateagdo, na qual os grédos sao
torrados a determinadas temperaturas dependendo do tipo de malte que se deseja
produzir. A partir da combinacdo do grau de modificacdo do grdo obtido na
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malteacdo e do grau de torrefacdo do malte se pode produzir varios tipos de malte
com diferentes cores, aromas e sabores (Figura 1). A variagdo das caracteristicas
sensoriais dos maltes € importante para a producao dos diferentes tipos de estilo de
cerveja, pois para cada tipo de cerveja é utilizado um ou mais tipos de malte,

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

Figura 1. Diferentes graus de torrefacédo da cevada. Conforme aumento da tonalidade da cor ha

aumento do grau de torrefacdo da cevada.

Fonte: frenchandjupps.com

A cor da cerveja é uma das caracteristicas mais importantes de todos os tipos
de estilo de cerveja. E diretamente influenciada pelo tipo de malte que é utilizado,
mas a intensidade e o tempo de fervura do mosto, e a adicdo 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
legislacdo brasileira (BRASIL, 2009) a escala que deve ser utilizada para determinar
a cor da cerveja é a EBC. O método utilizado para isso € a medida da absorbancia a
430nm, em espectrofotdmetro UV/VIS, da cerveja diluida contra um branco de agua
(EBC, 2000).

Os graos de cevada possuem em sua composi¢cado carboidratos, proteinas,
lipideos, vitaminas, compostos nitrogenados e compostos fendlicos (Callemien &
Collin, 2010). No entanto, a concentracdo desses compostos varia conforme a
variedade e o grau de torrefacdo da cevada utilizado e conforme condi¢des do solo e
do ambiente, como temperatura, umidade relativa do ar e duracao total de exposi¢cao
ao sol (Kreisz, 2009).
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3.4.3. Lupulo

Os lupulos cervejeiros foram provavelmente introduzidos na fabricacdo da
cerveja com a finalidade de promover estabilidade bacteriologica a bebida (Briggs et
al., 2004). Esse ingrediente é o responséavel pelo sabor amargo da cerveja, também
influenciando o “flavor”. Além disso, auxilia na formacdo de complexos insolaveis
com proteinas e polipeptideos, contribuindo para a estabilidade coloidal da cerveja,
e colabora na estabilizacdo da espuma (Keukeleire, 2000). Comercialmente, estéo
disponiveis as seguintes formas de lapulos: (a) em flores (cone seco do lupulo), (b)
em pellets, ou (c) em extratos (Figura 2). Contudo, normalmente a forma mais
utilizada sao os pellets, visto que na forma de flores é necesséario o armazenamento
do produto sob refrigeracdo (Krottenthaler, 2009) e na forma de extrato é essencial
gue o produto final seja isento do solvente presente no extrato (BRASIL, 2009).
Sendo assim, os pellets sdo preferidos devido a sua praticidade de utilizacdo
(Garofalo, 2012).

Figura 2. Formas comercialmente disponiveis dos lupulos.

A) Cones secos B) Pellets C) Extrato

Fontes: A) https://www.amazon.com/Bulk-Herbs-Flowers-Whole-Organic/dp/BO0JLR8C9E;
B) https://www.morebeer.com/products/centennial-pellet-hops.html e
C) https://www.homebrewcentre.co.uk/isomerised-hop-extract-28ml.

Os lupulos sao flores femininas, ou cones, da espécie Humulus lupulus, que
apresentam glandulas de lupulina onde se concentram 0s compostos quimicos de
interesse para a industria cervejeira. A resina presente nessas glandulas contem
Oleos essenciais, a-acidos e, em pequenas proporcdes, B-acidos, que contribuem

para o amargor, 0 aroma e 0 sabor da cerveja. A concentracdo desses compostos
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difere conforme as variedades dos lUpulos, que normalmente sao classificados como
l[Gpulos de aroma e ldpulos de amargor, embora algumas variedades sejam
classificadas como “multiuso”. As variedades de lupulos de aroma apresentam
compostos aromaticos mais agradaveis e amargor sutil, possuindo, geralmente, uma
concentragcdo baixa de a-acidos. Os lapulos de amargor contém um alto teor de a-
acidos, contudo, suas caracteristicas de aroma e sabor, normalmente, ndo sdo tao
refinadas quando comparadas aos lUpulos de aroma (Bamforth, 2000; Krottenthaler,
2009; Briggs et al., 2004; Garofalo, 2012).

O amargor é uma das caracteristicas mais relevantes no momento da escolha
do estilo de cerveja pelos consumidores. Sendo assim, muitos fabricantes tém
descrito no rétulo do produto a Unidade Internacional de Amargor (International
Bittering Unit), sendo mais utilizada a sigla IBU. Por meio do IBU sdo estimados o0s
compostos amargos da cerveja, que séo principalmente os a-acidos isomerizados.
Essa mudanca conformacional da molécula dos a-acidos ocorre durante a etapa da
fervura, e torna esses compostos mais solliveis no mosto (Briggs et al.,, 2004). A
técnica que é realizada para determinacéo do IBU é a extracdo em fase liquida com
iso-octano, seguida da medida da absorbancia a 275 nm em espectrometro UV/VIS
(EBC, 2004).

3.4.4. Levedura

As leveduras Saccharomyces cerevisie e Saccharomyces pastorianus s&o
geralmente utilizadas para a producéo de cerveja. A primeira € denominada levedura
ale ou de alta fermentacdo, assim chamadas, pois formam colbnias que sé&o
sustentadas pela tensdo superficial do mosto fermentado. As leveduras do género S.
pasterianus sao chamadas de leveduras lager ou de baixa fermentacdo, pois
floculam no fundo do fermentador. H& diversas linhagens dessas duas espécies de
leveduras que sao utilizadas para fabricacdo 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 género de
leveduras, elas apresentam varias diferencas que tem consequéncias vitais para o
processo de fabricacdo de cerveja. Como principais diferencas entre essas duas
espécies de levedura pode-se incluir sua capacidade fermentativa, taxa de utilizacéo
de acucar, tolerancia a temperatura, caracteristicas de floculacdo, tolerancia ao
etanol, exigéncia de oxigénio e perfil de compostos de aroma e sabor que sdo
produzidos (ERlinger, 2009).

As leveduras do tipo ale podem utilizar como fonte de carbono os agucares
mais simples como glicose, frutose, maltose e sacarose, no entanto, fermenta
parcialmente a rafinose, que é um trissacarideo composto por frutose, glicose e
galactose. Essa fermentacdo € parcial, pois as leveduras ale ndo apresentam a
enzima oa-galactosidase que cliva a ligacdo entre a glicose e galactose, sendo assim
esses dois aglcares da rafinose ndo séo utilizados como fonte de carbono (Russell,
2006). Ainda, a temperatura ideal de multiplicagdo dessas leveduras é entre 13 a
24°C e algumas variedades podem fermentar até a presenca de 12% de etanol.
Como exemplo de cervejas produzidas com leveduras ale, pode-se citar alguns tipos
Weiss (cervejas que utilizam trigo para sua fabricacdo) e Indian Pale Ale (IPA,
cervejas que apresentam amargor elevado devido a adicdo de grandes quantidades
de lapulo) (Hanning e Bickham, 2012).

As leveduras lager podem fermentar aculcares simples, como os citados
anteriormente, além de ser capaz de clivar completamente a rafinose, utilizando os
trés monossacarideos desse acucar. 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 sdo exemplos de cervejas que

séo produzidas com leveduras lager (ER3linger, 2009; Hanning e Bickham, 2012).

3.4.5. Adjuntos cervejeiros

Um adjunto cervejeiro, segundo o Decreto n°® 6.871 de 2009, é definido como
a adicdo de cevada cervejeira e demais cereais aptos para o consumo humano,

malteados ou ndo-malteados, assim como os amidos e agucares de origem vegetal.
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Esses adjuntos podem ser sélidos, como o0s cereais maltados e ndo maltados, ou

liguidos, como derivados de cana de agucar (BRASIL, 2009).

Entre os cereais maltados que sdo mais utilizadas na fabricacdo 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
producdo da cerveja, entretanto esses sao normalmente utilizados crus (Briggs et
al., 2004).

A substituicdo de parte da cevada maltada por cereais ndo maltados € uma
estratégia econdmica importante que visa diminuir os custos da producao. No Brasil,
o cultivo de milho (Zea mays) e de arroz (Oryza sativa) € expressivamente maior que
o cultivo de cevada, sendo assim muito utilizado pelas industrias cervejeiras.
Contudo, antes de serem adequados para a producdo de cerveja esses cereais
precisam ser processados. Os acglcares devem ser gelatinizados antes da mostura
inicial por meio de fervura dos gréos, por exemplo. Ainda outros cereais nao
maltados que podem ser utilizados sdo a cevada, o centeio e o trigo em flocos
(Meussdoerffer e Zarnkow, 2009).

Como adjuntos liquidos, os derivados de cana-de-acUcar e de beterraba,
xaropes a base de sacarose, xarope de maltodextrina, xarope de amido hidrolizado
e extrato de malte sdo comumente usados como uma fonte de carboidratos
fermentaveis de baixo valor econémico. No entanto, estes ndo sdo completamente
fermentaveis e tendem a gerar cervejas com teores de alcool mais elevado. O
caramelo, o melado e xarope de bordd sao outros adjuntos utilizados na industria de
cervejeira com a finalidade de fornecer, além de carboidratos fermentaveis, cor e

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

3.5. Composic¢ao quimica da cerveja

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

diferentes classes quimicas (Callemien & Collin, 2010; Gaetano, et al., 2016). A
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maior parte desses compostos é proveniente das matérias-primas que sao utilizadas
durante a fabricacdo da cerveja. Todavia, outros compostos, como de aroma e
sabor, sdo formados durante o processamento. Diversos se mantém inalterados
desde as etapas iniciais até o produto acabado, outros, no entanto, sofrem diversas

modificacdes (Briggs et al., 2004).

A composicdo quimica da cerveja varia conforme as matérias-primas
utilizadas, o processo de fabricagdo de cada empresa e o estilo que se deseja
produzir. Na Tabela 1 é mostrada a composi¢cdo quimica tipica de uma cerveja do

tipo lager, estilo mais consumido mundialmente.

Tabela 1. Composi¢cdo quimica de uma cerveja do estilo lager.

Componente Unidade Valor médio em 100 mL de cerveja
Agua g 90 - 98
Etanol % (vIv) 4,2-5,8
Carboidratos g 29-3,6

Proteinas g 0,34 - 0,46

Vitaminas mg 0,6-0,8
Minerais mg 55-74
Compostos fendlicos mg 0,28-9

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

Ha estudos com diferentes tipos de cerveja (lager, Pilsen, Mauzenbier,
cervejas de trigo e cerveja de centeio) nos quais ja foram identificados diversos
compostos fendlicos 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 ndo foram encontrados estudos na
literatura (pesquisa realizada no Scopus e Science direct) que tenham analisado o
perfil de compostos fendlicos e nitrogenados em cervejas artesanais. As pesquisas
realizadas até o momento avaliam apenas compostos de uma das classes, fendlicos

ou nitrogenados.
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3.5.1. Etanol

O etanol é o componente ndo aquoso majoritario na cerveja. Os efeitos
relacionados ao consumo de etanol podem ser considerados benéficos ou
prejudiciais & saude dependendo da quantidade ingerida e do padrdo de consumo
do etanol, apesar de ser classificado como carcinogénicos para humanos, segundo
a IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer). Muitas pesquisas
descrevem as curvas em forma de J, na qual pessoas que consomem levemente e
moderadamente alcool — 330 mL de cerveja com teor alcodlico de 4% (Gaetano et
al., 2016) — tem menos risco de mortalidade que os individuos abstémios 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 cancer como colon,
reto e figado, lesdes hepdticas, doencas cardiovasculares, além de causar

dependéncia quimica e psiquica (Gaetano et al., 2016; Rehm & Roerecke, 2017).

Segundo Jayasekara e colaboradores, a relacdo encontrada entre 0 consumo
de etanol e o risco de mortalidade por todas as causas foi curvilinea para homens,
na qual a ingestdo moderada de etanol era benéfica a saude. 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 numero de
estudos associados aos riscos relativos aeste grupo, nao foi possivel estabelecer a

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

Segundo diversos estudos epidemiolégicos o consumo moderado de etanol
esta relacionado com a reducdo de risco de doencas cardiovasculares, (DCV)
principalmente, doenca cardiaca coronariana (Brien et al., 2011; Arranz et al., 2012;
Thompson, 2013; Gaetano et al., 2016; Larsson et al., 2017). Os efeitos benéficos a
saude cardiovascular descrita na literatura sugerem que a ingestéo leve a moderada
de etanol pode aumentar a sensibilidade a insulina, elevar a concentracdo de
lipoproteinas de alta densidade (HDL), reduzir a inflamacdo, aumentar a
adiponectina e atuar como agente antitromboético (Di Castelnuovo et al., 2009;

O’Keefe et al., 2014). Os mecanismos propostos que podem explicar o aumento a
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sensibilidade a insulina sdo a inibicdo da gliconeogénese, elevacdo dos niveis de
adiponectina, aumento da sintese de insulina pelo pancreas e supressdo da
metabolizacdo de acidos 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 funcdo transportar o colesterol dos tecidos até o figado para ser
metabolizado, desde modo o aumento dessa lipoproteina apresenta importante
papel na diminuicdo do risco de doenca cardiovascular (Lima e Couto, 2006). Com
relacdo a reducéo da inflamacao, sugere-se que o etanol contribui para a diminuicao
da proteina C reativa, a qual se eleva no sangue quando ha algum processo
inflamatério em decurso no organismo (Di Castelnuovo et al., 2009). A adiponectina
€ um hormonio que apresenta importante papel na homeostase do organismo, pois
aumenta a sensibilidade a insulina e apresenta propriedades anti-inflamatorias e
anti-aterogénicas (Lima e Couto, 2006), sendo assim um fator de protecdo contra
doencas cardiovasculares. Por fim, o etanol diminui a agrega¢do plaquetaria e os
niveis de fibrinogénio, os quais estdo diretamente relacionados com doencas

coronarianas (Gaetano et al., 2016).

3.5.2. Compostos fendlicos

Na cerveja a presenca de compostos fendlicos pode estar relacionado aos
efeitos benéficos associados ao seu consumo (Bamforth et al., 2002; Rimbau et al.,
2014; Gaetano et al.,, 2016). Estudos tém demonstrado evidéncias de que os
compostos fendlicos apresentam atividade antioxidante tanto in vitro quanto in vivo
(Vinson et al., 2003; Wang et al., 2014; Maietti et al., 2017). Os compostos fendlicos
apresentam atividade antioxidante devido a sua capacidade de doar elétrons,
hidrogénio ou formar adutos com espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
nitrogénio (RNS) (Valko et al., 2007; Karabin, 2015; Gaetano et al., 2016).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios sintetizados
normalmente durante o desenvolvimento das plantas e em situacfes de estresse,
como doencgas e exposicao a radiacdo UV. Assim, estdo naturalmente presentes nas

plantas e nos alimentos e bebidas produzidas a partir delas, como a cerveja (Naczk
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& Shabhidi, 2004). Esses compostos contribuem para o sabor, o aroma e a cor, e
ainda podem atuar como antioxidantes diminuindo a oxidagéo de outros compostos
relacionados com aroma e sabor presentes na cerveja (Aron & Shellhammer, 2010;
Tribaldo, 2015). Os compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes por meio
de dois mecanismos principais, nomeadamente: (1) capacidade de quelar ions de
metais de transicdo; (2) capacidade de desativar radicais através da doacao
hidrogénio ou elétron. Nesse ultimo mecanismo é gerado um o radical fenoxil que é
estabilizado por ressonancia do anel aroméatico (Vanderhaegen et al., 2006).
Genericamente, os compostos fendlicos apresentam um ou mais anéis aromaticos
ligados a um ou mais substituintes hidroxilicos. Nos alimentos e nas bebidas
fermentadas, podem formar complexos conjugados com acucares e compostos
organicos (Naczk & Shahidi, 2004).

Na cerveja, os compostos fendlicos sdo principalmente provenientes da
cevada e em menor proporcéo do lupulo, visto que a quantidade de malte utilizado
na fabricacdo da cerveja € mais elevada que a quantidade de lupulo. (ERlinger,
2009). As classes de fenodlicos que ja foram identificados em cerveja sao &cidos
fendlicos, flavondides, prenilflavondides, a-acidos e B-acidos (Intelmann et al., 2009;
Callemien & Collin, 2010; Rada-Quifer et al., 2015; Heuberger et al., 2016).

Os &cidos fendlicos presentes na cerveja sdo derivados do malte e do ltpulo
(Callemien & Collin, 2010). Eles apresentam na sua estrutura quimica um anel
aromatico, um substituinte carboxilico, 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 trés grupos, os acidos hidroxibenzéicos e
derivados, os acidos hidroxicinamicos e derivados e &cidos hidroxifenilacéticos
(Rada-Quifer et al.,, 2015). Embora, apresentem um esqueleto carbdnico muito
similar, as posi¢cdes das hidroxilas e das metoxilas no anel aromatico variam
bastante, originando diversos compostos diferentes (Callemien & Collin, 2010)
(Tabela 2).

Os compostos da classe dos acidos fenélicos podem desempenhar um papel
benéfico a saude, pois apresentam atividade antioxidante (Kondo, 2004; Aron &
Shellhammer, 2010; Hung, 2014; Shahidi & Ambigaipalan, 2015). Também ja foi

reportado que o &cido cafeico e o acido clorogénico, atuam na microbiota intestinal
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inibindo e/ou reduzindo a multiplicagdo de Bacteroides, com consequente aumento
de Bifidobacterium, bactérias associadas a uma menor concentracao de proteina C-
reativa no sangue, conferindo posteriormente uma possivel protecdo cardiovascular
(Valdés et al.,2015). Na cerveja os acidos fendlicos podem contribuir com as
caracteristicas sensoriais de adstringéncia e/ou amargor, além de auxiliar na

protecdo contra reacdes oxidativas (Callemien & Collin, 2010).

Tabela 2. Estrutura quimica dos acidos fenélicos.

Acidos fendlicos R R, R; R4 Rs Composto
Acidos Hidroxibenzodicos ]
O H H OH H Acido p—hidroxibenzéico
I H OH OH  OH ~ Acido galico
Ry oK H OH OH OH Acido protocatecuico
R3 R, H OCH; OH H Acido vanilico
R>
Acidos Hidroxicinamicos )
0] H H OH H OH Acido p-cumérico
R, H H H OH H qﬁ(i:rl:ijc(:)o Acido p-cumaroilquinico
5
= R™H H OH OH  OH Acido caféico
= R H H OH  OH qﬁ(i:rll(ij((:)o Acido cafeoilquinico
3 ! H H OH OCH; OH Acido fertlico
R H H OH  OCH;3 Acido Acido feruloilquinico
quinico )
] H OCH; OH OCH; OH Acido sindptico
Acidos
Hidroxifenilacéticos H H OH H Acido 4-hidroxifenilacético
R4 OH H OH H H Acido 3-hidroxifenilacético
OH H H H Acido 2-hidroxifenilacético
@]
R3 Ry H H OH OCH; Homovanilico
R>

Fonte: prépria autora.

O malte e o lapulo apresentam, também, diversos flavonoides que se mantém
inalterados até o processamento final da cerveja. Os flavonoides contém dois anéis
aromaticos (anéis A e B) conectados por trés atomos de carbono centrais que
formam um heterociclico (anel C) (Figura 4). Diferentes substituicées no anel C déo
origem a diversas classes de flavonoides, como flavonadis, flavonas e antocianidinas
(Tabela 3). Os grupos funcionais, como hidroxilas e metoxilas, estdo presentes em
diferentes posi¢cdes nos anéis A e B, 0 que propicia uma grande variedade de
moléculas em cada uma das classes dos flavonoides. Ainda, muitas vezes 0s

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 quimica bésica dos flavonoides.

Fonte: prépria autora.

Tabela 3. Estrutura quimica das diferentes classes dos flavonoides.

(continua)
Flavonoide Substituicdo Composto
Flavonol
o 3,5,7,3,4 - OH Quercetina
| 3,5,7,4 — OH Kaempferol
H OH
5,7,3’,4 — OH; 3 —rutinose Rutina
Flavanol
3,5,7,3,4 —OH Catequina
O
3,5,7,3,4 —OH Epicatequina
OH 5,7,3',4’ — OH; 3 — O-glicosideo Catequina 3-O-
glicosideo
Flavona
O 5,7,4 — OH Apigenina
O
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(conclusao)

Flavanona
5,4’ — OH; 7- rhamnoglicose Naringina
(@]
3,5,3' — OH; 4 — OCHg; 7 - rutinose Hesperidina
|| 5,74 — OH Naringenina
3,5,7,3,4 — OH Taxifolin
Isoflavona
(@]
(0] 5,74 - OH Genisteina
Antocianidinas
+
@)
N Cianidi
35.7.3'4'— OH ianidina
P

OH

Fonte: prépria autora.

A atividade biologica dos flavonoides depende da relacdo entre as estruturas
guimicas e as orientacdes dos grupos funcionais de cada classe desses compostos.
Ha diversas evidéncias por meio de estudos epidemioldgicos que os flavonoides séo
compostos que apresentam atividade antioxidante, capacidade de inibir a
proliferacdo celular e atividade antiestrogénica (Ross & Kasum, 2002; Vinson et al,
2003; Kondo, 2004; Rice-Evans, 2006). Ainda, os flavonoides previnem a
progressédo de aterosclerose e doencas como hipercolesterolemia e hipertensdo que
podem levar a doencas cardiovasculares (Vinson et al, 2003; Macready et al., 2014,
Karabin, 2015). Na cerveja esses compostos também atuam como antioxidantes,
reagindo com radicais livres e quelando ions de metais de transicdo (Vanderhaegen,
2006). Adicionalmente, os flavonoides contribuem com a turbidez causada por

proteinas da cevada, devido a alta afinidade dos flavonoides com essas proteinas. A
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presenca desses complexos insoluveis de proteinas e flavonoides confere sensacao
sensorial adstringente a cerveja, sendo, muitas vezes necessaria a estabilizacdo
coloidal por meio de armazenamento prolongado a frio, filtracdo a frio, clarificacédo
com gelatina ou acido tanico, adicdo de enzimas proteoliticas ou tratamentos com
adsorventes, como polivinilpirrolidona. Portanto, a remocéo desses complexos pode
impactar na qualidade sensorial e na estabilidade do sabor da cerveja, devido a
capacidade antioxidante ja citada dos flavonoides. Finalmente, flavandis 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 esta presente em
grandes quantidades nas glandulas de lupulina do lupulo (Stevens & Page, 2004).
No entanto, na cerveja, o xanthohumol esta presente em baixa concentragéo, pois é
pouco hidroséluvel. Durante o processo de fabricacdo da cerveja o xanthohumol é
isomerizado a um composto mais soluvel, o isoxanthohumol, como € apresentado na
Figura 5 (Roberts & Wilson, 2006). Aproximadamente 15 a 50% do xanthohumol
presente no lipulo permanece inalterado até o final do processo de producdo de
cerveja. Diferentemente dos outros compostos do grupo dos flavonoides, muitos
prenilflavonoides apresentam os substituintes prenil e geranil (Callemien & Collin,
2010; Karabin, 2015) (Tabela 4).

Alguns trabalhos da literatura relataram que compostos como o xanthohumol,
o isoxanthoulmol e o 8-prenilnaringenina apresentam atividade estrogénica. Este
Gltimo apresenta uma atividade muito maior que os demais sendo este o
fitoestrogeno com maior atividade estrogénica encontrado na natureza. Alguns
estudos indicam que isoxanthohumol seria desmetilado por algumas bactérias do
intestino sendo transformado em 8-prenilnaringenina, dessa forma a concentragao
sanguinea 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 distirbios neurodegenerativos, atuar como
agentes quimiopreventivo contra cancer, como agentes antioxidantes e como

agentes antimicrobianos (Kondo, 2004; Briggs et al., 2004; Karabin, 2015; Yao et al.,
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2015; Zotierczyk et al., 2015). Em estudo realizado com enriquecimento com
xanthohumol em cerveja produzidas com diferentes tipos de malte, demonstrou-se
que concentracdes de até 2 mg.L™ (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 concentracdes de xanthohumol (até 5 mg.L™)
(p/v), ocorreu uma maior multiplicacao celular, menor oxidagéo intracelular e menos
danos ao DNA da levedura (Carvalho, 2016).

Figura 5. Isomerizacao do xanthohumol em isoxanthohumol.

H;C CHg HsC CHj,
OH OH
HO OH HO 0]
|
0] @] @) 0]
“CH, “CH,
Xanthohumol Isoxanthohumol
Fonte: propria autora.
Tabela 4. Estrutura quimica dos prenilflavonoides.
Estrutura dos prenilflavonoides R, R, Rs R. Composto

Derivados das chalconas

OH oH H OH  Prenil Desmetilxanthohumol
Ry OH H OH Geranil 3’- Geranilchalconaringenina
R OH OH Prenil OH Prenil 3.,5-
| Diprenilchalconaringenina
2 ]
Ry (0]

Derivados das flavanonas

OH Naringenina
Ry OH H OH H
R o OH Prenil OH H 6-Prenilnaringenina
3 OH H OH  Prenil 8-Prenilnaringenina
OH Geranil OH H 6-Geranilnaringenina
E ]
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Fonte: propria autora.

Os a-acidos (humulonas) e B-acidos (lupulonas) sdo compostos presentes na
cerveja que sdo provenientes do lupulo (Tabela 5). As duas classes se diferem pelos
substituintes presentes na posi¢cao 6 do anel aromatico, sendo que nos a-acidos, os
substituintes sdo uma hidroxila e um grupo prenil e nos B-acidos os substituintes séo
dois grupos prenil. Tanto as humulonas quanto as lupulonas apresentam atividade
antibacteriana que é atribuida aos grupos prenil presentes em todas as moléculas

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

Tabela 5. Estrutura quimica dos &cidos amargos.

Acidos amargos R Composto
a-acidos CH,CH(CHs), Humolona
CHj

CH(CHy), Cohumulona
CH(CH3)CH,CH3 Adhumulona

B-acidos CH,CH(CHjs), Lupulona
CH(CHy), Colupulona

CH(CH3)CH,CH;3 Adlupulona

Fonte: propria autora.

Durante a fervura do mosto cervejeiro ocorre uma importante mudanca
conformacional de algumas moléculas: a isomerizacéo térmica dos o-acidos em iso-
a-acidos (Figura 6). Cada um dos a-acidos origina dois isémeros, cis e trans, sendo
gue a propor¢cao normalmente € de 68:32 (cis:trans). Acredita-se que iSSO ocorra,
pois o isbmero cis € mais estavel quimicamente que o isdmero trans (Keukeleire,

2000). Contudo, apenas cerca de 50% o«-acidos sao isomerizados, e
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aproximadamente 25% dos iso-a-acidos ndo sdo degradados durante o processo de
fabricacdo da cerveja (Bamforth, 2000). Os iso-a-acidos sdo compostos mais
amargos e mais hidrossoliveis do que as moléculas precursoras, sendo 0s
principais compostos responsaveis pelo amargor da cerveja (Verzele, 1986;
Vanderhaegen et al, 2006; Intelmann et al., 2009). Além dessas duas caracteristicas,
0s iso-a-acidos ainda auxiliam na estabilizacdo da espuma da cerveja e também

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

Figura 6. Isomerizagao de a-acido em iso-a-acido.

1 -acido

/

: OH
0

HO
HOJ\
H;C

Trans-iso-t -acido Cis-iso-1 - acido

Fonte: propria 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
secundarios produzidos em resposta ao estresse causado por patdogenos e
condi¢cdes ambientais desfavoraveis (Facchini, et al., 2002). As agmatinas ligadas a
acidos hidroxicinamicos séo produtos da ligacdo covalente entre o grupo carboxilico

de acidos hidroxicinamicos e agmatina (Pihlava, 2014).

Figura 7. Estrutura quimica de agmatinas ligadas a &cidos hidroxicindmicos.

Cumaroilagmatina Sinapoilagmatina
i || I
N NH, H,N N o]
NH, NH,
OH
Feruloilagmatina 0
HO HsC
(0]
H,N No ||
\(/ NH |
NH,
OH
0
HaC”™

Fonte: prépria autora.

As amidas de acido hidroxicinamico também sdo 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 sao
produtos da ligagéo covalente entre o grupo carboxilico de acidos hidroxicindmicos e

cadeias de poliaminas alifaticas, como espermidina, espermina e putrescina (Figura
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8). Assim como as agmatinas ligadas a acidos hidroxicinamicos as amidas de acido
hidroxicindmico sdo metabdlitos secundarios produzidos naturalmente pelas plantas

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

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

hidroxicinamoil transferase, dando origem a p-cumaroil espermidina.

I
NH NH
X S”’”CoA + HZN/\/\/ e N 2

HO Cumaroil-CoA l Espermidina

NHW\
A NH " NH, + CoAwmwsH

HO : -
p-cumaroil espermidina

Fonte: propria autora.

Os benzoxazinoides sao fitoanticipinas constitutivas, ou seja, sdo metabdlitos
secundarios produzidos por espécies de plantas da familia Poaceae (Gramineae),
como cevada, milho, trigo e centeio, antes do ataque de patdégenos (Frey et al.,
2009; Ahmad et al., 2011). Como essas espécies de plantas sédo utilizadas na
fabricacdo de cerveja, os benzoxazinoides podem estar presentes nessa bebida
(Pihlava & Kurtelius, 2016). Esses compostos apresentam um anel aroméatico
conjugado com heterociclo dissubstituido, como € ilustrado na Figura 9 (Sicker et
al., 2000).

Os produtos finais da biossintese dos benzoxazinoides s&o compostos
glicosilados, pois a glicosilacdo diminui a toxicidades dessas moléculas para as
células das plantas. Entretanto, quando as células sdo rompidas por ataques de
patdégenos ou de animais os bezoxazinoides glicosilados sdo convertidos as suas
formas agliconas (Frey et al., 2009). Os possiveis mecanismos de agédo descritos
sugerem gue compostos como DIBOA reagiriam com grupos nucleofilicos NH, e SH
de biomoléculas presentes em bactérias, fungos e insetos. Mais detalhadamente, os

benzoxazinoides atuariam reduzindo o transporte de elétrons nas mitocéndrias 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 quimica dos benzoxazinoides.

(o) o) OH O o OH HO O OH
HaC™ j/ H,C”™ j/
NN N\
X ITI o N o
H
H OH
HMBOA DIMBOA DHBOA
o] OH O OH
H SH
HBOA DIBOA

Fonte: propria 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 METODOS

4.1.Produtos quimicos e padrdes

Os seguintes solventes e reagentes foram utilizados: acetonitrila grau HPLC
(J.T. Baker), acido férmico P.A. (Merck), acido cloridrico 6M (Neon), iso-octano grau
HPLC e espectrometria UV (Vetec) e acido acético glacial (Neon). A 4gua utilizada
foi agua ultrapura (Milli-Q) produzida por um sistema Millipore. Os padrfes de &cido
galico, acido hidroxibenzoico, catequina, epicatequina, acido 5-cafeioilquinico, acido
caféico, éacido cumarico, acido ferdlico, rutina, isoxanthohumol, kaempferol,
quercetina anidra e quercetina-3-O-glicosideo (pureza 97-99%) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich.

4.2. Amostragem

Trés estilos de cervejas artesanais foram analisados neste estudo,
nomeadamente: India Pale Ale (IPA), Pilsen e Weiss. As amostras foram obtidas por
doacdo de cervejarias artesanais ou por compra em supermercados da regido
metropolitana de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Ainda, foi analisada uma
cerveja nao artesanal do estilo American Lager, sendo obtida por meio de compra
em supermercado. Os nomes das empresas foram omitidos e as amostras estao
apresentadas por cédigos. Trés garrafas de trés lotes de producdo foram adquiridas

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

A escolha dos estilos de cervejas que seriam avaliados nesse trabalho foi
definida apos a realizacdo de pesquisa de comercializagdo de cervejas artesanais
na regiao de Porto Alegre. Para isso, entrou-se em contato via telefone ou por visita

as industrias e distribuidoras de cervejas artesanais.

O conteudo das garrafas foi homogeneizado, desgaseificado em ultrassom e
filtrado em filtro de papel filtro qualitativo. As amostras foram congeladas em tubos
de polipropileno por imerséo nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para analises

posteriores.
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Tabela 6. Estilo, cdédigo do lote e informag¢fes descritas no rétulo das cervejas
analisadas.

Estilo de cerveja Cddigo do lote Cor® Teor alcodlico”
(contendo trés garrafas) (%,vIv)

IPA MJ1 Clara 4.5

IPA MJ2 Clara 45

IPA MJ3 Clara 4.5

IPA Fl1 Escura 6,5

IPA Fi12 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 45
Pilsen FP2 Clara 45
Pilsen FP3 Clara 45
Pilsen TP1 Clara 5
Pilsen TP2 Clara 5
Pilsen TP3 Clara 5
American Lager CP1? n.d. 4.7
American Lager CcpP2? n.d. 4.7
American Lager CP3? n.d. 4.7
Weiss DwW1 n.d. 5
Weiss DW?2 n.d. 5
Weiss DW3 n.d. 5
Weiss Fwi Clara 5
Weiss Fw?2 Clara 5
Weiss FW3 Clara 5

Weiss TW1 Clara 5.3

Weiss TW?2 Clara 5.3

Weiss TW3 Clara 5,3

Nota: *Cerveja ndo artesanal;bDescrigﬁes do rétulo. n.d. = ndo descrito no rétulo.

Devido uma das empresas ndo pasteurizar as amostras de cerveja do estilo
IPA, realizou-se a pasteurizacdo conforme o dossié técnico do SBRT (Servico
Brasileiro de Resposta Técnicas), com ligeiras modificacdes. As garrafas foram
colocadas em um recipiente metalico, aquecidas até 60°C e mantidas por 20 min
dentro do recipiente fechado com tampa. A seguir, as garrafas foram resfriadas com

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

4.3. Caracteristicas fisico-quimicas
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4.3.1. Cor

A cor foi avaliada conforme método descrito por Spearot (2016) com algumas
modificacdes. Brevemente, apds desgaseificacdo a amostra foi centrifugada a 3000
g por 5 min e o sobrenadante foi recolhido e diluido em &agua ultrapura. A
absorbancia a 430 nm da solucéo diluida foi determinada em espectrofotémetro UV-
VIS (Shimadzu UV Spectrophotometer UV1800) em cubeta de quartzo de 10 mm
contra um branco de agua ultrapura. Os resultados foram expressos em EBC
(European Brewery Convention) utilizando a seguinte formula: EBC = 25 x fator de

diluicdo x AbS430nm.

4.3.2. Amargor

O amargor foi avaliado utilizando o método definido pela EBC (2004) de
extragcdo com iso-octano, com pequenas modificacfes. Apds sonicacdo, 2,5 mL de
cada amostra foram acidificados com 125 uL de HCI 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 absorbéancia da camada de iso-
octano foi medida em espectrofotdmetro 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

formula IBU = 50 x AbS,750m.

4.3.3. Grau Alcodlico e Extrato Primitivo

A determinagdo do grau alcodlico e do extrato primitivo foram realizados em
densimetro eletrébnico acoplado a espectrdometro NIR (Near Infra-red) (Alcolyzer

Beer) no Laboratorio de Analises Agropecuarias do Rio Grande do Sul (LANAGRO-
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RS). Os resultados do grau alcoodlico e do extrato primitivo serdo expressos em

porcentagem de etanol e graus Plato, respectivamente.

4.3.4. Andlise Estatistica

Os dados das analises fisico-quimicas relativos a cor, amargor, teor alcodlico
e extrato primitivo foram analisados por meio de andlise de variancia (ANOVA) de
um fator e complementadas pelo teste de Tukey, com 95% de confiabilidade,

utilizando o programa Microsoft Excel 2007 com a biblioteca Real Statistics®.

4.4.Determinacdo de compostos fendlicos e nitrogenados

4.4.1. Semi-purificacdo para analise em HLPC-DAD-ESI-MS/MS

Previamente as analises dos compostos fendlicos e nitrogenados, as
amostras de cerveja foram purificadas por extracdo em fase solida (SPE) utilizando o
método de Rada-Quifer e colaboradores (2015) com pequenas modificacdes.
Inicialmente, as amostras foram descongeladas e o etanol foi evaporado em
evaporador rotatério. Os cartuchos de SPE Oasis® MAX 30 mg foram ativados com 1
mL de metanol e condicionados com 1 mL de solucéo de acetato de sodio (50 mM,
pH 7). A seguir, foram adicionados 2 mL de cerveja desalcoolizada e acidificada com
34 uL de &cido cloridrico (38%). Os cartuchos foram lavados com 1 mL de solucéo
de acetato de sodio (50 mM, pH 7) contendo 5% de metanol com o objetivo de
remover compostos interferentes, tais como agucares e outras moléculas de elevada
massa molecular. Os compostos fendlicos e nitrogenados foram eluidos com 1800
uL de metanol acidificado com 2% de acido formico em frasco ambar e

armazenados a -20°C até a injecado no sistema de cromatografia de alta eficiéncia

! Disponivel no site <http://www.real-statistics.com/>
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com detector de rearrajo de diodos acoplado a espectrometro de massas contendo
uma fonte de ionizacéo electrospray (HPLC-DAD-ESI-MS/MS).

Previamente a injecdo no HPLC-DAD-ESI-MS/MS, a amostras foram secas
em evaporador rotatorio e o extrato seco obtido foi reconstituido com 1 mL de agua
acidificada (0,5% de acido férmico) e filtrado em membrana de acetato de celulose

de diametro 0,22 pm.

Anteriormente a aplicacdo da SPE foi realizado um ensaio prévio para estimar
a recuperacdo de quatro compostos fenodlicos de diferentes classes em cartuchos
Oasis® MAX. Para isso, adicionou-se uma concentracdo conhecida dos padrdes de
acido galico (24 mg.L™), acido cumarico (12 mg.L™), catequina (45 mg.L™?) e rutina
(18 mg.L™) a uma amostra de cerveja. As recuperacdes e os desvios padrdes dos
compostos fendlicos foram as seguintes: acido galico 66% + 8, acido cumarico 93%

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

4.4.2. Determinacdo dos compostos fendlicos e nitrogenados por

HPLC-DAD-ESI-MS/MS

A determinacdo dos compostos fendlicos e nitrogenados foi realizada em
HPLC da Shimadzu (Quioto, Japdo) contendo duas bombas LC-20AD,
desgaseificador DGU-20A, injetor automatico SIL20AHT, detector de rearranjo de
diodos SPD-M20A (DAD) e forno CTO-20A conectado em série a um espectrémetro
de massas (MS) da Bruker Daltonics (micrOTOF-Q Il, Bremen, Alemanha) com fonte
de ionizacdo electrospray (ESI). Os compostos fendlicos e nitrogenados foram
separados em uma coluna Synergi C18 (4 um, 250 x 4,6 mm) com um fluxo de 0,7
mL.min™" a 29 °C, com fase mével consistindo de agua: acido férmico (99,5:0,5, V/v)
(solvente A) e acetonitrila:acido férmico (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 o0s
cromatogramas processados a 280, 320 e 360 nm. O eluato da coluna foi dividido de
forma que apenas 0,35 mL.min™* entrou na interface ESI. Os espectros de massas

foram adquiridos com um scan range de m/z 100 a 800. Os parametros do MS foram
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0s seguintes: fonte ESI nos modos de ionizacdo positivo e negativo; voltagem do
capilar: 2000 V; end plate offset: -500 V; saida do capilar: -110 V; temperatura e
fluxo do gas de secagem 310 °C e fluxo: 8 L.min™; press&o do gas nebulizador: 30
psi; o MS? foi realizado no modo automéatico com a energia de fragmentacéo
variando de 35 a 50 eV. Os compostos fendlicos foram identificados considerando
0s seguintes parametros: ordem de eluicdo em coluna C,g, caracteristicas espectrais
do UV-vis - comprimento de onda maximo de absorcdo (Amax), comparacdo com
padrbes analiticos, comparacdo com as caracteristicas espectrais de MS dos
padrdes analiticos analisados nas mesmas condi¢cdes. O tempo de retencdo, o UV-
vis e 0s dados do espectro de massas de 13 padrdes de compostos fendélicos foram
usados para confirmar a presenca ou auséncia dos compostos fendlicos presentes
nas amostras (Apendice C - Tabela S1). Os compostos fendlicos e nitrogenados que
foram tentativamente identificados consideraram-se os parametros de ordem de
eluicdo em coluna Cig, caracteristicas espectrais do UV-vis — comprimento de onda
maximo de absorcdo (Amax) — € dados massa exata e caracteristicas espectrais de
MS disponiveis 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 ; Ceslova 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; Spinola et al., 2015;
Ambigaipalan et al., 2016; Bruijn et al., 2016; Pihlava & Kurtelius, 2016; Sis6-
Terraza et al., 2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas fisico-quimicas

As caracteristicas de cor, amargor, teor alcodlico e extrato primivivo foram
analisadas estatisticamente conforme descrito na Secéo 4 item 4.4. Os resultados

sdo apresentados na Tabela 7.

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

alcodlico e extrato primitivo em cervejas artesanais.
(continua)

Teor alcodlico Ext. primitivo

Estilo Amostra Cor (EBC) Amargor (IBU) (%, VIV) Plato)
IPA MJ1 10% + 0,05 56+ 3,92 4,9+ 0,04 12%+ 0,08
IPA MJ2 12°+ 0,24 52°+ 0,08 4,3 +0,18 11° £ 0,27
IPA MJ3 12° +0,06 45°+ 0,80 5,2°+0,01 12°+ 0,03
IPA (m'\éﬂjia) 11° 514 4,8° 12°
IPA Fl1 50°+ 0,86 56+ 1,36 5,7+ 0,4 132+ 0,08
IPA FI2 23" +0,37 582+ 2,28 6,8"+ 0,55 15"+ 0,23
IPA FI3 25° + 0,06 54°+ 2,62 6,2°+ 0,06 15° + 0,09
IPA FI (média) 33" 56" 6,2" 14*
IPA TI1 154+ 0,10 562+ 0,71 5,0%+ 0,06 122+ 0,12
IPA TI2 17° + 0,09 63°+ 0,72 6,7° + 0,02 14° + 0,03
IPA TI3 18°+ 0,11 73°+ 2,82 7,2°+0,03 11°+ 0,06
IPA TI (média) 178 64° 6,3" 12°
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(continuacao)

Pilsen

Pilsen

Pilsen

Pilsen

Pilsen

Pilsen

Pilsen

Pilsen

Pilsen

Pilsen

Pilsen

Pilsen

American

Lager

American

Lager

American

Lager

American

Lager

DP1
DP2
DP3

DP

(média)
FP1
FP2
FP3

FP

(média)
TP1
TP2
TP 3

P

(média)

CP1

CP2

CP3

CP

(média)

14+ 0,06
11°+ 0,02

9°+ 0,04

114

12%+ 0,08
11°+ 0,26

12%+ 0,05

114

132+ 0,07
13°+ 0,07

10°+ 0,04

124

5,4+ 0,05

5,5+ 0,01

5,6%+ 0,06

352+ 0,60
31°+ 0,45

38°+ 2,06

358

20%+ 0,49
22+ 0,65

18°+ 0,18

20"

152+ 0,67
18°+ 0,48

22°+ 0,68

18*

6,5% + 0,29

6,6% + 0,43

6,9% + 0,37

5,4%+ 0,10
5,2° + 0,02

5,3+ 0,02

5,3%

4,92+ 0,10
5,5° + 0,02

4,7°+ 0,08

5,0%

5,6+ 0,01
5,1°+ 0,05

4,7°+ 0,04

5,148

4,3%+ 0,05

4.4% + 0,02

4,2+ 0,00

13%+ 0,20
12° + 0,07

13*+ 0,04

138

11+ 0,19
11° + 0,08

11%+ 0,06

114

13+ 0,11
13° +0,04

12°+0,01

138

10,38*+ 0,12

10,51* + 0,04

10,45° + 0,00
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(concluséo)

Weiss DW1 14% + 0,02 11%+ 0,34 4,7%+ 0,37 112+ 0,61
Weiss DW2 14°+ 0,05 12°+0,35 4,9* + 0,05 11°+ 0,09
Weiss DW3 13°+ 0,02 14°+ 0,25 4,9%+ 0,07 11%+ 0,14
Weiss (mi\;\/ia) 14* 12* 4,8M° 11*

Weiss FW1 182+ 0,23 15%+ 0,70 5,4%+0,15 12+ 0,26
Weiss FW2 11°+ 0,04 19°+ 0,05 5,1° + 0,03 11° + 0,07
Weiss FW3 10°+ 0,15 7°+0,22 4,6°+ 0,14 11°+ 0,21
Weiss (mFé\g/ia) 13* 14* 5,0 11*

Weiss TW1 10+ 0,05 92+ 0,13 4,1+ 0,08 11%+ 0,23
Weiss TW2 9"+ 0,09 10°+ 0,09 5,2° + 0,06 13"+ 0,14
Weiss TW3 11°+ 0,03 16°+ 0,43 4,7°+ 0,16 13"+ 0,23
Weiss (mTéV;/ia) 10° 12* 4,7° 12°

Notas: Ext. primitivo = extrato primitivo. Letras mindsculas representam se ha ou néo
diferenca estatistica entre os lotes de cada estilo de cada empresa. Letras maiusculas
representam se ha ou nao diferenca estatistica entre mesmos estilos de cada empresa.

Em geral, os trés estilos de cerveja artesanal estudados possuem diferenca
em relacdo a cor, amargor, teor alcodlico e extrato primitivo entre ao menos dois
lotes de cada empresa (Tabela 7). Isso indica que frequentemente ndo ha uma
padronizacdo na producédo de cada lote das empresas analisadas. No entando, a
cerveja nao artesal (American Lager) ndo apresentou diferenca estatistica
significante entre cor, amargor e teor alcodlico, evidenciando uma melhor
padronizacdo dos lotes. Comparando as empresas que produzem o mesmo estilo
de cerveja (Tabela 7), pode-se constatar que ha diferenca estatistica na cor entre
duas empresas dos estilos IPA e Weiss, no amargor entre duas empresas do estilo
Pilsen, no teor alcodlico e no extrato primitivo entre duas empresas dos estilos IPA,

Pilsen e Weiss. Esses dados mostram que mesmo entre as cervejas dos mesmos
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estilos, normalmente, ha diferencas entre a cor, amargor, teor alcoolico e/ou extrato
primitivo entre diferentes empresas. A explicacdo para esse fato pode ser a
utilizacdo de matérias primas e métodos de producéo diferentes em cada empresa.

Seguindo os paramentros descritos no Decreto n° 6.871, todas as amostras
apresentaram resultados da andlise de cor compativeis com os dados descritos nos
rétulos (Tabela 6), mesmo ocorrendo discrepanciais entre alguns lotes da mesma
empresa. Com relacdo ao teor alcodlico, apenas as amostras das empresas DP, CP,
DW e FW apresentaram todos os lotes dentro do limite de tolerancia de diferenca
(0,5%, v/v) do resultado obtido experimentalmente do valor descrito no rotulo. As
demais cervejarias apresentaram ao menos um lote que ultrapassou o limite de
tolerancia, sendo que cervejaria Tl obteve os resultados mais divergentes, nos quais

todos os lotes excederam o limite de tolerancia.

5.2.Determinagdo compostos de fendlicos por HPLC-DAD-ESI-MS/MS

Um total de 57 compostos fendlicos foi identificado ou tentativamente
identificado (Tabela 8), o que é similar ao numero de compostos fendlicos
encontrados por outros autores em cerveja (Callemien & Collin, 2010). Os espectros
de massas dos compostos fendlicos estdo presentes no Apéndice A. Na primeira
parte deste trabalho sera discutida a identificacdo dos compostos fendlicos e na
segunda parte serd discutida a possivel origem dos compostos fendlicos que foram
encontrados pela primeira vez em cerveja. Além disso, seré discutida a importancia
desses compostos nas caracteristicas sensoriais da cerveja e 0S possiveis

beneficios a salude associados a presencga desses compostos.

Os compostos 1 e 9 foram tentativamente identificados como acido
dimetoxibenzoico | e Il (MM = 182,0579). No modo de ionizac&o negativo, 0 espectro
de massas mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z 181,0533 e 0 espectro
MS? mostrou a m/z 163,0443 [M-H-18], correspondendo & perda de uma molécula
de agua (H.O), m/z 135,0481 [M-H-18-28], correspondendo a perda de uma
molécula de H,O e monodxido de carbono (CO), e m/z 119,0532 [M-H-18-44],
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correspondendo a perda de uma molécula de H,O e diéxido de carbono (COy,).

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

Os compostos 2, 4 a 6, 8 e 12 formam tentativamente identificados como
derivados do é&cido dihidroxibenzdico (MM = 154,0266). Esses compostos
apresentaram massa exata similar a relatada na literatura (Rada-Quifer et al., 2015)
e a ordem de eluicao foi seguida conforme Liu e colaboradores (2009). No modo de
ionizacao negativo o espectro de massas do acido 2,4- dihidroxibenzoéico, composto
8, mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z 153,0219 e o espectro MS?
mostrou a m/z 109,0294 [M-H- 44], correspondendo a perda caracteristica de COo,
frequentemente relatada em compostos derivados do acido hidroxibenzoico (Rada-
Quifer et al., 2015).

As moléculas derivadas da (epi) catequina foram tentativamente identificadas
como (epi) catequina hexosideo I, Il e Il (compostos 7, 13 e 14) e (epi) galocatequina
| e Il (compostos 11 e 15). As (epi) catequinas hexosideo | e Ill apresentaram
espectro UV-visivel similares aos padrdes de (epi) catequinha e massa exata similar
ao relatado na literatura (Rada-Quifer et al., 2015). No modo de ionizacdo negativo,
0 espectro de massas do composto 7 mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z
451,1283 e o espectro MS? mostrou a m/z 289,0757 [M-H-162], correspondendo &
perda de um residuo de hexose. No modo positivo, 0 espectro de massa mostrou a
molécula protonada [M+H]" a m/z 453,1276 e o espectro MS? mostrou a m/z
291,0785 [M+H-162]", correspondendo a perda de um residuo de hexose. Com
relacdo a (epi) galocatequina I, no modo de ionizagdo negativo, 0o espectro de
massas mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z 305,0690 e o espectro MS?
mostrou a m/z 261,0752 [M-H-44], correspondendo a perda de CO,, a m/z 221,048
[M-H-84], perda de C4H,O, referente a clivagem do anel A de flavanol, e m/z
179,0406 [M-H-126], perda de CgHgO3 referente a fissdo de anel heterociclico,
mesma fragmentacao relatada na literatura (Del Rio et al., 2004; Bravo et al.; 2006;
Dou et al., 2007).

O composto 10 foi identificado como acido 3-cafeoilquinico (MM = 354,0951).
Esse composto apresentou massa exata similar, espectro de MS e MS? compativeis
com o padrdao de acido 5-cafeoilquinico, sendo que a ordem de eluicdo foi

determinada conforme dados relatados na literatura (Rada-Quifer et al., 2015).
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Tabela 8. Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas, obtidas por HPLC-DAD-ESI-MS/MS, de compostos fendlicos em cerveja

artesanal. _
(continua)
t
Composto Nome ( § ; Amax (NM)° [M-H] MS? (-) (m/z)° [M+H]* MS? (+) (m/z)° Referéncia’
min
o 163,0630/ _
1 Acido Zimmermann et al.,
_ _ ) 4,2 n.d. 181,0787 134,9913/ n.d. n.d.
dimetoxibenzoico | 2011
119,0388
> Acido 3,5- _
o _ _ 11,8 n.d. 153,0219 n.d. n.d. n.d. Liu et al., 2009
dihidroxibenzoico
3 Acido galico 11,9 270 169,0162 125,0265 (fonte) n.d. n.d. Padrao analitico
4 Acido 3,4- _
. ) ) 13,5 n.d. 153,0215 n.d. n.d. n.d. Liu et al., 2009
dihidroxibenzéico
5 Acido 2,5- _
o _ B 15,5 n.d. 153,0223 n.d. n.d. n.d. Liu et al., 2009
dihidroxibenzéico
6 Acido 2,6- _
o _ B 15,8 n.d. 153,0210 n.d. n.d. n.d. Liu et al., 2009
dihidroxibenzéico
291,0785/
7 (Epi) Catequina 165,0495/ Rada-Quifer et al.,
16,9 277 451,1283 289,0757 453,1276
hexosideo | 139,0356/ 2015
123,0368
8 ACidO 2,4- .
17,1 261 153,0219 109,0321 n.d. n.d. Liu et al., 2009

dihidroxibenzdico




(continuacao)

10

11

12

13

14

15

Acido

dimetoxibenzoico Il

Acido 3-

cafeoilquinico

(Epi) Galocatequina
I

2,3-Acido
dihidroxibenzéico
(Epi) Catequina

hexosideo Il

(Epi) Catequina

hexosideo Il

(Epi) Galocatequina
I

17,3

17,7

17,8

18,2

18,7

20,0

20,1

n.d.

n.d.

n.d

n.d.

n.d.

277

276

181,0538

353,0906

305,0690

153,0191

451,1341

451,1292

305,0701

163,0427/
135,0469/
119,0532
191,0590/
179,0321/
135,0493
261,0752/
221,0481/
179,0406/
125,0262

n.d.

289,0795

289,0757

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

453,1255

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

291,0769/
165,0466/
139,0349/
123,0438

n.d.

Zimmermann et al.,
2011

Rada-Quifer et al.,
2015

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

Liu et al., 2009
Rada-Quifer et al;,

2015

Rada-Quifer et al.,
2015

Dou et al., 2007;
Del Rio et al., 2004;
Bravo et al.; 2006
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(continuacao)

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Acido 3-p-
cumaroilquinico
Acido
hidroxibenzoico |
Proantocianidina B

dimero |
Taxifolin hexosideo |

Proantocianidina B
dimero Il
Acido 5-

cafeoilquinico
Acido

hidroxibenzoico Il

Catequina

Acido 3-

feruloilquinico

21,1

21,2

21,4

21,5

21,9

22,1

22,5

22,7

22,8

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

281

281

337,0960

137,0272

577,1370

465,1445

577,1338

353,0901

137,0264

289,0756

367,1076

163,0430

n.d.

n.d.

303,0918

n.d.

191,0590

n.d.

245,0863/
203,0717/
179,0373/
125,0280
193,0534/
173,0474

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

291,0762

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

165,0511/

139,0352/

123,0368

n.d.

Clifford et al., 2003

Rada-Quifer et al.,
2015

Spinola et al., 2015

Svensson et al.,
2010.
Spinola et al.,
2015.

Padrdo analitico

Padrdo analitico

Padrédo analitico

Clifford et al., 2003
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(continuacao)

25

26

27

28

29

30

Proantocianidina B

dimero Il

Taxifolin hexosideo
Il
Quercetina
hexosideo
rutinosideo
Proantocianidina B

dimero IV

Epicatequina

Acido caféico

23,3

23,7

24,2

24,7

24,7

24,7

296

n.d.

n.d.

n.d.

281

329

577,1411

465,1445

771,2025

577,1361

289,0748

179,0382

451,1076/
425,0931/
407,0808/
161,0225/
125,0264

n.d.

n.d.

n.d.

245,0862/
205,0533/
125,0273

135,0471

579,1359

n.d.

773,1894

n.d.

291,0773

n.d

427,0898/
127,0332

n.d.

465,0881/
303,0424/
129,0509

n.d.

207,0562/
165,0492/
139,0351/
123,0367

n.d.

Spinola et al., 2015

Svensson et al.,
2010

Brito et al., 2014;

Roowi e Crozier,
2011

Spinola et al., 2015

Padrédo analitico

Padrdo analitico
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(continuacao)

31

32

33

34

35

Apigenina-C-
glicosideo-C-

pentosideo |

Proantocianidina B
dimero V
Acido 4-p-
coumaroilquinico
Apigenina-C-
hexosideo-

pentosideo I

Quercetina di-

hexosideo

24,9

25,0

25,0

25,2

25,7

329

n.d.

n.d.

329

332

563,1446

577,1405

337,0919

563,1448

625,1472

n.d.

n.d.

173,0483/
163,0419

175,0439

593,1563/
579,3041/
463,0930/
301,0301

565,1381

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

547,1272 |
529,1161/
457,1009/
445,1013/
427,0862

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

Dou et al., 2007;
Rada-Quifer et al.,
2015

Spinola et al., 2015

Clifford et al., 2003;
Fang et al., 2002
Dou et al., 2007;

Rada-Quifer et al.,

2015

Mullen et al., 2003;
Bonaccorsi et al.,
2008
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(continuacao)

36

37

38

39

40

41

Apigenina-C-
hexosideo-O-
hexosideo

Acido 4-

feruloilquinico

Acido cinamico

Derivado de acido
cinamico
Acido 5-

feruloilquinico

Apigenina-6,8-C-

diarabinosideo

25,7

26,4

27,0

27,1

27,5

28,0

332

332

289

289

n.d.

257 e 357

593,1571

367,1072

147,0479

353,1103

367,1080

533,1923

n.d.

193,0555/
173,0492/
155,0335

119,0520/
103,0582

165,0622/
147,0494
191,0588/
173,0490
443,1639/
413,1492/
353,1242/
323,1179/
293,1076

595,1484

n.d.

n.d

n.d.

n.d.

535,1827

577,1388/
475,1112/
433,1005/
415,0911/
367,0695/
313,0614

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

463,1506/
445,1366/
421,1349/
397,1357/
367,1294

Rada-Quifer et al,
2015

Clifford et al., 2003
Gardana et al,

2007; Gruz et al,
2008

Clifford et al., 2003

Coutinho et al,
2016
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(continuagao)

42

43

44

45

46

47

48

49

Rutina

Apigenina-C-
hexosideo (vitexin
ou isovitexin)
Apigenina-C-
hexosideo-O-
hexosideo Il
Quercetina-3-0-
glicosideo

Kaempferol-3-O-

rutinosideo

Acido cumarico

Kaempferol-3-O-

hexosideo |

Kaempferol-3-O-

hexosideo I

28,1

28,9

29,5

29,9

30,1

30,4

31,6

32,1

358

n.d.

289

257/ 356

349

310

n.d.

323

609,1515

431,1019

593,1548

463,0936

593,1644

163,0428

447,0964

447,0991

n.d.

341,0662/
311,0595

n.d.

301,0387

285,0490

119,0519

284,0347

285,0446

611,1435

n.d.

595,1454

465,0881

595,1467

n.d.

449,0941

449,0941

465,0879/
303,0406/
129,0500

n.d.

n.d.

303,0413

449,0954/
287,0473/
129,0519

n.d.

287,0468/

287,0468

Padrdo analitico

Ferreres et al,
2003; Agalaret al,
2018

Rada-Quifer et al,
2015

Padrdo analitico

Pawlowska et al.,
2009.

Padrédo analitico

Dou et al., 2007;
Rada-Quifer et al.,
2015
Dou et al., 2007,
Rada-Quifer et al.,
2015
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(conclusao)

50

51

52

53

54

55

56

57

Isofraxidin
hexosideo |
Isofraxidin

hexosideo Il

Quercetina

Isoxanthohumol

8-Prenilnaringenina

Isocohumulona

Xanthohumol

Cohumulona

34,0

34,8

41,5

46,8

47,2

47,2

47,3

48,1

n.d.

n.d.

n.d.

n.d

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

383,1366

383,1391

301,0426

353,1939

339,2051

347,1540

353,2190

347,1907

221,0864

221,0862

179,0029/
151,0079/
121,0343
233,0872/
119,0516

n.d.

303,1633/
285,1527/
207,1060

n.d.

291,1644/
235,1371

n.d.

n.d.

303,0375

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

Sis6-Terraza et al.,
2016
Sis6-Terraza et al.,
2016

Padrdo analitico

Padrdo analitico

Ceslova et al., 2009

Ceslova et al., 2009

Ceslova et al., 2009

Ceslova et al., 2009

Notas: *Tempo de retencdo em coluna Synergi C18 (4 um). "Solvente: gradiente de 0,5% (v/v) de acido férmico em &gua e acetonitrila com

0,5% (v/v) de &cido férmico.‘Intensidade relativa do fons com maior abundancia no MS? é mostradado em negrito. “Referéncia utilizada para

tentativa identificagdo de cada composto. n.d. = ndo detectado.
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Entre os derivados do acido cumarico os compostos 16 e 33 foram
tentativamente identificados como acidos 3-p-cumaroilquinico (MM = 338,1002) e 4-
p-cumaroilquinico (MM = 338,1002), respectivamente. Para a identificacdo tentativa
desses compostos foi utilizada o ordem de eluicAdo e as caracteristicas de
fragmentacdo das moléculas. Dou e colaboradores (2007), relataram trés isémeros
do acido p-cumaroilquinico, ésteres formados por acido p-coumarico com acido
quinico nas posicdes 3, 4 ou 5, sendo que a ordem de eluicdo em coluna C18 seria
3, 4 e 5-p-cumaroilquinico. No modo de ioniza¢do negativo, 0 espectro de massas
do composto 16 mostrou a molécula desprotonada [M-H]" a m/z 337,0960 e o
espectro MS? mostrou a m/z 163,0430 [M-H-174], correspondendo & perda do
residuo de &cido quinico [acido quinico -18], dados similares aos relatados na
literatura (Dou et al., 2007; Fang et al., 2002; Clifford et al., 2003). No modo de
ionizacdo negativo, o espectro de massas do composto 33 mostrou a molécula
desprotonada [M-H] a m/z 337,0959 e o espectro MS? mostrou a m/z 173,0483 [M-
H-164], correspondendo a perda de acido cumarico, e a m/z 163,0438 [M-H-174],
correspondendo a perda do residuo de acido quinico [acido quinico -18], resultados

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

O composto 17 foi identificado como &cido hidroxibenzdico | (MM =138,0317).
Esse composto apresentou massa exata similar e espectro de MS? compativeis com
o padrdo de acido hidroxibenzdéico (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
dimeros de proantocianidina B (MM = 578,1424). Ha dois mecanismos de
fragmentacdo do anel heterociclico dos flavanols: via Retro-Diels-Alder (RDA) e
fissdo de anel heterociclico (FAH). No modo de ionizacdo negativo, o espectro de
massas do composto 25 mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z 577,1411 e
o espectro MS? mostrou a m/z 451,1076 [M-H-126], perda de CgH¢Os
correspondente a FAH, a m/z 425,0931 [M-H-152], correspondente ao rearranjo do
anel heterociclico pela via de fragmentagdo RDA, a m/z 407,0808 [M-H-152-18] e a
m/z 289,0764 [M-H-288], correspondente a perda de uma molécula de catequina,
mesma fragmentacdo relatada na literatura (Sun et al., 2006; Dou et al., 2007;
Rockenbach et al., 2012).



Os compostos 19 e 26 foram tentativamente identificados como taxifolin
hexosideo | e Il (MM = 466,1111). No modo de ioniza¢do negativo, o espectro de
massas do composto 19 mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z 465,1445 e
0 espectro MS? mostrou a m/z 303,0918 [M-H-162]", correspondendo & perda de um
residuo de hexose. Esses dados sao similares aos relatado na literatura (Svensson
et al., 2010).

Os compostos 24, 37 e 40 foram tentativamente identificados com acido 3-
feruloilquinico, 4-feruloilquinico e 5-feruloilquinico (MM = 368,1107). As massas
exatas foram similares a relatada por Rada-Quifer e colaboradores (2015) e a ordem
de eluicéo foi determinada pela intensidade dos fragmentos gerados (Clifford et al.,
2003). O espectro de massas do é&cido 3-feruloilquinico, no modo de ionizacdo
negativo, mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z 367,1076. O espectro MS?
mostrou a m/z 193,0534 [M-H-174], correspondente a perda do residuo de acido
quinico [acido quinico —H,0], o espectro MS? do 4-feruloilquinico mostrou a m/z
173,0492 [M-H-194], correspondente & perda de &cido ferdlico e o espectro MS? do
5-feruloilquinico mostrou a m/z 191,0593 [M-H-176], correspondendo a perda do
residuo de acido ferdlico [acido ferulico-H,O], mesmas caracteristicas de

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

Os compostos 27 e 35 foram tentativamente identificados como quercetina-
hexosideo-rutinosideo (MM = 772,2062) e quercetina di-hexosideo (MM =
626,1483), respectivamente. O espectro de massas da quercetina-hexosideo-
rutinosideo, no modo de ionizag&do positivo, mostrou a molécula protonada [M+H]" a
m/z 773,1894 e o espectro MS? mostrou a m/z 465,0881 [M+H-308]" (quercetina-3-
O-glicosideo), correspondendo a perda de rutinose e a m/z 303,0453 [M+H-308-
162]" (quercetina), correspondendo a perda de rutinose e de um residuo de hexose,
fragmentacdo similar a relatada na literatura (Roowi e Crozier, 2011; Brito et al.,
2014). O espectro de massas da quercetina di-hexosideo, no modo de ionizacao
negativo, mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z 625,1472 e o espectro MS?
mostrou a m/z 463,0930 [M-H-162]", correspondendo a perda de um residuo de
hexose, e a m/z 301,0301 [M-H-162-162], correspondendo a perda de dois residuos
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 ionizagdo positivo, 0
composto 31 mostrou a molécula protonada [M+H]" a m/z 565,1381 e o espectro
MS? mostrou a perda de 60 u, 120 u e 90 u, correspondentes a perda do C-
pentosideo e C-glicosideo, e a perda de varias moléculas de agua, 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 MS? mostrou perda de 120
u e 90 u, correspondente a perda de C-glicosideo, perda de 162 u, referente a perda
de O-glicosideo, e a perda de varias moléculas de agua, dados similares aos

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

O composto 38 foi tentativamente identificado como acido cindmico (MM =
148,0524), tendo apresentado espectro UV-visivel e massa exata similar aos
relatados na literatura (Pubchem?, Gardana et al., 2007). No modo de ionizacao
negativo, mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z 147,0479 e o espectro MS?
mostrou a m/z 119,0520 [M-H-28], correspondendo a perda de CO, e a m/z
103,0572 [M-H-44]", correspondendo a perda de CO,, 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-rutinosideo (MM = 594,1585) e kaempferol-3-O-glicosideo | e Il (MM
= 448,1001), respectivamente. Esses compostos apresentaram massa exata,
espectro de MS e padrdes de fragmentacdo MS? similares aos relatados na literatura
(Dou, et al., 2007; Rada-Quifer, et al., 2015). No modo de ionizagdo negativo, 0
composto 46 mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z 593,1576 e o0 espectro
MS? mostrou a m/z 285,0437 [M-H-308]", correspondendo & perda de um residuo de
rutinose (Dou et al., 2007, Pawlowska et al., 2009).

Os compostos 50 e 51 foram tentativamente identificados como isofraxidin
glicosideo | e | (7-hidroxi-6,8-dimetoxicoumarina hexosideo) (MM = 384,1056). No
modo de ionizagdo negativo, 0 espectro de massas do composto 50 mostrou a
molécula desprotonada [M-H] a m/z 383,1366 e o espectro MS? mostrou a m/z
221,0864 [M-H-162], correspondendo a perda de um residuo de hexose, dados
similares aos relatados na literatura (Siso-Terraza et al., 2016).

? Disponivel no site <https://pubchem.ncbi.nim.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 o0 mesmo tempo de eluigdo, espectro de MS e padrdes
de fragmentacdo MS? que o padrdo de isoxanthohumol, mesmos dados relatados
anteriormente por Ceslova e colaboradores (2009). Os compostos 54, 55 e 57 foram
tentativamente identificados pela ordem de eluicGo e massa exata similar aos
prenilflavonoides (Ceslova et al., 2009). Ainda, os compostos isocohumulona
(composto 55) e humulona (composto 57) apresentaram espectro de MS e padrdes
de fragmentacdo MS? similares aos relatados na literatura (Ceslova et al., 2009;

Intelmann et al., 2009).

Em geral, o perfil qualitativo dos compostos fendélicos das cervejas atesanais
séo similares, presente no Anexo 2, Tabela S2. No entanto, o acido 3-cafeoilquinico,
a proantocianidina B dimero V e a isocohumulona estdo presentes em apenas uma
das empresas que poduzem cerveja do estilo Pilsen e ausentes em todas as
amostras do estilo Weiss. Além disso, o acido 3-p-cumaroilquinico, o acido 4-p-
cumaroilquinico, o &cido 5-cafeoilquinico e o &cido cumarico estam ausentes em
todas as amostras de cervejas do estilo Weiss. Com relacdo ao perfil qualitativo dos
compostos fendlicos da cerveja ndao artesanal, foi verificada a auséncia de vinte
compostos fendlicos, em comparagdo com os trés estilos de cerveja artesanal. Entre
0S compostos ausentes pode-se citar o acido 3-p-cumaroilquinico, o acido 4-p-
cumaroilquinico, a quercetina diglicosideo e a isofraxidin hexosideo, compostos que

ainda ndo haviam sido relatados em cerveja.

Os compostos derivados do acido benzdico sédo frequentemente encontrados
em cerveja (Callemien & Collin, 2010), contudo os acidos 2,4-dihidroxibenzdico, 2,3-
dihidroxibenzoico e dimetoxibenzdéico (Figura 10) ainda ndo haviam sido relatados.
Andersson e colaboradores (2008) e Kim e colaboradores (2007) relataram a
presenca do acido 2,4-dihidroxibenzéico e do acido dimetoxibenzoico,
respectivamente, em cevada, assim pode-se sugerir que a origem desses
compostos na cerveja seja proveniente dessa matéria-prima. Ainda, outros isbmeros
do acido dihidroxibenzéico foram identificados em trigo, cevada, centeio e aveia
(Khakimov et al., 2014), cereais utilizados na fabricacao de cerveja. Dessa forma, o
acido 2,4-dihidroxibenzdico e o acido 2,3-dihidroxibenzéico podem também ser

provenientes de uma ou mais dessas matérias primas. Na cerveja, esses compostos
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podem auxiliar na protecdo contra reacfes oxidativas e também podem influenciar
as caracteristicas sensoriais de adstringéncia e/ou amargor (Vanderhaegen et al.,
2006; Callemien & Collin, 2010). Além disso, esses compostos podem conferir
beneficios a saude, visto que apresentam atividade antioxidante e possivel protecao
cardiovascular (Kondo, 2004; Aron & Shellhammer, 2010; Hung, 2014; Shahidi &
Ambigaipalan, 2015; Valdés et al.,2015).

Com relacdo aos derivados dos &cidos fendlicos ligados ao &cido quinico, ja
havia sido descrita a presenca de acido feruloilquinico, contudo, sem especificacao
do tipo de isbmero que estava presente na cerveja (Rada-Quifer et al., 2015). Em
estudo realizado por Piasecka e colaboradores (2015), na qual foi realizada a
extracdo de compostos fendlicos das folhas de cevada, verificou-se a presenca do
acido 3-feruloilquinico e do é&cido 4-feruloilquinico (Figura 10). Ainda, Piasecka e
colaboradores (2015), observaram a presenca de outro derivado dos &cidos
fendlicos ligado ao acido quinico que nao havia sido descrito em cerveja: o acido 3-
p-cumaroilquinico (Figura 10). Desse modo, pode-se sugerir que a presenca desses
compostos nas cervejas avaliadas neste trabalho seja devido a existéncia de
resquicios de folhas de cevada no malte. Adicionalmente, os &cidos 4-p-
cumaroilquinico e 5-feruloilquinico (Figura 10) (também ndo descritos em cerveja)
foram identificados em bracteas do IUpulo, estruturas folidceas associadas aos
cones do lupulo (Tanaka et al., 2014). Normalmente, essas estruturas s&o
descartadas, no entanto, ndo se pode ignorar a possibilidade de haver resquicios de
bracteas associadas as flores do lUpulo, estando assim presentes na cerveja. Esses
compostos, assim como os derivados do acido benzoico (citados acima), podem
colaborar com efeitos positivos na cerveja e desempenhar efeitos benéficos a saude
devido as 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 dihexosideo e taxifolin hexosideo (dihidroquercetina
glicosideo) (Figura 10) ainda ndo haviam sido relatados em cerveja. Entretanto,
derivados de quercetina glicosilados foram descritos no lupulo (Callemien & Collin,
2010) e em cerveja (Rada-Quifer et al., 2015; Phenol-Explorer’). Ainda, Kang e
colaboradores (2016) identificaram em sorgo, cereal que pode ser utilizado na
fabricacdo de cerveja, tanto taxifolin hexosideo quanto outros derivados glicosilados
de quercetina. Possivelmente, esses compostos presentes ha cerveja S&o originarios
do lupulo e/ou do sorgo, quando este € utilizado. Na cerveja, esses flavonoides
podem desempenhar papel antioxidante, contribuir com a turbidez causada pela
ligagdo com proteinas da cevada e com as caracteristicas sensoriais de amargor
(Vanderhaegen, 2006; Aron & Shellhammer, 2010). Estudos demonstram que a
guercetina pode atuar como antioxidante, anti-inflamatorio, antiproliferativo, além de
contribuir para a atenuacdo 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 sdo mantidos (Hollman &
Katan, 1999).

Anteriormente, foram descritos em cerveja derivados de apigenina (Rada-
Quifer et al., 2015; Phenol-Explorer®), no entanto, ainda ndo havia sido descrita a
presenca de apigenina-6,8-C-diarabinosideo (Figura 10). Foi descrita a presenca de
derivados de apigeninas em folhas de cevada (Piasecka et al.,2015), podendo estar
relacionada com a presenca de apigenina-6,8-C-diarabinosideo na cerveja, visto que
podem haver resquicios de folhas apds a colheita da cevada. Nao ha 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 antigenotdxica (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-Explorer?), entretanto a isofraxidin hexosideo (Figura 10) ainda ndo havia

sido relatada. Kumaraswamy e colaboradores (2011) relataram a presenca de

® Disponivel no site < http://phenol-explorer.eu/ >
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cumarinas em cevada resistente ao fungo Fusarium, assim pode-se sugerir que a
presenca de isofraxidin hexosideo esteja relacionada com a cevada. H& poucos
relatos de cumarinas em cerveja, no entanto, pode-se sugerir que isofraxidin
hexosideo apresente atividade antioxidante na cerveja. Foi relatado que cumarinas
apresentam  atividade antioxidante, anti-inflamatoria, 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 hexosideo apresentar

atividades semelhantes.

5.3.Determinacéo 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
estdo presentes no Apéndice B. Primeiramanete a tentativa identificacdo dos
compostos nitrogenados sera discutida. Em seguida a possivel origem desses
compostos serd abordada. Além disso, serd discutida a importancia desses
compostos nas caracteristicas sensoriais da cerveja e 0s possiveis beneficios a

salde associados a presenca 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 ionizacao positivo, 0 espectro de massas mostrou a
molécula protonada [M+H]" a m/z 166,0808 e o espectro MS? mostrou a m/z
120,0779 [M+H-46]", correspondendo a perda de CH,O,, 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 ionizacdo negativo, 0 espectro de massas mostrou a
molécula desprotonada [M-H]' a m/z 342,0891 e o espectro MS? mostrou a m/z
324,0477 [M-H-18], correspondendo a perda de H,O, m/z 162,0233 [M-H-162-18],
correspondendo a perda de um residuo de hexose e H,O, m/z 134,0278 [M-H-162-
46]", correspondendo a perda de um residuo de hexose e CH,0,, 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 ionizagéo positivo, 0 espectro de massas mostrou a
molécula protonada [M+H]" a m/z 293,1525 e o espectro MS® mostrou a m/z
275,1386 [M+H-18]", correspondendo a perda de H,O, m/z 216,0949 [M+H-44-18-
15]", correspondendo a perda de CO,, H,O e metila (CHs), e m/z 147,0397 [M+H-
146]", correspondendo a perda de residuo de hidroxiagmativa (CsH14N4O), dados
similares aos relatados na literatura (Pihlava, 2014).

O composto 5 foi tentativamente identificado como met-cumaroilagmatina
(MM = 290,1743). No modo de ionizacdo positivo, 0 espectro de massas mostrou a
molécula protonada [M+H]" a m/z 291,1364 e o espectro MS? mostrou a m/z
273,1269 [M+H-18]", correspondendo a perda de H,O, m/z 255,1106 [M+H-18-18]",
correspondendo & perda de duas moléculas de H,O, m/z 147,0365 [M+H-144]",
correspondendo a perda de residuo de metil agmativa (CgHisN4) € m/z [M+H-164]",
correspondendo a perda de residuo de acido cumarico ligado a uma amina primaria

(CoH10NOy), dados similares aos relatados por Pihlava (2014).

O composto 6 foi tentativamente identificado como feruloilputrescina (MM
=264,1474). No modo de ionizagdo positivo, 0 espectro de massas mostrou a
molécula protonada [M+H]" a m/z 265,1482 e o espectro MS? mostrou a m/z
177,0493 [M+H-88]", correspondendo a perda de putrescina (CsH12No), € m/z
144,0407 [M+H-88-15-18]", correspondendo & perda de putrescina, CHz e H,O,
dados similares aos relatados na literatura (Pihlava, 2014).

O composto 7 foi tentativamente identificado como met-cumaroilagmatina
hexosideo (MM =452,2271). No modo de ionizacdo positivo, 0 espectro de massas
mostrou a molécula protonada [M+H]" a m/z 453,2049 e o espectro MS? mostrou a
m/z 291,1561 [M+H-162]", correspondendo a perda de um residuo de hexose, m/z
127,03516 [M+H-162-164]", correspondendo a perda de um residuo de hexose e
residuo de acido cumaérico ligado a uma amina primaria (CgH10NO) e m/z 147,0365
[M+H-144]", correspondendo a perda de residuo de metil agmativa dados similares

aos relatados na literatura (Pihlava, 2014).
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Tabela 9. Caracteristicas cromatograficas e espectroscépicas de compostos nitrogenados em cerveja artesanal, obtidos por HPLC-DAD-ESI-

MS/MS. .
(continua)
tr Amax o
Composto Nome . . [M-H]- MS2 (-) (m/z)° [M+H]+ MS2 (+) (m/z)*  Referéncia
(min)*  (nm)
Pihlava &
1 BOA 7,2 n.d. 134,0507 n.d 136,0576 119,0325 Kurtelius,
2016
Bruijn et al,
2 MBOA 12,3 n.d. n.d. n.d. 166,0808 120,0779
2016
327,1924/ Pihlava &
299 0574/ 283,1629/ Kurtelius,
’ 221,1331/ 2016
3 DIBOA-hex 19,9 nd. 342,0891 162,0233/ 344,2176
177,1078/
134,0278 163.0779/ Bruijn et al.,
133,0834 2016
I . 275,1429/ _
Cumaroil-hidroxi- Pihlava,
4 ) 19,9 n.d. 291,1502 n.d. 293,1525 216,0949/
agmatina 2014

147,0397




(continuacao)

Met-

cumaroilagmatina

Feruloilputrescina

Met-
cumaroilagmatina

hexosideo

Feruloil-hidroxi-

agmatina

Met-

feruloilagmatina

20,5

20,8

21,2

21,2

22,0

n.d

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

289,1340

n.d.

n.d.

321,1633

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

291,1364

265,1482

453,2049

323,1621

321,1448

273,1269/
255,1162/
147,0399/
127,0949

177,0493/
144,0435/
122,0682

372,1765/
291,1561/
157,1020/
145,0429/
127,0341/
114,1004

305,1529/
177,0495

303,1351/
285,1325/
177,0470/
127,0946

Pihlava,
2014

Pihlava,
2014

Pihlava,
2014

Pihlava,
2014

Pihlava,
2014

67



(continuagao)

10

11

12

13

14

Cumaroilagmatina

Feruliolagmatina

Sinapoilagmatina

Di-

cafeoilespermidina

DIMBOA-hex

23,2

24,5

24,8

26,9

28,6

n.d.

n.d.

n.d.

320

n.d.

275,1551

305,1675

n.d.

468,2178

372,1607

233,1342/
258,1271/
138,0690/
119,0524

174,9583/
149,0640/
134,0383

n.d.

332,1611

345,0630/
327,0518/
231,1148/
164,0743

277,1582

307,1675

337,1772

470,2131

374,1586

260,1311/
218,1119/
147,0395/
114,0992

177,0489/
114,0990

320,1512/
207,0581/
131,1245/
114,0994

308,1872/
220,0899/
195,0764

263,1295/
209,0807/
181,0930/
166,0809/
120,0775

Pihlava,
2014

Pihlava,
2014

Dong et al,
2015.

Pihlava,
2014

Pihlava &
Kurtelius,
2016
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(concluséo)

481,2181/
_ 322,2021/
Di- Dong et al.,
15 _ o 32,5 nd. 496,2484 n.d. 498,2438 234,1063/
feruloilespermidina 2015
177,0488/
133,0812

*Tempo de retencéo em coluna Synergi C18 (4 um). "Solvente: gradiente de 0,5% (v/v) de &cido férmico em &gua e acetonitrila com 0,5% (v/v)
de Acido férmico. °Intensidade relativa do ions com maior abundancia no MS? é mostradado em negrito.’Referéncia utilizada para tentativa
idenficagéo de cada composto. n.d. = ndo detectado.
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O composto 10 foi tentativamente identificado cumaroilagmatina (MM =
276,1586). No modo de ionizagdo positivo, 0 espectro de massas mostrou a
molécula protonada [M+H]" a m/z 277,1582 e o espectro MS® mostrou a m/z
147,0395 [M+H-130]", correspondendo & perda de residuo de agmativa (CsH14Na),

resultados similares aos relatados na literatura (Pihlava, 2014).

O composto 11 foi tentativamente identificado como feruloilagmatina (MM =
306,1692). No modo de ionizagdo positivo, 0 espectro de massas mostrou a
molécula protonada [M+H]" a m/z 307,1675 e o espectro MS® mostrou a m/z
177,0489 [M+H-130]", correspondendo a perda de residuo de agmativa (CsH14Ns) e
m/z 114,0962 [M+H-193]", correspondendo a perda de residuo de &cido ferulico
ligado a uma amina primaria (C10H11NO3), resultados similares aos relatados na
literatura (Pihlava, 2014).

O composto 12 foi tentativamente identificado como sinapoilagmatina (MM =
336,1798). No modo de ionizagdo positivo, 0 espectro de massas mostrou a
molécula protonada [M+H]" a m/z 337,1772 e o espectro MS? mostrou a m/z
207,0581 [M+H-130]", correspondendo a de residuo de agmativa (CsHi4N4), dados

similares aos relatados por Dong e colaboradores (2015).

O composto 13 foi tentativamente identificado como di-cafeoilespermidina
(MM = 469,2213). No modo de ionizagéo positivo, 0 espectro de massas mostrou a
molécula protonada [M+H]* a m/z 470,2131 e o espectro MS? mostrou a m/z
220,0862 [M+H-250]", correspondendo a perda de residuo de &cido caféico ligado a
um residuo de espermidina (C13H1sN2O3), resultado similar ao relatado na literatura
(Pihlava, 2014).

O composto 14 foi tentativamente identificado como DIMBOA-hex (MM =
373). No modo de ionizacdo negativo, 0 espectro de massas mostrou a molécula
desprotonada [M-H] a m/z 372,1607 e o espectro MS? mostrou a m/z 164,0743 [M-
H-162-46], correspondendo a perda de um residuo de hexose e CH,O, 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 ionizac&o positivo, o espectro de massas mostrou a
molécula protonada [M+H]" a m/z 498,2438 e o espectro MS? mostrou a m/z



234,1063 [M+H-264]", correspondendo a perda de residuo de &acido ferulico ligado a
um residuo de espermidina (Ci4sH20N203), a m/z 177,0488 [M+H-321],
correspondendo a perda de residuo de acido ferdlico ligado a espermidina
(C17H27N303) e a m/z 133,0825 [M+H-321-44]", correspondendo a perda de residuo
de acido ferulico ligado a espermidina e CO,, dados similares aos relatados na

literatura (Dong et al., 2015).

Em geral, as cervejas atesanais e cerveja ndo artesanal apresentaram perfil
qualitativo de compostos nitrogenados similares (Apéndice C - Tabela S3). As Unicas
excecOes foram os compostos BOA, MBOA e coumaroilagmatina hexosideo que

estam ausentes em todos os lotes da cerveja ndo artesanal.

Os benzoxazinoides ja foram identificados em diversos géneros da familia
Poaceae (Frey et al., 2009). Entre esses géneros pode-se citar a Hordeum e
Triticum, géneros 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 estédo
presentes em todos os estilos de cerveja analisadas no presente trabalho (Anexo 2 -
Tabela S3). Até o momento havia sido relatada a presenca 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 importancia desses compostos na cerveja, sendo necessarios mais
estudos sobre o impacto deles sobre as caracteristicas sensoriais e sobre 0s
possiveis efeitos sobre a salde dos consumidores. Por exemplo, alguns estudos
indicam que os benzoxazinoides apresentam diversos efeitos benéficos a saude,
como estimulador do sistema nervoso central (antidepressivo e regulador do
apetite), imunoregulador (anti-inflamatorio 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 estdo associados a esses compostos

presentes na cerveja.

Anteriormente, as fenolamidas, agmatinas ligadas a acidos hidroxicinamicos e
hidroxicinamoil putrescinas e espermidinas, ja 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 0s benzoxazinoides nédo se
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conhece os efeitos desses compostos na cerveja, sendo importante a realizacéo de
mais estudos. Esses compostos, até entdo haviam sido relatados apenas em
cervejas do estilo lager, sendo essa a primeria vez que as fenolamidas séo
encontradas em cervejas do estilo IPA e Weiss. Com relacdo aos efeitos benéficos a
saude, estudos indicam que a agmatina apresenta um papel benéfico importante em
doencas como diabetes mellitus, neurotrauma, distarbios neurodegenerativos,
distarbios do humor, distarbios cognitivos e cancer, contudo sdo necessarios mais
estudos com o propoésito de verificar se esses efeitos podem sem atrituido também
as agmatinas de hidroxicinamicos presentes na cerveja (Wang et al., 2010; Piletz et
al., 2013). Previamente ja foi relatado que as poliaminas, espermidina e putrescina,
apresentam efeitos favoraveis, como atividade antioxidante e prevencao de alergias
em criancas, e prejudiciais a saude, como aceleracdo do crescimento tumoral
(Kala¢, 2014). Entretando, mais estudos sdo necessarios para relacionar quais

efeitos a salde estdo associados a esses compostos na cerveja.
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6. CONCLUSAO

A aplicacdo das técnicas SPE e HPLC-DAD-ESI-MS/MS permitiu a
identificagcdo de 57 compostos fendlicos e 15 compostos nitrogenados nas cervejas
artesanais. Doze dos compostos fendlicos foram encontrados pela primeira vez em
cerveja artesanal. Com relacdo 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 fendlicos 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 0s compostos
fendlicos e nitrogenados presentes em cervejas artesanais. Trata-se de um estudo
inicial, sendo que durante o seu desenvolvimento surgiram ideias de novos trabalhos

gue podem ser desenvolvidos:

a) Desenvolvimento de método por HPLC-ESI-MS para quantificar os

compostos fendlicos e os compostos nitrogenados em cervejas artesanais.

b) Avaliacdo do impacto dos compostos fendlicos e nitrogenados sobre

caracteristicas sensoriais das cervejas artesanais.

c) Avaliacdo da mudanca do perfil dos compostos fendélicos e nitrogenados
ao longo do armazenamento das cervejas artesanais do estilo IPA, Pilsen

e Weiss e nao artesanal do estilo American Lager.
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APENDICE A — Espectro de massas dos compostos fenélico

Figura S1. Espectro de massas do acido dimetoxibenzéico | no modo negativo.
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Figura S2. Espectro de massas do 3,5-dihidroxibenzéico no modo negativo.
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Figura S3. Espectro de massas do 4cido galico no modo negativo.
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Figura S4. Espectro de massas do 3,4-dihidroxibenzéico no modo negativo.
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Figura S5. Espectro de massas do 2,5-acido dihidrobenzdico no modo negativo.
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Figura S6. Espectro de massas do 2,6-acido dihidrobenzéico no modo negativo.
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100 200 300 400 500 800 700 800 00 mjz

Fonte: prépria autora.

Figura S7. Espectro de massas da (epi)catequina hexosideo | no modo negativo.

Intens, - . M5, 16.9min %995, catequina-o-hexosideo
1] 451,1283 [M-H] ’ e
11 1-
1 1s30: L e
w104 " . M52(451.1283), catequina-o-hexosideo
29,0757 [M-H-162] 1-
1 l 451, 1312
100 200 300 400 300 600 700 800 00 mfz

Fonte: propria autora.

Figura S8. Espectro de massas do 2,4-acido dihidroxibenzdico no modo negativo.

Intens. | 1- S 2 = g "
153.0219 [M-HJ" M5, 17. 1min #1005, 3,5- ac dihidroxibenzoico 260nm
20001
109.0300
n A
2000 1- [M-H-44] M52{153.0219), ,3,5- ac dihidroxibenzoico 260nm
109.0321
1000 153,0222
o N Y
100 120 140 160 180 200 220 290 mfz

Fonte: prépria autora.
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Figura S9. Espectro de massas do acido dimetoxibenzéico Il no modo negativo.

Intens. | - — — o= 5 F =
181.0538 [M-H] -MS, 17.3min #1020, acdo dimetoxibenzdico
£000 +
40004
0009 195.0312
3000 7 [M-H-18] 1- 4M52(181.0538), acido dimetoxibenzdico
2000 [M-H-18-28] 163.0427 181.0521
[M-H-18-44]" 1350469 &
e 119.0532 l l
o |
120 140 160 180 200 220 240 mjz

Fonte: propria autora.

Figura S10. Espectro de massas do acido 3-cafeiolquinico no modo negativo.

In:gs[;_ . SEBEQI%IS' 1}'.-?rnin #1044, ac 3-cafecilquinico
305.0708 [M-H]
20001 *
. 181.0524 227.1085 2o e 408.0766
2000 [M-H-162] " M52(353.0908), ac 3-cafeailquinico
[M-H-l?dl]'lgllusgu 353290;:'
1000 [M-H-174-24]
ol 135.0493 I I v I I I I I
100 150 200 250 300 350 400 m/z

Fonte: prépria autora.

Figura S11. Espectro de massas da (epi)galocatequina no modo negativo.

Intens. ] M3, 17.8min (Epi)gal%cuasbéuab%al
5000 4
4000 1- [M-H]
) 174.9596
146.:3651 206.9210 242.9438 231.0103 i
n L i " L " i
M52(305.0690), (Epi)gal 7Lina I
20001 LT
1000 [M-H-126] [M-H-84] [M-H-44]
125.0262 165.0218 179.0406 221.0481 261.0817
0 l L L Ll Ll L "
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 myz

Fonte: prépria autora.

Figura S12. Espectro de massas do 2,3-acido dihidrobenzdico no modo negativo.

T s, 18,2min #1071, 2,3-addo dihidrobenzdico
153.0191
400 [M-H]"

300
2007
100

o et alld i gbaled bl *WMMMM

140 160 180 200 220 240 mfz

Fonte: prépria autora.
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Figura S13. Espectro de massas da (epi)catequina hexosideo Il no modo negativo.

Intens. ]

3000

2000

1000

Al

[M-H]- 451,1341
'Y

203.0857
L

271.07%8
L L L L

M3, 18.7min #1101, (epi) catequina hexosideo IT

613.1914

519.1227
L L

3000

2000

1000

[M-H-162]-
289.0795

451.1337
A 4

|

-M52(451.1341), (epi) catequina hexosideo I

0-=
100

200 300 400

Fonte: prépria autora.

500

500 700 300 00 miz

Figura S14. Espectro de massas da (epi)catequina hexosideo Ill no modo negativo.

Intens. 1- M5, 20.0min #1178, -Spectral B d
e ey mirn pectral Bkgrn
] - AUSNY
0.5 342.0877
305.0708 388.0893
An
%104 1 M52(451.1292), 19.4eV, 20.0min #1179
289.0757 1-
0.5 [M-H-162]" 451.1302
*
0.0= T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mfz

Fonte: prépria autora.

Figura S15. Espectro de massas da (epi)galocatequina Il no modo negativo.

Intens. ]

12504
1000 5
7304
500 4

2504

0

[M-IH]_
305.0701

280.0858
b Y i o

M5, 20. 1min #1182, 305.0635 (Epi)galocatequina IT
342.0875

353.0955 388.0872 410.0708

I PR N IO

P

280 300

Fonte: prépria autora.

380 380 400 mfz

Figura S16. Espectro de massas do &cido 3-p-cumaroilquinico no modo negativo.

Intens.
30001

20001
10004

n

1.
337.0960
M-H]

241120 417.1112

163.0432

517.1612

N

M5, 21. Imin #1240, -Spectral Bkgrnd

i-
627.1917

N

15004
10004
5004
0

i-[M-H-174]
163.0430

-M52(337.0960), 18,08V, 21, 1min #1241

100

200 300 400

Fonte: prépria autora.

500

600 700 800 900 mfz
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Figura S17. Espectro de massas do acido hidroxibenzéico | no modo negativo.

Intens. ] [M-HJ -MS, 21.2min #1249, Ac hidroxibenzoico
137.0272
12501
10004

7507

500 337.0964

] 439.1691
2l 246.0980 l \
A LA i

P | v T

(T8 PP b i ik i A e s e e i Ltk |
T T T T T

100 200 300 200 500 600 700 300 100 mjz
Fonte: propria autora.

Figura S18. Espectro de massas da proantocianidina B dimero | no modo negativo.

Intens. 1 M5, 21.4min #1258, Proantodanidina dimero I
25007 321.1633
20001
1500 [M-H]

577.1370
1000 5

5001 137.0248 357.1385 465, 1409 v
Dl'.*l‘l'l' " M.lh.l .LLLlTl 5 " . Il.l y

100 200 300 400 500 500 F00 800 900 m/z
Fonte: prépria autora.

Figura S19. Espectro de massas do taxifolin hexosideo no modo negativo.

Intens. 4 1- e - =
465,145 . M5, 21.5min #1267, possivel fenolico
4000 - IM-H[® 5111493
20001 172.0083 353.0937
n 233,06%6 739,2099 8532608 919.4039
1500 1- M52(465. 1445), possivel fenolico
1000 303.0918 ) "
[M-H-1621" 455 1421
5004 Y
0= T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 &00 700 800 900 mjfz

Fonte: prépria autora.

Figura S20. Espectro de massas da proantocianidina B dimero 1l no modo negativo.

Intens. . -MS, 21.9min #1288, Proantodanidina B dimero IT
645.1785
1500
1000 n
595, 1691
[M-H]- E-77.|1 33
500 1
151.0410 S 479.0956 721.2315
l l 261.0895 ‘L 8112701
0 | L Ly J.l Lo ﬂ Lt b LU R T A i ok A L
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mfz

Fonte: prépria autora.
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Figura S21. Espectro de massas do acido 5-cafeiolquinico no modo negativo.

Intens. | [M-H]- 35310'904~1'|5, 22, 1min #1301, ac 5-cafeoilquinico
1_
20004 1- 371.0995
241.1230
A 191.0615 326.1815 439.0806
e - [M-H-182] M52(353.0901), ac 5-cafeoiquinico
191.0520
20004
353.0880
. +*
100 150 200 250 300 350 400 mz

Fonte: propria autora.

Figura S22. Espectro de massas do acido hidroxibenzdico Il no modo negativo

Intens. M3, 22,5min #1322, Adido 4- hidroxibenxoico
137.0264
00 1 [M-H]-
400
] 215.0834
200 195.0653
D [ I ok thih by oy n ik Lo bl L b P 1Y AR el koL lL.u A ALLALRe ok W adl b & dhoa i n ik b
100 120 140 160 180 200 m/z

Fonte: prépria autora.

Figura S23. Espectro de massas da catequina no modo negativo.

Intens. - MS, 22.7min #1336, catequina 281nm
xin? 289.0756 rpa 1 01-
¢ [M-H]
24 1-
367.1075
. 325.0573 .L
47 1- "
x10 Ty M52(289.0756), catequina 281nm
[M-H-44] k3
19 1-
1- 1- 245.0863
125.0280 179.0373 203.0717 | .
0 ; - — ; , :
150 200 250 300 350 myz

Fonte: prépria autora.

Figura S24. Espectro de massas do acido 3-feruoilquinico no modo negativo.

Intenss-- M3, 22,8min #1340, Feruloilquinico 281nm
i 289,0762 [M-H]"
0.59 1-
. * b
x104] 1 MS2(367.1076), Feruloilquinico 281nm
193.0534
0.51 [M-H-174]" -
' [M-H-194] 367.1068
173.0474 T
0.04= . : ; : :
150 200 250 300 350 400 myz

Fonte: prépria autora.
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Figura S25. Espectro de massas do proantocianidina dimero B Ill no modo negativo.

Intens.

T = .
x104] 275, 1540 MS, 23.3min 21373, oantooam ro 111
& [M-H) 5771311
L 4
0.5% 1-
172.0683 341.0921
AA L
= o MS2(577.1411), Proantodaniina dimero 111
hasar [M-H-152] 455 093, 577.1392
20001 -t 280 1. [M-H-126]
590764 407.0826| 4511076
125.0264 161.0262 { [M-H-152-18]°| {
100 150 200 2% 300 350 400 450 00 550 mfz

Fonte: propria autora.

Figura S26. Espectro de massas do taxifolin hexosideo Il no modo negativo.

Intens. § - M5, 23.7min #1393, -Spectral Bkgrnd
3321291
20009
1500 ]
- 1_
10001 [M-H] 1- 657.3012
465,1445 11,2989
29,2755
500
202.1131 l l l i h\ { { 901.2623
. | [ R oL N A Y . S : |
100 200 300 400 500 600 700 300 300 mfz

Fonte: prépria autora.

Figura S27. Espectro de massas da quercetina hexosideo rutinosideo no modo

positivo.
I”Tﬂ; AT +MS, 24.2min #1429, Quercetina hexosideo rutinosideo
P
24 [M+H]+
643.2997 773.1894
) 476.2810 . 541,1355 729.9885 4
n h s
[M+H-308-162] H152{773.1894) Quercetina hexosideo rutinosidec
3000 303.0424
2000
T [M+H-308]+
129.0509 455.0881
0 i " *
100 200 300 400 500 600 700 800 500 mfz

Fonte: prépria autora.

Figura S28. Espectro de massas da proantocianidina dimero B IV no modo negativo.

Intens. - -MS, 24.7min #1457, -Spectral Bkgrnd
1-

3000 17,0382 289.0756

] 1- M-H]"
2o 5711000 Ll

2 577.1361 1-
1000 5 E2ibet 771.2023
135.0482
447.0858 519.1814 721.2229
o FU . MA " N i NI
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mfz
Fonte: propria autora.
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Figura S29. Espectro de

massas da epicatequina no modo negativo.

Inin;"‘- 289}0'? 4g 5, 24.7min #1452, epicatequina 281nm
[M-H]" 1
1] 322.0966
L
179.0331 |
] i | L
5 +M52(289.0748), epicatequina 231n
co000 ] T (: ), epicatequina m
] [M-H-44]
245.0862
SHL 125.0273 179.0377 205.0533 |
150 200 250 300 350 myz

Fonte: propria autora.

Figura S30. Espectro de massas do acido caféico no modo negativo.

Intens._ 1- [M-H]" 1 M3, 24.7min #1457, ac caféico
178.0382 239.0756 .-
: 1- 371.1000
2000 ERTR 322.0961
| 238.0133 Ly 419.1588 447.0858
n i
1- [M-H-44]" M52(179.0382), ac caféico
135.0471
2000 179.0383
0 - - - - - - -
100 150 200 250 300 350 400 myz

Fonte: prépria autora.

Figura S31. Espectro de massas da apigenina-C-hexosideo-pentosideo no modo

positivo.
Intens‘i_ H9S, 24.9min #1468, Apigenina-C-hexosideo-pentosideo

"1105_ 299,1528

' [M+H]+ |
1.0 23"6-&1‘??4;5 565.1381

>3 SR 377.1344 44,1910 527.9259 551.2913 597.2031 6212568

oy

[M+H-120]+ [M+H-18-18]+ +M52(565.1381% Apigenina-C-hexosideo-pentosideo

500 445,1013 5201161, “f;}"zl &+

e [M+H-90-18]+ ¢+

[M+H-120-18]2+ 457,1009 439, 1077
2o 427.0924 431.0922
0 . , . , : . .
300 350 400 450 500 550 500 mjz

Fonte: prépria autora.

Figura S32. Espectro de massas da proantocianidina B dimero V no modo negativo.

Intens. ] 1- in %
371.1006 M5, 25.0min #1475, -Spectral Bkgrnd
3000
1- 1-
2000 - 337.0929 [M-H]" 5611733
250.0744 1- 1-
1000 577.1405 755.2088 1-
177.0213 \ \ 4350878 l l l SIS
o L L L 1_11 i abe ol il " | _.L Aoy La A
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mfz

Fonte: propria autora.
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Figura S33. Espectro de massas do acido 4-coumaroilquinico no modo negativo.

Intens. J = z - =
-MS, 25.0min #1472, dado Hﬁy}&srﬂlquunlco
20007 [M-H]-
1-
10007
177.0239 208.0627 227'||°155 250.|I0?1s 281.1194 . 322-E947 i
- n . " NN L i
- 52(337.0919), 18.0eV, 25.0min #1473
2000 5
173.0483
[ : [M-H-164] 1
1000 M-H-174
163.0419 =
L L h
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 mfz

Fonte: propria autora.

Figura S34. Espectro de massas da apigenina-C-hexosideo-pentosideo || no modo

negativo.
Intens. 1- M5, 25, 2min #1486, Apigenina-C-hexosideo-0-pentosideo I1
win? 371.1033 [M-HJ
= +
1] 250.0759 1-
L 4 563.1
439.0878 661, 1685 755.2086
-
1. . . . .
e T MS2(563. 1448), Apigenina-C-hexosideo-O-pentosideo IT
*
20004
o <, . . . . : : .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mjz

Fonte: prépria autora.

Figura S35. Espectro de massas da quercetina di-hexosideo no modo negativo.

Intens. M3, 25, 7min #1514, quP:rceh'na diglicosidea
x10% 593.1562  [M-H]-
21 1-

1 6525.1472
. 366,1238 447.0944 ?
T - M52(625.1472), querceting diglicosidea
453.0930 ) 62511-441
2000 [M-H-162] [V-H-162)  593.1563 s
. 301.:0301 | . | . | 5?9.3041[ . L -
300 350 400 450 500 550 00 m/z

Fonte: prépria autora.

Figura S36. Espectro de massas da apigenina-C-hexosideo-O-hexosideo no modo

positivo.
Ini):(e:{ﬂos‘i- T +MS, 25.7min #1516, Apigenina-C-hexosideo-0-hexosideo
[M+H]+
595.1484
o L 2
| 348,1695 532.2809 A l R
n h i A |
M+H-162-181+ +M52(595.1484), Apigenina-C-hexosideo-C-hexosideo
8000 [ 415.04%? [MeH-162)
5000 1
M+H-162-120]+ M+H-18]+
4000 { 313.06]14 [M+H-120-90-18] [M+H-120]+ [m 13331
2000 l 367.0895 475.1112 '
o L1
200 300 400 500 800 700 mjz

Fonte: prépria autora.
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Figura S37. Espectro de massas do acido 4-feruloilquinico no modo negativo.

Intens. ] — i
) M3, 26.4min #1556, Ferulollqmnlcgbl}il'ﬁﬂ;gn
[M-H]
0.57
o 173.0670 335.0834 "
x10% 1. [M-H-194] M32(367.1072), Feruloilquinico IT 320nm
173.0452
[M-H-174]
> 5 36?11-094
155.0335 193'13555 *
0.0 - - - - - - - - ey
150 175 200 225 250 275 300 325 350 mfz

Fonte: propria autora.

Figura S38. Espectro de massas do acido cinamico no modo negativo.

Inf;;‘i_ ] 165.10-58—1 -MS, 27.0min #1592, Addo dndmico
[M-H] *
1] =
147.0473
i L 233.044%  250.0341
ZDD-[M-H--’-M]' [M-H-28] MS2(147.0479), acdo cndmico
103.0582  119.0520
1007 *
100 120 140 160 180 200 220 240 mz

Fonte: prépria autora.

Figura S39. Espectro de massas do derivado do acido cinamico no modo negativo.

Intens‘i_ M3, 27.2min #1600, derivado de ac cinamico
wal 165.0621
44
[M-H]-
21 14?£506 233.0498 353‘103
A | | hd L
4152(353.1103), derivado de ac cinamico
6000 165.0022
000 353.1117
2000 [M-H-162-44]- *
147.0494 ki
a T T T T T
150 200 250 300 350 mz

Fonte: prépria autora.

Figura S40. Espectro de massas do acido 5-feruloilquinico no modo negativo.

Intens. 4 Ms, 27.5min #1619, Ferulajaylfico II
40001 [M-H]"
1_
20001
165.0571 291.1527 3251357 L
o i
50004 1- MS2(367. 1080), Feruloilquinica I
191.0588
0! [M-H-194]" | [M-H-176]"
] 1- 367.1124
200 173.0490 *
oL — — . . - - T T o
150 175 200 235 250 275 300 325 350 mfz

Fonte: prépria autora.
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Figura S41. Espectro de massas do apigenina-6,8-C-diarabinosideo no modo negativo.

Inhensé- M3, 28.0min #1649, 6-C-alpha-L-arabinosyl-ﬁ-C-?Esal-llg-sgabinosylapigenin
x10 ’
A [M-H]
" 484, 2075
x10% MS2(533.1923), 6-C-alpha-L-arabinosyI-B-C-Eggali[g??binosylapigenin
103 [M-H-120-90]° [M-H-1201
- M-H-120-80]" N
0.53 . 3231-1?9[ ;120-601 413.1492 [M-H-90]
[M-H-120-120]" L ? 353.1242 4431639
0.0 " . i .

250 300 350 200 450 500 550 mfz
Fonte: propria autora.

Figura S42. Espectro de massas da rutina no modo negativo.

Intens. 1- M5, 28. Imin #1656, -Spectral Bkarnd
v 1- 509.1515 " pectral Bkgn
533.1925 ® [M-H]
L 3
2
677.1337

n

0% - M52(609.1515), 22.2eV, 28, Imin #1658
0 609.1516 ( ) n

15 *

1.0

0.5

0.045 " . " " " " " " T

100 200 300 400 500 600 700 800 900 mjfz

Fonte: prépria autora.

Figura S43. Espectro de massas da apigenina-C-hexosideo no modo negativo.

Intens. 4 1- . in £ igeni i
431 1015 [M-H] 45, 28.9min #1706, Apigenina-C-hexosideo
5000
40001 -
L 452.2244
ZDDE 372.1560 401.1463 | 521.2097
1~ —— -
50001 T M52(431.1019), Apigenina-C-hexosideo
40001 [M-H-120]"
1- [M-H-90]
20001
STRE 3410662
. | .
250 300 350 400 450 500 550 m/fz

Fonte: prépria autora.

Figura S44. Espectro de massas da apigenina-C-hexosideo-O-hexosideo Il no modo

negativo.
Intenss.. - -M5, 29,5min #1738, Apigenina-C-hexosideo-Ohexosideo 332nm II
e 357.1237
0.59 1- [M-H] 5
333,1004 5931543 715.2519
195.0688
AA " L N P - - : : :
4000 ) 15?—1‘?52(593. 1548), Apigenina-C-hexosideo-Ohexosideo 332nm II
2000 1
0= 7 7 7 7 7 7 T T T
100 200 300 400 500 &00 700 300 900 mjz

Fonte: prépria autora.
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Figura S45. Espectro de massas da quercetina-3-O-glicosideo no modo negativo.

I”ie;gs" -163.10-936[M_H]- 445, 29.9min #1751, Quercetina-3-o-glicosideo 256/356nm
L 4
0.51
5310786
s L e -
%10 4633942 M52{463.0936), Quercetina-3-o-glicosideo 258/356nm
0,51 [M-H-162]"
1_
301.0387 {
0.0 ; ; ; : ; 7 : : T
100 200 300 400 500 &00 700 300 900 mjz

Fonte: prépria autora.

Figura S46. Espectro de massas do kaempferol-3-O-rutinosideo no modo negativo.

Intens. [M-HJ- M3, 30.1min #1776, kaempferal 3 o rutinosideo
x104 593, 1644
3 453.0995
2]
19 224.0995 354.2119
¢ + 531.0876 6611470
n h h
bt —
x10 TR 52(593.1644), kaempferal 3 o rutinosideo |
3]
23
[M-H-308}-
11 235.F490
0= T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 800 700 800 Q00 myz

Fonte: prépria autora.

Figura S47. Espectro de massas do 4cido cumérico no modo negativo.

Intens. ] 163.16428[M-H]' M3, 30.4min #1791, 4c cumdrico 310nm
4000 +
2000 119.0523
" |
- [M-H-24] M52(163.0428), &c cumarico 310nm
4000 1 119.0519
2000 1 163.0432
L 2
0 ! ; —l ; ; : :
120 140 160 180 200 220 240 mjz

Fonte: prépria autora.

Figura S48. Espectro de massas do kaempferol-hexosideo | no modo negativo.

nten=-d n -MS, 31.6min #1852, kaempferol-hexosid
i 447 0964 min EMPTErol-NEXosiden
50007 181-1938 * [M-H]"
e 29811-108 3711381 1-
0007 ' Tl 549,1865
n | L 11 i "
1 4470983 M5 2(447.0964), kaempferol-hexosideo
6000
L
4000
2000 1 1-
0 284.0347
100 200 300 400 500 600 700 800 800 mfz

Fonte: prépria autora.
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Figura S49. Espectro de massas do kaempferol-hexosideo Il no modo negativo.

I”‘fns‘-‘ [M-H]- 44?16991 M3, 32, imin #1892, kaempferol-3-0-hexosideo IT
x10 v
1 L 2
1.
21 187.1005
+
- l 515.0817 635.2329
L 1- E :
%10 v 52(447.0991), kaempferol-3-0-hexosideo II
44 +
2 [M-H-162]-
1_
285.0445
0= T — T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mfz

Fonte: prépria autora.

Figura S50. Espectro de massas do isofraxidin hexosideo | no modo negativo.

Intens. 3 1- 1- MS, 34.0min #2008, 7-hidroxi-6,3-dimetoxicoumarina hexosideo
295,1585 383.1366
30007 [M-H]
20003 - 1 1
E 443, 3216 .
1000 o 5242034 601,284 794.4157
PN N N h N N
3000 383.1403 M52(383. 1368), 7-hidroxi-6,8-dimetoxicoumaring hexosideo
2000 4
10003 [M-H-162]
221.0864
0 —L ; ; ; ; ; . ; .
100 200 300 400 500 &00 700 300 900 mjz

Fonte: propria autora.

Figura S51. Espectro de massas do Isofraxidin hexosideo Il no modo negativo.

Intens. 3831i391 45, 34.8min #2056, 7-hidroxi-6,8-dimetoxicoumarina hexosidea I
a000 [M-H]'
40004 .
sy | #3317 5401358 653.3425 813.4618
- N N h A
c000] 383.11_404 M52(383.1391), 7-hidroxi-6,8-dmetoxicoumarina hexosideo 11
4000 - [M-H-162T
1_
20007 221.0862
0 |
100 200 300 400 500 00 700 300 900 m/z

Fonte: prépria autora.

Figura S52. Espectro de massas da quercetina no modo negativo.

Intens.
%104 M-HE 3010428

1.54
1.0 365. 1686

M5, 41.6min #2453, quercetina

0.59

An
%104
1.59

T 4M52(301.0428), quercetina

1.0

0,51 1210343
: 151,0078  179.0029
| |

0.0

150 200 250 300 350 400 450 mjz
Fonte: propria autora.
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Figura S53. Espectro de massas do

isoxanthohumol no modo negativo.

Inf(e;[ls‘i' AT M5, 46.8min #2764, isoxanthohumal
+* [M-H]- 353.1533
41 *
172.0933 2?3;?93-1
24 311.1765
214,1410 ZrEa e | 339.2078
n : " L N L N i
x10H M52(353.1539), isoxanthohumel
2] 353.1691
1 233.0836
119.0552 \
0 | N
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 mfz
Fonte: propria autora.

Figura S54. Espectro de massas do

8-prenilnaringenina no modo negativo.

IHUE'"SE-' [I"-'Il-_I-I]' MS, 47.2min #2785, 6-prenylnaringenina (339,2051)
i 339.2051
4
4 i-
325,1886
L
2 -
311,1728 347.1540 381.2344
L g » 425,2611
0= . . . . : . ; : :
260 280 300 320 340 360 330 400 420 440 mfz

Fonte: prépria autora.

Figura S55. Espectro de massas do

isocohumulona no modo negativo.

Intenss.. M5, 47.2min #2785, tras ou dis isogphumdlona
x10°3 . 339.2051
0.503 3251386 [M-H]"
E 1- 347.1540
b= 311.1728 L
nonn L A I
x10%H MS2(347.1540), tras ou dis isocohumulona
1.0
1- - 1- .
0.53 207.1060 J3a 5500 reolis 255 1527 a3 " l
. " |. L Li 320.1389 N
220 2490 260 280 300 320 340 mfz

Fonte: prépria autora.

Figura S56. Espectro de massas do xanthohumol no modo negativo.

Intenss-- " M5, 47.3min #2793, Xanthchumol
cit 339204 [M{_H]
23 | 325.1385 353.2190
1] 235.1364 365.2271
- 293.1818 3“'||1?22 i o § 3812316
102 e +152(353.2150), Xanthohumal
X T (: ), ¥anthohumol
1.0
0.57
0.0 - - - - ; - - L - 7 :
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 mfz

Fonte: prépria autora.
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Figura S57. Espectro de massas da cohumulona no modo negativo.

Inhenss. . 1- 445, 48. Imin #2841, cohumulona
x10%9 . [M'l'_'” 379.2171
051 214.1330 347.1907 i 1- 4.
' 391.21291604 1370559
321,2168 | 479.1929
oo i s
%104 . 2 4111'90 4 +52(347.1307), 1 cohumulona
2 235.1371
14 i
L. 291.1644
200 250 300 350 400 450 500 550 mfz
Fonte: prépria autora.
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APENDICE B - Espectro de massas dos compostos nitrogenados

Figura S58. Espectro de massas do BOA no modo positivo.

Intens. {
x104]
0.751
0.501
0.254

nan

136.0576
[M+H]*

+HMS, 7.2min #423, BOA

x104]

1.09

0.5

136.0579

119.0325

+452(136.0575), BOA

o 100 110
Fonte: propria autora.

120 130 140 150

Figura S59. Espectro de massas do MBOA no modo positivo.

160 170 mfz

Intens.

120,0734
L 4

HMS, liéélalg‘bg 726, MBOA
® (MeHp

103.0501

[M+H-46]*
120.0779

+HM52(166.0808), MBOA

167.0527

| 100 110
Fonte: prépria autora.

130 150

160 170 mfz

Figura S60. Espectro de massas do DIBOA-hexosideo no modo negativo.

Intens. 1- #
] - . M5, 19,9min #1173, DIEOA-hex
60007 1- [M-H] 451,1285
40007 291.1503 1-
] 401.1154
0007 34,0266 N 519,1154 613.1826
- N ; ;
1500 [M-H-162-46]" “M52(342.0891), DIBOA-hex
1000] 1340278 ]
[M-H-180] 2990574
500 (o I 345,0694
0 n k. L
100 200 300 400 500 600 700 300 300 mfz

Fonte: prépria autora.

Figura S61. Espectro de massas do coumaroil-hidroxi-agmatina no modo positivo.

[ntensé_ +15, 19.9min #1171, clqg.g'garoil-OHwagmaﬁne
x10 5
5 [M+H]* *
4]
5]
n |
x10% +HM52(293. 15%@3 clqjj.ﬂgaroil-OHwagmaﬁne
o )
9 [M+H-146]*
147.0397 + [M+H-18]*
24 [M+H-44-18-15] 275.1429
a 129,1088 [ 216.0945 259.0995 | |
1[50 12‘5 15‘0 1::"5 260 ZiE 25‘0 2::"5 360 m/z

Fonte: prépria autora.
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Figura S62. Espectro de massas da met-cumaroilagmatina no modo positivo.

Intens. § in #1205, met-coumaroilagmatina
x10% 52 291,1364
1.5 [M+H]*
1.04
0.5
nn | L
x10%H +HM52(291.1364), met-coumaroilagmatina
273.1289
4 [M+H-18]*
2 [M+H-164]* [M+H-144]" [M+H-18-18]F
12?.10949 147.0399 255.3162 ) *
01— - A - - - - : -
100 135 150 175 200 225 250 275 300 mfz

Fonte: propria autora.

Figura S63. Espectro de massas da feruoilputrescina no modo positivo.

Intens. § IS 20,8min #1224, Feruloil putrescina
*
15009 [M+H]*
1000 4
5009 275.0394
a
[M+H-88]* +HM52(265.1482), Feruloil putrescina
3000 177.0493
2000
[M+H-88-15-18]*
1000 265.1463
s 144.0435 *
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 mfz

Fonte: prépria autora.

Figura S64. Espectro de massas da

met-cumaroilagmatina

hexosideo no modo

positivo.
ke § L +M5, 21.0min 2174, metooumar s hesnsen
x10% ] =L e 453,2045
LTS [d+H]*
.44
] S5 195, 1827 *H'ﬂm
. . s
004 [Mi+H-182]* S 2453, 2040]), mel-otman elagEa LN e idles
211561
1500
[MeH-162-164]
1004 12T
. 453,
=00 114!:;:.1 ; -“5'-|“1‘i.?[n:o I721765 P 53. 2093
R M L 3
Ls] HE] 00 TH) 00 5 K0 450 mfr

Fonte: prépria autora.

Figura S65. Espectro de massas do feruoil-hidroxi-agmatina no modo positivo.

Intens.
x10%
1.59
1.04
0.59

323.1621

[M-H]"

+MS, 21, 2min #1252, Feruloil-OH-agmatina
453,2052

An
%104

[M-H-146]
1177.0435

-

i}

323.1623

[M-H-18]"
305.1529
L

+HM52(323.1621), Feruloil-OH-agmatina

200 250 300

Fonte: prépria autora.

350

400

450 mfz
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Figura S66. Espectro de massas da met-feruoilagmatina no modo positivo.

Intens. ] in = | i s
+MS, 22.0min legij,zh?faf:_‘f%'ulollagmahna
3000 303,1362 ® [M+H]
L 4
2000
10004
o 263.0891 L | N
1 +M52(321.1448), Met-feruloilagmatina
50004 303.1351
[M+H-18]*
4000
M+H-194]* M+H-144]*
2000 [ ] [ ] [M+H-18-18]* 3911441
127.0946 177.0470 285.1325 *
04— - : - : : : — A .
100 135 150 175 200 225 250 275 300 325 mfz

Fonte: prépria autora.

Figura S67. Espectro de massas do cumaroilgmatina no modo positivo.

Intens. in & &
e +MS, 23, 2min T136€,7\’79Lf|§1§£owlagmahna
[M+H]*

4
2

xlUr% +HIS2(277. lﬁsz&ﬁgwj}mlagmahna
1.00 ‘

0.75
[M+H-130]*
0.50 [M+H-163]* 147.0395

£ 260.1311
0.25 114.0992 i 218.1119 | L
0.00 L o~

100 120 120 160 180 200 220 240 260 280 mfz
Fonte: prépria autora.

Figura S68. Espectro de massas da feruloilagmatina no modo positivo.

Intens. +MS, 24,5min #1448, Ferulollagmatina 1T
%1059 307.1675 5

#[M+H]*
1.09

291399,1529
*e

5 - =
%107 30?‘6?5 +M52(307. 1675), Feruloilagmatina 1T

1.5
1.0 [M+H-130]*
[M+H-193]* 177.0439
114,0990

0.5
0.0

o 150 200 250 300 350 400 450 mfz
Fonte: prépria autora.

Figura S69. Espectro de massas da sinapoilagmatina no modo positivo.

Intens. 1 +MS, 24.8min #1460, Sinapgj i
o’ min |nap?13|3§r%na
1.0 [M+H]*
2841484
0.5 ¢
e 2311041
x10% +H152(337.1772), Sinapgi ina
1.5] ?ﬂ%
1.0 [M+H-130]*
M+H-206]* 207.0581
0.5] [M+H-223]* [131 e ]
114.0994 | - 320.1512
0.0 T T T T T T T T T T
100 135 150 175 200 225 250 275 300 325 mfz

Fonte: propria autora.
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Figura S70. Espectro de massas da di-cafeiolespermidina no modo positivo.

I”ze;;‘i_ T +MS, 26.8min #1584, Di-cafecilespermidine
E [M+H]*
1o 470.2131
0.5 324.0987
- 1??104?.0 31,1058 X i 346.0759 409.0955
+M52(470.2131), Di-cafeoilis)%ea'qgéne
3000
2000
+H- +
10004 [M-+H-250] 308.1872
171.0443 195:0764 220.0833 | 453.1914
0i= - > - . - : - - e
100 150 200 250 300 350 400 450 mfz

Fonte: prépria autora.

Figura S71. Espectro de massas do DIMBOA-hexosideo no modo positivo.

Intens. ] Ms, 28.6min #1638 DIMBOA-H
x10% mn WI‘E&’; =X
] ST

1]
) 206.0842 323.0791
x10% M52(372, 169;}211:265430Ahex
1.59 *
s [M-H-162-46]
' 1- 1-
0.57 ' 1-
o 164.0743 e 327.0518 40 o
" 1m0 150 200 250 300 350 mfz

Fonte: propria autora.

Figura S72. Espectro de massas da di-feruoilespermidina no modo positivo.

Intens. 3 +MS, 32.5min #1921, Di-feruloi idi
o’ min i ruoljﬁgleiﬂglna
3 [M+H]
21
1] 185.1074 IL
_1107.0663 | l ) 397.1745 MM
x104 +HM52(498.2438), Di-feruloﬂégeimggna
43 .
33
2 [M+H-321-44]* .
13 133.p812 [M+H-321] [M+H-264]*
P 177.0488 234,1063 3222021 4812151
0= : - : 2 " " " " " *
100 150 200 250 300 350 400 450 500 mjz

Fonte: prépria autora.
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APENDICE C - Tabelas Suplementares

Tabela S1. Caracteristicas cromatograficas e espectroscdépicas dos padrbes de compostos fendlicos obtidas por HPLC-DAD-ESI-
MS/MS.

Composto tr Amax Massa [M-H] MS? (-) (m/z)®
(min)®  (nm)® Exata
Acido galico 11,9 270 170,021 169,0291 124,0273
Acido 5- 22,2 325 354,095 353,1191 191,0728
cafeoilquinico
Acido 22,4 254 138,031 137,0448 93,0419
hidroxibenzoico
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
Acido caféico 24,7 322 180,042 179,0483 135,0571
Rutina 27,9 354 610,153 609,1836 300,0516/179,0134
Quercetina-3-0O- 29,9 354 464,095 463,1384 300,0606/ 271,0574
_ glicosideo
Acido cumarico 30,4 290 164,047 163,0515 119,0595
Acido ferulico 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

Nota: *Tempo de retencéo em coluna Synergi C18 (4 um). "Solvente: gradiente de 0,5% (v/v) de &cido férmico em &gua e acetonitrila com
0,5% (v/v) de acido formico. ®Intensidade relativa do ions com maior abundancia no MS? é mostradado em negrito. n.d.= néo detectado.



Tabela S2. Compostos fenélicos presentes nos diferentes tipos de estilo de cerveja artesanal, obtidos por HPLC-DAD-ESI-MS/MS.

(continua)
Compostos Tipos de cerveja artesanal
— o o™ “ N 1) - N 1) — o () — [N ™ — N ™ — N (90} — (9V] (9p] — (9V] ™ — (9V] (90]
P n n — - - — - o aoQ0oooono o o o o
S S SFFFFODOICITafFgsgaCToCoCEEFEE % % % EEC E E E o 00

Acido
dimetoxibenzéico

Acido 3,5-
dihidroxibenzoéico

Acido gélico

Acido 3,4-
dihidroxibenzoico

Acido 2,5-
dihidroxibenzéico

Acido 2,6-
dihidroxibenzéico

(Epi) Catequina
hexosideo |
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(continuacao)

Compostos Tipos de cerveja artesanal
" N M 4 N ™M AN m N d N M d N MmN d N M d N d N m
2 DD - — — — — — 0 0O O A a0 o oo o o o
> > > FFF L L L AAQAQ WL W WL FF F % % % E E E E E E O 0O 0O
2,4-Acido

dihidroxibenzoico
Acido
dimetoxibenzoico
Acido 3-
cafeoilquinico

(Epi)
Galocatequina |

Acido 2,3-
dihidroxibenzéico

(Epi) Catequina
hexosideo Il

(Epi) Catequina
hexosideo IlI

112



(continuacao)

Tipos de cerveja artesanal

Compostos
A N M 4 N M oa N m =N ®m AN ®m AN m ™ N®dN®m A N® AN o
2 D n - — - — - - o QoA 0aooo oo o a o o
S S sSFFFRFFLLOLOLAAQAAQOLCLC CFFE % % % E E E E E E o 0 0O
(Epi)

Galocatequina Il

Acido 3-p-
cumaroilquinico
Acido
hidroxibenzéico |

Proantocianidina B
dimero

Taxifolin hexosideo

Proantocianidina B
dimero Il
Acido 5-

cafeoilquinico
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(continuacao)

Tipos de cerveja artesanal

Compostos
A N M 4 N M oad N m =N ® AN ®m AN m TN M AN ®m AN M AN M
2D DD - — - — — - oo ooaoooo oo o o o
S S sSFFFRFFLLOLOLAAQAAQOLCLC CFFE % % % E E E E E E O O O
Acido

hidroxibenzoico Il
Catequina

Acido 3-

feruloilquinico

Proantocianidina B
dimero Il

Taxifolin hexosideo
Il

Quercetina
hexosideo

rutinosideo

Proantocianidina B
dimero IV
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(continuacao)

Compostos

Tipos de cerveja artesanal

Epicatequina
Acido caféico

Apigenina-C-
glicosideo-C-
pentosideo

Proantocianidina B

dimero V

Acido 4-p-

coumaroilquinico

Apigenina-C-

hexosideo-

pentosideo Il

Quercetina di-

hexosideo

TI1

TI 2

TI3

Fl1

Fl 2

FI 3

DP 1
DP 2
DP 3
FP 1
FP 2
FP 3
TP 1
TP 2
TP 3
DW 1
DW 2
DW 3
FW 1
FW 2
FW 3
TW 1
TW 2
TW 3
CP1
CP2
CP3

— AN M
D o o
= = =
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(continuacao)

Tipos de cerveja artesanal

Compostos
A N M 4 N M oad N m =N ® AN ®m AN m TN M AN ®m AN M AN M
2D DD - — - — — - oo ooaoooo oo o o o
§§§|—|—|—u.u_u.goou.u.u.l—l—l—%%%EEEEEEOUU

Apigenina-C-

hexosideo-O-

hexosideo

Acido 4-

feruloilquinico
Acido cinamico
Derivado de acido
cinamico
Acido 5-
ferulilquinico

Apigenina-6,8-C-
diarabinosideo
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(continuacao)

Tipos de cerveja artesanal

Compostos
— N ™M 4 N M ad N MmN d N M AN m TN AN ®m AN AN M
D DD - — — — — — 0 0O 0O A A o0 o oo o o o
233 FFFrooccadBdEEEErrZEEEEEEFEREO05

Rutina

Apigenina-C-

hexosideo (vitexin

ou isovitexin)

Apigenina-C-
hexosideo-O-
hexosideo I

Quercetina-3-0O-
glicosideo

Kaempferol-3-O-
rutinosideo

Acido cumarico
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(concluséo)

Tipos de cerveja artesanal
Compostos

MJ 1
MJ 2
MJ 3
TI1
TI 2
TI3
Fl1
Fl 2
FI 3
DP 1
DP 2
DP 3
FP 1
FP 2
FP 3
TP 1
TP 2
TP 3
DW 1
DW 2
DW 3
FW 1
FW 2
FW 3
TW 1
TW 2
TW 3
CP1
CP2
CP3

Kaempferol-3-O-
hexosideo |

Kaempferol-3-O-
hexosideo Il

Isofraxidin
hexosideo |

Quercetina
Isoxanthohumol
8-Prenilnaringenina
Isocohumulona
Xanthohumol

Cohumulona

Nota: P = compostos presentes; A = compostos ausentes.
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Tabela S3. Compostos nitrogenados presentes nos diferentes tipos de estilo de cerveja artesanal, obtidos por HPLC-DAD-ESI-
MS/MS.

(continua)
Compostos Tipos de cerveja artesanal
= N M 4 N ™M «d N ™M
R N R R Y
BOA
MBOA
DIBOA-hex

Coumaroil-hidroxi-

agmatina

Met-

coumaroilagmatina
Feruloilputrescina

Met-
coumaroilagmatina
hexosideo
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(conclusao)
Compostos Tipos de cerveja artesanal

MJ 1
MJ 2
MJ 3

TI1
TI 2
TI3
Fl1
Fl 2
FI 3
DP 1
DP 2
DP 3
FP 1
FP 2
FP 3
TP 1
TP 2
TP 3
DW 1
DW 2
DwW 3
FW 1
FW 2
FW 3
TW 1
TW 2
TW 3
CP1
CP2
CP3

Feruloil-hidroxi-

agmatina

Met-feruloilagmatina

Coumaroilagmatina
Feruliolagmatina
Sinapoilagmatina

Di-

cafeoilespermidina
DIMBOA-hex

Di-

feruloilespermidina

Nota: P = compostos presentes; A = compostos ausentes.
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