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RESUMO 

RESUMO 
A cerveja é uma das bebidas mais antigas e populares consumidas pela 
humanidade, a principal classificação das cervejas é quanto ao tipo de fermentação, 
dividindo-se em ale ou lager, alta e baixa fermentação, respectivamente. Neste 
estudo, as amostras de cerveja foram divididas em duas porções, a primeira para os 
ensaios espectrofotométricos e eletroquímicos, a qual foi utilizada de forma in natura. 
E a segunda parte foi liofilizada, para padronização da concentração de uso, retirada 
do álcool e garantir uma maior durabilidade, e então utilizada nos ensaios 
farmacológicos e cromatográficos. O objetivo deste estudo foi investigar o potencial 
antioxidante, a atividade vasodilatadora e correlacionar com os perfis fenólicos de 
vinte e duas cervejas comerciais. Adicionalmente foi também verificada a capacidade 
antioxidante e o perfil fenólico de lúpulos e maltes de diferentes origens. Das 
matérias-primas, as amostras de lúpulo mostraram uma melhor atividade 
antioxidante quando comparadas com as amostras de malte (p<0,05). A correlação 
entre o índice eletroquímico (IE) com os fenóis totais (TPC), e os ensaios de captura 
de radicais, 1,1- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-ácido sulfônico) (ABTS) foi de 0,86, 0,77 e 0,85 respectivamente para as amostras 
de lúpulo. Enquanto que para as amostras de malte foi 0,49, 0,69 e 0,96, 
respectivamente. Análise de variância (ANOVA) foi utilizada para verificar diferenças 
dentro de cada grupo de matéria-prima, sendo observadas diferenças a nível de 95% 
de confiança (p<0,05). Das cervejas, o grupo ale mostrou melhores capacidade 
antioxidante e valores de fenóis totais quando comparado com o grupo lager. Porém, 
de acordo com a matriz de correlação de Pearson, a correlação entre o IE com TPC, 
DPPH e ABTS foi de 0,78, 0,82 e 0,89 respectivamente para o grupo lager. Enquanto 
que para o grupo ale as correlações não foram estatisticamente significativas 
(p>0,05), principalmente devido à interferência da turbidez das amostras durante 
ensaios espectrofotométricos. Este fato reitera o uso de métodos eletroquímicos, que 
minimizam este tipo de problema além de serem mais sensíveis e rápidos. Seguindo 
a metodologia eletroquímica proposta, através do cálculo do IE, as amostras LB10 e 
AB1 obtiveram os maiores índices. Nos resultados da análise de componentes 
principais foram observados três grupos, onde o grupo III confirma LB10 e AB1 como 
as de melhores potenciais antioxidantes. LB10, AB1 e AB6 mostraram efeito 
vasodilatador máximo de 92 ± 4, 88 ± 3 e 79 ± 3%, respectivamente. Tanto o efeito 
vasodilatador quanto a capacidade de inibição da peroxidação lipídica, podem estar 
associados à presença de compostos fenólicos nas cervejas, identificados via 
espectrometria de massa. Este estudo, portanto, verificou que a metodologia 
proposta do IE é uma importante ferramenta para avaliar as propriedades 
antioxidantes e mostrou uma boa correlação com ensaios de eliminação de radicais. 
Além disso, o estudo mostrou que as cervejas podem ter um efeito benéfico sobre o 
sistema cardiovascular, apresentando boa correlação do efeito vasodilatador e o 
potencial antioxidante, o que pode ser útil para pesquisas futuras sobre a saúde, 
propriedades sensoriais e parâmetros de qualidade. Ainda sobre o ponto de vista da 
qualidade das cervejas, os extratos de lúpulo, assim como de malte, apresentaram 
resultados estatisticamente diferentes entre si, corroborando para aplicabilidade 
destas ferramentas na escolha destes ingredientes majoritários em prol da qualidade 
do produto final. 
 
Palavras chaves: cerveja, potencial antioxidante, vasodilatação, compostos 
fenólicos, lúpulo, malte. 
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ABSTRACT 

ABSTRACT 
Beer is one of the oldest and most popular beverages consumed by mankind, the 
main classification of beers is the type of fermentation, divided into ale or lager, high 
and low fermentation, respectively. In this study, beer samples were divided into two 
portions, the first one for the spectrophotometric and electrochemical tests, which 
was used in natura form. And the second part was lyophilized, aiming at the 
concentration use standardization, alcohol withdrawal and guaranteeing an increase 
of durability, and then used in the pharmacological and chromatographic tests. The 
aim of this study was to investigate the antioxidant potential and vasodilator activity 
and correlate them with the phenolic profiles of twenty-two commercial beers. In 
addition, the antioxidant activity and the phenolic profile of hops and malts from 
different origins were also verified. From the raw materials, hops samples showed 
better antioxidant activity when compared to malt samples (p <0.05). The correlation 
between electrochemical index (EI) and total phenols (TPC), and radical scavenging 
methods, 1,1-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azinobis (3-
ethylbenzthiazoline -6-sulphonic acid) (ABTS) was 0.86, 0.77 and 0.85 respectively 
for the hop samples. From the beers, ale group showed better antioxidant activity and 
TPC values when compared to the lager group. However, according to the Pearson 
correlation matrix, the correlation between IE with TPC, DPPH and ABTS was 0.86, 
0.89 and 0.96 respectively for the lager group. While for the ale group, the correlations 
were not statistically significant (p> 0.05), mainly due to the turbidity interference of 
the samples during spectrophotometric assays. This fact reiterates the use of 
electrochemical methods, which minimize this type of problem besides being more 
sensitive and quick. Following the proposed electrochemical methodology, using the 
IE calculation, LB10 and AB1 samples obtained the highest indices. In the results of 
the principal components analysis (PCA) three groups were observed, where group 
III confirms LB10 and AB1 as the best antioxidants potential. LB10, AB1 and AB6 
showed a maximal vasodilator effect of 92 ± 4, 88 ± 3 and 79 ± 3%, respectively. Both 
the vasodilator effect and the lipid peroxidation inhibition capacity may be associated 
with the presence of phenolic compounds in the beer samples, identified by mass 
spectrometry. This study, therefore, verified that the proposed IE methodology is an 
important tool to evaluate antioxidant properties and showed a good correlation with 
radical scavenging assays. Moreover, the study showed that beers may have a 
beneficial effect on the cardiovascular system, showing a good correlation of the 
vasodilator effect and antioxidant potential, which may be useful for future research 
on health, sensorial properties and quality parameters. Still from the standpoint of the 
quality of the beers, hop extracts as well as malt exhibited statistically results, 
corroborating to the applicability of these tools in the choice of these major ingredients 
improve the quality of the final product. 
 
  
Keywords: beer, antioxidant potential, vasodilation, phenolic compounds, hops, 
malt. 

 



Introdução 1 

1 INTRODUÇÃO 

1.1. Cerveja 

1.1.1 Histórico 

A palavra cerveja vem do latim cervesia, que significa bebida fermentada e da 

palavra bibere que também provém do latim e quer dizer beber em outros idiomas, 

como inglês e alemão, denominada beer e bier, respectivamente (KUNZE, 1997). 

A cerveja é uma das mais antigas produções culturais da humanidade e uma 

das bebidas mais populares em todo o mundo (WUNDERLICH e BACK, 2009). Não 

se sabe ao certo a origem das primeiras cervejas. Porém, acredita-se que tenha 

originado na região da Mesopotâmia, onde há evidências e inscrições em ruínas que 

levam a crer que a cerveja feita de cevada maltada já era consumida em 6.000 a.C.. 

Também na China há registros de 4000 anos a.C. da kiu, cerveja feita à base de 

cevada, trigo, milho e arroz (KUNZE, 1997). No Egito, também considerado um dos 

berços da cerveja, esta bebida tinha grande importância, pois era oferecida a Deuses 

e estava presente nos tesouros dos sarcófagos mais notáveis. Na América, acredita-

se que a cerveja chegou por meio de imigrantes, colonos primitivos holandeses e 

ingleses, que trouxeram a tecnologia doméstica da fabricação da cerveja (FREITAS, 

2006; PAVSLER & BUIATTI, 2009).  

No Brasil a chegada da cerveja ocorreu no início do século XIX, trazida pela 

família real portuguesa no então Brasil colônia. Em 1836, tem-se a primeira notícia 

sobre a fabricação de cerveja no Brasil (SIQUEIRA et al., 2008). No início do século 

XX a indústria cervejeira já estava estabelecida, com 27 cervejarias registradas 

(FREITAS, 2006). 

 

1.1.2 Classificação 

As cervejas podem ser classificadas de cinco maneiras diferentes. A primeira 

delas é segundo a quantidade em peso de extrato presente no mosto antes da 

fermentação, o chamado extrato primitivo, tem-se então que ela pode ser leve (5-

10,5%), comum (10,5-12%), extra (12-14%) e forte (>14%). Outra classificação é de 

acordo com a cor, sendo clara a que tiver cor correspondente menor que 20 unidades 

EBC (European Brewery Convention), escura aquela que tiver mais de 20 unidades 

EBC e colorida, a que, pela ação de corantes naturais, apresenta coloração diferente 
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das definidas pelo padrão EBC. São classificadas também quanto ao teor alcoólico: 

elas podem ser denominadas cervejas sem álcool, as que têm teor menor que 0,5%, 

e cervejas com álcool, as que contem mais de 0,5%, sendo que esta última ainda se 

subclassifica em teor alcoólico baixo (0,5-2,0%), médio (2,0-4,5%) e alto (4,5-7,0%). 

A proporção de malte de cevada, como fonte de açúcares, também é uma forma de 

se classificar as cervejas, onde elas são divididas em puro malte (100% de malte de 

cevada), cerveja (>50% de malte de cevada) e cerveja com o nome do cereal 

principal (20-50% de malte de cevada). A última classificação e uma das principais 

é quanto à fermentação, sendo denominadas ale, aquelas de fermentação 

superficial, e lager, aquelas de fermentação profunda (BRASIL, 2009; CERVESIA; 

SINDCERV, 2016). 

As cervejas do tipo lager, que são elaboradas com cepas de Saccharomyces 

calsbergensis, são fermentadas a temperaturas de 3,3 a 13,0 ºC e o tempo de 

fermentação varia de 4 a 12 semanas. As do tipo ale, elaboradas com cepas de 

Saccharomyces cerevisae, são tipicamente fermentadas a uma temperatura entre 

16 ºC e 24 ºC, Quadro 1. A estas temperaturas, a levedura produz quantidades 

significativas de ésteres e outros sabores e aromas de produtos secundários, e o 

resultado é muitas vezes uma cerveja ligeiramente com compostos "frutados", tendo 

uma característica mais adocicada e encorpada em comparação a lager (ARAÚJO 

et al., 2003; PAVSLER e BUIATTI, 2009). 

 

Quadro 1. Principais diferenças entre os tipos de fermentação, Ale e Lager. 
 

Características/Tipos de 

fermentação 
Ale Lager 

Origem: Antiga Relativamente nova 

Temperatura de fermentação (ºC): 16,0 a 24,0 3,3 a 13,0 

Levedura: 
Saccharomyces 

cervisiae  

Saccharomyces 

calsbergensis  

Posição da levedura no tanque de 

fermentação: 
Alto do tanque Baixo do tanque 

Produto final: 
Forte, assertivo e mais 

robusto no paladar 

Mais suave, mais nítidas 

e com sabor e aroma 

mais sutil 
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As cervejas do tipo lager são mais populares mundialmente do que as do tipo 

ale. Apesar de representarem uma pequena porcentagem do consumo total de 

cerveja em âmbito mundial, as cervejas do tipo ale são predominantes em países 

como Alemanha, Bélgica, Canadá, Estados Unidos e Grã-Bretanha. Como exemplos 

de cerveja tipo lager se pode citar a Bock, Dortmunder, Munchner e Pilsener e de 

cerveja tipo ale tem-se a Porter, Stout, Alt, Light ale, Pale ale e Barley wines 

(ARAÚJO et al., 2003; PAVSLER & BUIATTI, 2009; CERVESIA; SINDCERV, 2016).  

 

1.1.3 Produção 

Cervejarias em todo o mundo produzem cerveja utilizando matérias-primas 

essenciais como água, malte, levedura e lúpulo.  Como foi fixado pela Lei da Pureza 

alemã, dita Reinheitsgebot, que rege, juntamente com leis mais recentes, a 

fabricação de cerveja comercial desde o século 14 (BGB1, 1993). Tecnologias de 

fabricação de cerveja são embasadas nesta lei, embora cervejeiros em outros países 

tenham mais flexibilidade, como por exemplo, a seleção da fonte de amido, que pode 

depender do tipo, da tradição ou da preferência local (FREITAS, 2006). 

A legislação brasileira define cerveja e sua composição, e a lei preconiza que 

cerveja é a bebida obtida pela fermentação alcoólica do mosto cervejeiro oriundo do 

malte de cevada e água potável, por ação da levedura, com adição de lúpulo. Ainda 

de acordo com a lei se aceita algumas substituições, tais como, o malte de cevada 

e o lúpulo poderão ser substituídos por seus respectivos extratos e parte do malte 

de cevada poderá ser substituída por cereais maltados ou não, e por carboidratos 

de origem vegetal, transformados ou não. Os cereais referidos na legislação são: 

cevada, arroz, trigo, centeio, milho, aveia e sorgo (BRASIL, 1997). 

No processo de fabricação de cerveja, primeiramente o malte, obtido pela 

germinação e secagem da cevada, é moído e então misturado com água quente, em 

temperaturas pré-estabelecidas. Há então o início da ação enzimática, responsável 

por fragmentar as cadeias de amido em açúcares fermentáveis, tais como frutose, 

glicose e maltose. Esta mistura é filtrada e o líquido resultante é denominado mosto. 

O mosto é levado à ebulição com finalidade de esterilização deste e também para 

coagular as proteínas presentes. Durante este processo, seja no início, meio ou fim 

da fervura, o lúpulo é adicionado, com o objetivo de conferir amargor e aroma 

característico da cerveja; além disso, o lúpulo auxilia na conservação e estabilidade 

de espuma das cervejas. Posteriormente há a decantação, refrigeração e aeração 
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do mosto e, este está pronto para a etapa de fermentação (WUNDERLICH & BACK, 

2009; PALMER, 2015; CERVESIA; SINDCERV, 2016). 

Na etapa de fermentação, os açúcares presentes no mosto são consumidos 

pela levedura adicionada, e são transformados em álcool, gás carbônico e calor 

(equação 1). A levedura, a temperatura e o tempo de fermentação são dependentes 

do tipo de cerveja que se quer produzir, ale ou lager, como já descrito anteriormente 

(WUNDERLICH & BACK, 2009; CERVESIA; SINDCERV, 2016). 

 

C6H12O6 → 2C2H5OH  +  2CO2  +  Calor        (1) 

 

Uma vez concluída a fermentação, o mosto “descansa” a temperaturas 

próximas de zero, para aprimoramento do aroma e do sabor, etapa denominada de 

maturação. A maturação pode levar alguns dias ou até semanas, dependendo do 

protocolo de cada cervejaria. Nesta fase, a maior parte do fermento é separada por 

decantação e, por conseguinte se efetua uma filtração, que objetiva eliminar 

partículas em suspensão. Ao final desta etapa, a cerveja está praticamente 

concluída, com sabor e aroma finais definidos, sendo submetida ao envase e 

pasteurização e, estando pronta para o consumo, figura 1 (WUNDERLICH & BACK, 

2009; PALMER, 2015; CERVESIA; SINDCERV, 2016). 

 

Figura 1. Esquema do processo de fabricação de cervejas. Adaptado de 

http://www.dortmund.com.br/ 
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1.2. Compostos Fenólicos na cerveja 

Os compostos fenólicos são resultantes do metabolismo secundário das 

plantas, encontrados principalmente em frutas, verduras, legumes, cereais e 

bebidas, como sucos de frutas, vinho, chá, café e cerveja (WEINREB et al., 2004; 

ROGINSKY e LISSI, 2005). Podem ser encontrados em sua forma livre ou, mais 

frequentemente, ligados a outros compostos, como ésteres e glicosídeos 

(CORREIA, 2005). 

Os compostos fenólicos contribuem para o sabor e cor (RICE-EVANS et al., 

1997), auxiliam no combate a patógenos, em situações de stress e na proteção 

contra agressões externas (ARRIBAS et al., 2012). Atualmente, o interesse neste 

tipo de compostos tem aumentado devido às suas propriedades 

farmacoterapêuticas, como atividades antioxidantes, antibacterianas, 

antiinflamatórias e antitumorais (GERHAUSER, 2005; VAQUERO et al., 2007; 

ESTEVINHO et al., 2008; De MARTINO et al., 2009). 

Os principais compostos fenólicos presentes na cerveja provem 

essencialmente da casca de cevada malteada (70-80%) e do lúpulo (20-30%) 

(KEUKELEIRE, 2000). Dentre eles podem-se destacar os ácidos hidrobenzóicos 

(ácido gálico), os ácidos hidroxicinâmicos (ácido ferúlico, ácido caféico), os flavonóis 

(quercetina), as chalconas (xantohumol) e as flavanonas (prenilnaringenina). 

Também podem estar presentes compostos mais complexos, como catequinas e 

taninos (HEIM et al., 2002; GARCÍA et al., 2004). 

Os compostos fenólicos são excelentes doadores de elétrons, atuando como 

antioxidantes pela captura de espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio 

(SOUSA et al., 2007), e, tem importante papel nas características sensoriais (cor, 

aroma e sabor), estabilidade oxidativa e segurança microbiológica da cerveja 

(JANDERA, 2009). Quando compostos fenólicos se oxidam, podem sofrer 

polimerização, e tais compostos, na presença de polipeptídios, formam substâncias 

insolúveis que resulta no aumento da turbidez da cerveja (BAMFORTH, 2000; 

BOTELHO, 2009).  

Em face da diversa e rica constituição das cervejas, o interesse pelo estudo 

de suas propriedades nutritivas e nutracêuticas, em especial com potencial para a 

prevenção de numerosas doenças, têm crescido e atraído um interesse considerável 

de vários pesquisadores (GERHAUSER, 2005; ONÃTE-JAÉN et al., 2006; 

FEGREDO et al., 2009). Os compostos fenólicos presentes na cerveja são os 
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responsáveis, assim como no vinho, por potencializar a proteção contra doenças 

cardiovasculares e alguns tipos de câncer, descartando os aspectos negativos 

produzidos por altas doses de etanol (GHISELLI et al., 2000; DUTTHIE et al., 2000; 

BOBAK et al., 2000; GERHAUSER, 2005). Esta alta concentração de compostos 

com perfil antioxidante faz com que o consumo moderado de cerveja seja capaz de 

melhorar a atividade antioxidante e capacidade anticoagulante do plasma (GHISELLI 

et al., 2000; GASOWSKI et al., 2004), de inibir a oxidação das lipoproteínas de baixa 

densidade (LDL) in vitro (MIRANDA et al., 2000) e de proteger a peroxidação lipídica 

(RODRÍGUEZ et al., 2001). 

O consumo moderado equivale a no máximo 500 mL/dia para homens e 250 

mL/dia para mulheres (FREITAS, 2006). O consumo da cerveja em pequenas doses 

ainda pode fornecer ao plasma proteção significativa contra o estresse oxidativo, 

redução do risco de infarto do miocárdio em pacientes hipertensos, redução da 

coagulação sanguínea e aumento do colesterol de lipoproteínas de alta densidade, 

o HDL (BOBAK et al., 2000). E as substâncias amargas presentes nas cervejas, 

derivadas do lúpulo, podem evitar aterosclerose, obesidade e diabetes tipo 2 

(KLATSKY, 2007). 

Ressalta-se ainda que em bebidas como a cerveja, o poder antioxidante se 

deve predominantemente à presença de compostos fenólicos (GHISELLI et al., 

2000; ZHAO et al., 2010), que são importantes na dieta e possuem propriedades 

farmacológicas comprovadas (LAPÍCK et al., 1998; ARRANZ et al., 2012). 

 

1.3. Espécies reativas de oxigênio, antioxidantes e capacidade antioxidante 

As espécies reativas de oxigênio, tais como radical hidroxila (•OH), ânion 

radical superóxido (O2•-) e hidroperoxila (ROO•), têm elevada importância nas 

reações fisiológicas que ocorrem no organismo humano. Desempenham diversos 

papéis, como produção de energia, fagocitose, regulação do crescimento celular e 

síntese de substâncias biológicas importantes. Porém, a produção em excesso 

destas espécies, seja por condições de estresse, tais como o consumo de drogas, a 

ação de radiação ultravioleta ou por disfunções metabólicas, pode acarretar em 

doenças, danos profundos em tecidos, peroxidação de lipídios e agressão às 

proteínas, às enzimas, aos carboidratos e ao DNA (MOLYNEUX, 2004; HUANG et 

al., 2005). O excesso de ROS está diretamente relacionado com doenças 

degenerativas associadas ao envelhecimento, as cardiovasculares, as neurológicas 

e o câncer (ATOUI et al., 2005; RATHEE et al., 2006; ALVES et al., 2010). 
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Os danos causados pelos radicais livres podem ser prevenidos por meio de 

três estratégias dietéticas: (1) a restrição calórica; (2) minimização da ingestão de 

gorduras polinsaturadas e (3) ingestão suplementar de antioxidantes. Esta última se 

faz necessária, desde que aqueles antioxidantes de origem endógenas não sejam 

suficientes para controlar os radicais livres. Alguns exemplos de antioxidantes 

endógenos são: ácido úrico, albumina, e enzimas do tipo superoxido dismutase, 

catalase e peroxidase (ATOUI et al., 2005). 

Antioxidantes podem ser definidos como compostos, sintéticos ou naturais, 

que apresentam elevada estabilidade oxidativa e que têm propriedades de prevenir 

reações de degradação oxidativa, ou seja, reduzem a velocidade de oxidação de um 

dado substrato oxidável (PIETTA, 2000; MOREIRA & MANCINI-FILHO, 2003).  

Os antioxidantes podem ser classificados em primários e secundários. Os 

antioxidantes primários são responsáveis pela inativação dos radicais livres, doando 

átomos de hidrogênio ou elétrons, transformando assim estes radicais em 

substâncias estáveis. Nesta classe de antioxidantes são encontrados os compostos 

fenólicos, aminoácidos e carotenóides (WEIBURGER, 2001; STEINBERG et al., 

2003). Já os antioxidantes ditos secundários atuam através de mecanismos de 

complexação de íons metálicos e agem também bloqueando a decomposição de 

peróxidos e hidroperóxidos, impedindo assim a reação em cadeia. Entre eles estão 

os antioxidantes sintéticos, como hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de 

butila (BHT), o ácido ascórbico e os tocoferóis (ATOUI et al., 2005). 

Os antioxidantes são capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres 

antes que ataquem os alvos biológicos nas células (ATOUI et al., 2005). Muitos 

estudos vêm demonstrando as propriedades benéficas dos antioxidantes, sendo 

estes utilizados tanto na prevenção de doenças como também nos tratamentos. E 

cada vez mais são indicados para o controle de danos oxidativos de células 

(MILNER, 2001).  

A estrutura química dos compostos fenólicos é o que determina sua 

capacidade de atuar como captadores/sequestradores de radicais livre. O número e 

posição de grupos hidroxilas, o efeito de conjugação entre os anéis e a glicosilação 

são alguns dos parâmetros que determinam a ação antioxidante destes compostos 

(RICE-EVANS et al., 1996; HEIM et al., 2002; CORREIA, 2005). Neste sentido, os 

flavonóides, devido à sua estrutura, figura 2, são ótimos sequestradores de radicais, 

logo apresentam uma boa capacidade antioxidante (RICE-EVANS et al., 1996). 
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Figura 2. Estrutura química dos principais tipos de flavonóides.  
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A ação como antioxidante de muitos produtos naturais começou a atrair a 

atenção da comunidade científica a partir de 1990, quando foi amplamente 

reconhecido que uma elevada capacidade antioxidante estava diretamente 

associada com as influências benéficas de muitos alimentos e bebidas (ROGINSKY 

& LISSI, 2005).  

Nos dias de hoje, a atividade antioxidante de muitos produtos naturais é 

considerada como um parâmetro importante para determinar o seu valor alimentar. 

Compostos fenólicos são os principais componentes de alimentos com potencial 

antioxidante, como já supracitado.  

 

1.4. Avaliação da capacidade antioxidante  

Vários métodos têm sido usados e desenvolvidos para avaliar a capacidade 

antioxidante de extratos e substâncias isoladas, dentre os quais podemos destacar 

os métodos espectrofotométricos tradicionais, como ensaios com o radical 1,1- 

difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e o radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico) (ABTS), ambos baseados na habilidade de eliminação de radicais livres. 

Ainda dentre os espectrofotométricos, o ensaio Folin-Ciocalteu (FC) é bastante 

difundido para a determinação de fenóis totais (FT). E mais recentemente os 

métodos eletroquímicos têm sido utilizados como importantes ferramentas para 

determinar o perfil oxiredutor de extratos e substâncias isoladas, podendo assim 

correlacionar com a capacidade antioxidante, nestes métodos o destaque é da 

voltametria (COSIO et al., 2006; ONÃTE-JAÉN et al., 2006; REIS et al., 2009). 
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1.4.1 DPPH 

O DPPH possui um elétron desemparelhado que está deslocalizado por toda 

a molécula, lhe conferindo assim o status de radical livre estável. Este elétron 

deslocalizado é responsável pelo máximo de absorção em torno de 520 nm que 

confere coloração violeta a esta molécula (MOLYNEUX, 2004). Por ação de um 

antioxidante (AH), o radical DPPH• é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de 

coloração amarela, figura 3, reduzindo assim a absorção no comprimento de onda 

monitorado (BRAND- WILLIAMS et al., 1995). O resultado é dado em IC50, 

quantidade de antioxidante necessária para decrescer a concentração inicial de 

DPPH em 50%. Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor será a 

sua IC50 e maior a sua capacidade antioxidante (SOUSA et al., 2007).  

Apesar da versatilidade do método como rapidez, facilidade de preparo e 

disponibilidade comercial, este ensaio apresenta algumas limitações analíticas, 

como a incapacidade de determinar a contribuição antioxidante de espécies 

hidrofílicas presentes na amostra. Portanto, há uma subestimação da capacidade 

antioxidante total (ARNAO, 2000; MOLYNEUX, 2004; ALAM et al., 2012). 

 

Figura 3. Reação de estabilização de radical DPPH por ação de antioxidante (AH).  
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1.4.2 ABTS 

O método ABTS está baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar 

radical ABTS●+, gerado através da reação com persulfato de potássio, figura 4. Esta 

captura provoca um decréscimo na absorbância, que pode ser lida em 645, 734 ou 

815 nm, levando a cor do meio reacional de azul-esverdeada à incolor. O método é 

aplicável para estudos de antioxidantes hidro e lipossolúveis, tanto em substâncias 

isoladas como em extratos vegetais. O resultado é dado em IC50, quantidade de 

antioxidante necessária para decrescer a concentração inicial do radical ABTS em 

50%. Quanto maior a quantidade utilizada da amostra em reduzir o radical, menor 

será a sua capacidade antioxidante (RUFINO et al., 2007; SUCUPIRA et al., 2012). 
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Figura 4. Reação de formação e estabilização de radical ABTS por ação de 

antioxidante.  
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1.4.3 Folin-Ciocalteu 

A determinação de fenóis totais (FT) é feita utilizando o reagente de Folin-

Ciocalteu, o reagente consiste em uma mistura dos ácidos fosfotunguístico e 

fosfomolibídico, que na presença de compostos fenólicos formam os chamados, 

molibdênio azul e tungstênio azul, cuja coloração indica a presença de substâncias 

redutoras. A quantificação espectrofotométrica, em 765 nm, é feita através de curva 

de calibração com ácido gálico, e o resultado é expresso em concentração do ácido 

gálico por grama da amostra (SINGLETON et al., 1999; NACZK & SHAHIDI, 2004). 

A principal desvantagem deste ensaio é o fato de muitas substâncias 

presentes em produtos naturais e matrizes complexas absorverem na mesma faixa 

de comprimento de onda de leitura, além de interferentes que podem reagir com o 

reagente FC, levando assim a uma superestimação dos resultados para FT 

(BLASCO et al., 2007; ESCARPA, 2012; SINGLETON et al., 1999). 

 

1.4.4 Métodos Eletroquímicos 

Uma grande parte dos fenômenos que ocorrem nos seres vivos corresponde 

a processos que envolvem transferências de substâncias carregadas. A 

eletroquímica então se torna uma ferramenta muito importante, visto que estuda os 

fenômenos químicos associados à separação e transferências de cargas (BRETT & 

BRETT, 1993).  

A separação de cargas pode ocorrer de forma homogênea em solução ou 

heterogênea na superfície do eletrodo, onde em ambas, há a ocorrência de duas ou 

mais meias reações de transferências de cargas, em direções opostas, para alcançar 

a eletroneutralidade (BRETT & BRETT, 1993). Nos processos eletroquímicos, a 

reação eletroquímica ocorre no eletrodo de trabalho, na interface eletrodo-eletrólito. 

O potencial deste eletrodo é controlado pelo eletrodo de referência, que deve possuir 

alta impedância para garantir a não passagem de corrente no mesmo. A corrente de 

uma célula eletroquímica flui entre os eletrodos de trabalho e auxiliar através da 

solução eletrolítica (ASSIS, 2012). 
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Os métodos eletroanalíticos utilizam-se das propriedades elétricas dos 

analitos, como potencial, corrente, resistência, condutividade ou carga, presentes na 

amostra de interesse, podendo fornecer dados tanto qualitativos como também 

quantitativos (BRETT & BRETT, 1993; SKOOG et al., 2006; REIS et al., 2009; 

GONÇALVES et al., 2011). Suas vantagens se baseiam em uma boa seletividade, 

alta sensibilidade, simplicidade e rapidez nas análises, além de um baixo consumo 

de amostras e reagentes, que, vai de encontro com a preocupação cada vez maior 

com a diminuição da geração de resíduo e posterior impacto ao meio ambiente. 

(GONÇALVES et al., 2011; BLASCO et al., 2004). Dentre as diversas técnicas 

eletroquímicas, destaca-se a grande aplicabilidade das voltamétricas (SKOOG et al., 

2006). 

 

1.4.4.1 Voltametria 

Em 1920, o cientista tchecoslovaquio, Jaroslav Heyrovsky, desenvolveu a 

polarorafia, um tipo de voltametria, onde o eletrodo gotejante de mercúrio (EGM) é 

usado como eletrodo de trabalho. Mais tarde, em 1959, Jaroslav ganhou o Nobel de 

Química por esta descoberta. Desde então, a voltametria se tornou uma ferramenta 

popular amplamente utilizada para estudos de processos de oxidação e redução, de 

adsorção e transferência de elétrons na superfície de eletrodos modificados ou não 

(SKOOG et al., 2006), de modelos de catálises enzimáticas (YE-MEI et al., 2004), 

na conversão de energia solar (ANGULO et al., 2009), no controle de qualidade 

industrial (LENCASTRE et al., 2006), no monitoramento ambiental (MACCHI, 1965) 

e na determinação de atividade antioxidante (LINO et al., 2014; OLIVEIRA-NETO et 

al., 2016). 

A voltametria é uma técnica eletroquímica que se baseia em fenômenos que 

ocorrem na região situada entre a superfície do eletrodo de trabalho e a camada fina 

formada pela solução. Esta técnica é dita dinâmica, pois a cela eletroquímica é 

operada na presença de corrente elétrica que, por sua vez, é medida em função da 

aplicação controlada de um potencial. Assim, as informações sobre o analito são 

obtidas por meio da medida da magnitude da corrente elétrica que surge entre os 

eletrodos de trabalho e auxiliar, ao se aplicar uma diferença de potencial entre os 

eletrodos de trabalho e referência (PACHECO et al., 2013).  

As técnicas voltamétricas tem recebido um interesse especial no sentido de 

determinar a atividade antioxidante, visto que elas conseguem correlacionar esta 

atividade com os potenciais de oxidação e as intensidades de corrente, sendo os 
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compostos considerados melhores antioxidantes aqueles cuja oxidação ocorre em 

potenciais menores, ou seja, que se oxidam com maior facilidade (MANNINO et al., 

1998; ARRIBAS et al., 2012). Logo, se a matriz apresenta compostos eletroativos, 

haverá transferências de elétrons, portanto poderá ser mensurado. Ademais, tais 

técnicas trazem como vantagens a sensibilidade, rapidez, a pouca instrumentação, 

o não tratamento de amostras e a utilização de pequenos volumes de amostras, se 

mostrando assim melhores que os ensaios espectrofotométricos (BARA et al., 2008; 

ARTEAGA et al., 2012; LINO et al., 2014; OLIVEIRA-NETO et al., 2016). 

Dentre as técnicas voltamétricas mais utilizadas estão: voltametria cíclica, 

voltametria de onda quadrada e voltametria de pulso diferencial. Estas são 

diferenciadas de acordo com a forma que o potencial é aplicado e como o sinal 

analítico é adquirido (GARRIDO et al., 2004; SKOOG et al., 2006). 

Na voltametria cíclica (do inglês cyclic voltammetric, CV) é feita uma varredura 

de potencial em função do tempo, onde o potencial aumenta e depois diminui 

linearmente, tendo um comportamento triangular, figura 5.  

 

Figura 5. Potencial versus tempo, mostrando varredura triangular na 

voltametria cíclica. 
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A CV é utilizada principalmente para fornecer informações sobre a 

termodinâmica de processos redox e verificar a reversibilidade de compostos, visto 

que esta técnica é capaz de mensurar os seguintes parâmetros: Ipa corrente de pico 

anódico, Ipc corrente de pico catódico, Epa potencial anódico e Epc potencial catódico, 

figura 6. Além disso, é bastante aplicada na detecção de intermediários de reação, 

na observação e acompanhamento de reações envolvendo produtos formados nos 

eletrodos e na investigação de antioxidantes, onde quanto maior o valor de Epa, 
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menor é o poder doador de elétron da espécie em estudo e, portanto, teoricamente, 

menor seu poder antioxidante (HOTTA et al., 2002; SKOOG et al., 2006). 

 

Figura 6. Curva potencial versus corrente. 

 

 

Ainda sobre CV, é uma técnica muito influenciada pela corrente capacitiva, 

que limita a técnica a concentrações na ordem de 10-5 mol/L, ou seja, pouco sensível. 

Outras limitações da CV são evidentes em matrizes complexas, como bebidas e 

fluidos biológicos, onde se observa dificuldades do processo em si e da atribuição 

de potenciais e ainda apresenta baixa resolução em relação à informação estrutural, 

sendo necessária associação com outras técnicas espectroscópicas (ARTEAGA et 

al., 2012). Mesmo com as limitações supracitadas, a CV apresenta bons resultados 

na análise de antioxidantes encontrados no vinho (KILMARTIN et al., 2001; LINO et 

al., 2014), em extratos de plantas (CAMPANELLA et al., 2006; YAKOVLEVA et al., 

2007) e em fluidos biológicos (CHEVION et al., 1997a; CHEVION et al., 1997b). 

Na voltametria de pulso diferencial (do inglês differential pulse voltammetry, 

DPV), é feita uma varredura de potencial pelo tempo com pulsos adicionais. Estes 

pulsos têm valor de potencial e duração pré-determinados, e são aplicados em 

determinados intervalos de tempo, como pode ser visto na figura 7. Uma 

característica importante do pulso de potencial aplicado é que o incremento dele 

deve ser constante (SKOOG et al., 2006). 

A DPV se mostra mais sensível em relação a CV, pois é capaz de eliminar 

grande parte da corrente capacitiva. Essa diminuição ocorre devido a corrente que 

é medida duas vezes (I1 e I2), uma antes da aplicação do pulso e outra ao final do 

pulso. Portanto, é possível desvincular o valor da corrente capacitiva, aumentando a 

sensibilidade da técnica (REIS et al., 2009). 
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A DPV ainda permite identificar se os processos de transferência de prótons 

e a formação de produtos eletroativos estão ou não acoplados com processos de 

transferência de elétron (DICULESCU et al., 2012), ademais a DPV confere uma 

melhor resolução entre os picos de corrente, levando a uma melhor caracterização 

destes (BRETT & OLIVEIRA-BRETT, 1993; MASEK et al., 2011). 

 
Figura 7. A) esquema de aplicação dos pulsos em DPV; B) gradiente de 

corrente (Δi) em função do potencial (E). 

 

 

A voltametria de onda quadrada (do inglês square wave voltammetry, SWV) 

é uma técnica onde o potencial é aplicado em forma de pulso, e este pulso é aplicado 

como onda quadrada simétrica, sobreposta a uma rampa de potencial em formato 

de escada, figura 8 (WANG, 2001; SOUZA et al., 2003). 

A SWV é uma técnica eletroquímica poderosa que pode ser aplicada em 

medições eletrocinéticas e analíticas, tratando-se de uma técnica com maior 

velocidade de análise quando comparada com a DPV. Além disso, em SWV há um 

menor consumo de espécies eletroativas, minimizando problemas relacionados à 

saturação da superfície analítica, e ainda grande parte da corrente capacitiva é 

removida pela redução do oxigênio molecular dissolvido na matriz analítica, desta 

forma, a SWV se mostra ainda mais sensível do que DPV (BRETT & OLIVEIRA-

BRETT, 1993; DOGAN-TOPAL et al., 2010). 

 

 

Figura 8. a) Potencial aplicado no eletrodo de trabalho em SWV e b) 

Voltamograma de Onda Quadrada (E vs I) indicando a corrente total (∆I), anódica ou 
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de oxidação I(1) e catódica ou de redução I(2). Fonte: BRETT e OLIVEIRA-BRETT, 

1993. 

 

 

 

1.4.4.2 Sensores Eletroquímicos 

Em métodos eletroquímicos o eletrodo de trabalho atua como um sensor 

químico e este pode ser definido como um dispositivo que fornece resposta 

diretamente ligada à quantidade de uma espécie química específica. Sensores 

eletroquímicos são especialmente atraentes devido a alta sensibilidade e 

seletividade, além de um curto tempo de análise e pequenos volumes de amostra. 

Características estas, que têm levado a uma crescente busca por metodologias que 

utilizam estes sensores em diferentes áreas como ambiental, alimentar, 

farmacêutica ou clínica (JANATA, 2001). O desenvolvimento e utilização de 

sensores tem sido um importante avanço. Cada vez mais, novas técnicas e materiais 

são testados e as possibilidades de aplicação aumentam (MELLO et al., 2006; 

PRIETO-SIMON et al., 2008; GIL & MELO, 2010). 

Todos os sensores eletroquímicos são constituídos por um transdutor, que 

transforma a resposta num sinal detectável, e uma camada quimicamente seletiva, 

que isola a resposta do analito alvo, estas duas partes formam o eletrodo 

(FARIDBOD et al., 2011). O desempenho dos sensores está fortemente ligado ao 
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material do eletrodo de trabalho. Consequentemente, muito esforço tem sido 

dedicado à fabricação e manutenção de eletrodos. Os eletrodos sólidos (carbono, 

platina, ouro, prata, níquel, cobre) têm sido muito populares principalmente por causa 

de sua janela de potencial versátil, baixa corrente de fundo e adequação para várias 

detecções e aplicações (STRADIOTTO et al., 2003). 

Eletrodos à base de pasta de carbono consistem em uma mistura de grafite 

em pó e um aglutinante, geralmente óleo mineral.  Este tipo de eletrodo permite 

adição de um ou mais modificadores, dando origem aos eletrodos quimicamente 

modificados (EQM), que permitirá obter características vantajosas como alta 

sensibilidade e seletividade de um ou mais analitos de interesse. As características 

vantajosas de um EQM são verificadas quando se compara a resposta eletroquímica 

deste com a de um eletrodo de pasta de carbono sem modificação (SOTOMAYOR 

et al., 2006). 

A proliferação de eletrodos quimicamente modificados (EQM) gera uma 

abordagem moderna aos sistemas de eletrodos, onde a modificação da superfície 

deste eletrodo pode ocorrer de diversas maneiras, como por exemplo, pelo uso de 

enzimas (biossensor) ou pelo uso de um composto que imita a estrutura química do 

sítio ativo de uma enzima (biomimético) (SOTOMAYOR et al., 2006). 

 

1.4.4.2.1 Biossensores e sensores biomiméticos 

Os biossensores são pequenos dispositivos que utilizam reações biológicas 

para detecção de analitos alvo. Um biossensor contém um componente biológico 

acoplado a um transdutor que interage com um substrato alvo, que produz um sinal 

proporcional à concentração do analito, figura 9, (WANG, 2000; PATHAK et al., 

2007).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Componentes de um biossensor.  A detecção do analito alvo é feita 

por um componente biológico que gera um sinal (A), o qual é convertido (B) e 

processado (C). CALIL, 2011. 
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Biossensores amperométricos se baseiam na medida da corrente resultante 

da oxidação/redução eletroquímica de uma espécie eletroativa, ocorrendo 

transferência de elétrons do analito para o eletrodo ou vice-versa. (THÉVENOT et 

al., 2001; WANG et al., 2008).  

Os biossensores podem ser desenvolvidos com base em enzimas, tais como 

lacase, tirosinase ou peroxidase. A base de lacase, por exemplo, segue um modelo 

de oxidação bioquímica seguida por redução eletroquímica detectada 

amperométricamente, podendo ser usado para detecção de polifenóis que estão 

presentes em vários extratos, alimentos e bebidas (MELLO et al., 2006, GARCIA et 

al., 2015). Além deste, tem-se os biossensores baseados na atividade de eliminação 

de radicais livres, utilizando ROS em suas configurações. Dentre estes, tem os 

biossensores de DNA, os quais permitem o monitoramento da integridade do DNA 

ou de suas bases nitrogenadas (BARROSO et al., 2011), e os biossensores de 

imobilização de enzimas tipo citocromo c ou superóxido dismutase, baseados na 

dismutação enzimática seletiva de O-. em O2 e H2O2, seguido por detecção 

amperométrica (GE e LISDAT, 2002; CAMPANELLA et al., 2004; EMREGÜL, 2005). 

Diante da grande seletividade dos biossensores, surgem os chamados 

sensores biomiméticos, nos quais o eletrodo é modificado com uma substância com 

estrutura análoga a algum biocomponente tomado como modelo. Estes dispositivos 

apresentam vantagens para com os biossensores convencionais, tais como 

disponibilidade, custo, estabilidade e uma melhor transferência eletrônica entre 

eletrodo/sítio ativo análogo/substrato, visto que nos sensores biomiméticos há um 

menor impedimento estéreo (SOTOMAYOR & KUBOTA, 2002). 

O desenvolvimento e utilização de sensores tem sido um importante avanço 

em diversas áreas. Cada vez mais, novas técnicas e materiais são testados e as 

possibilidades de aplicação aumentam. Dentre a vantagens destes sistemas estão 
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a alta sensibilidade e seletividade, além de um curto tempo de análise e pequenos 

volumes de amostra (MELLO et al., 2006; PRIETO-SIMON et al., 2008; GIL & MELO, 

2010). 

 

1.5. Identificação dos compostos majoritários 

Várias técnicas tradicionais de separação analítica têm sido usadas para 

identificação de compostos fenólicos, tais como cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas (GC/MS), restrita devido a volatilidade dos compostos, 

logo menos usada, e a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), com 

diferentes detectores, atualmente mais popular e confiável técnica para a análise de 

ácidos fenólicos, polifenóis e flavonóides naturais (JANDERA, 2009). 

A determinação de antioxidantes, por HPLC, em frutas, vegetais, extratos de 

plantas e bebidas tem aumentado continuamente desde os anos 90. Há uma atenção 

especial para a identificação de alguns compostos, que apresentam atividade 

quimiopreventiva, como o xantohumol (MIRANDA et al., 2000), quercetina e rutina 

(CARERI et al., 2000) e transresveratrol (CALLEMIEN et al., 2005).  

A detecção do tipo PDA (photodiode array) acoplada ao sistema de HPLC, 

dita HPLC-PDA, é capaz de fazer varreduras que abrangem toda a faixa do 

ultravioleta e visível. Este tipo de acoplamento é amplamente utilizado 

principalmente por conta que o monitoramento de apenas um comprimento de onda, 

como é o caso do HPLC-UV/VIS, não é ideal para uma matriz complexa, onde há 

uma mistura de classes que absorvem em diferentes regiões. Por exemplo, em cerca 

de 280 nm os ácidos fenólicos e flavononas possuem uma melhor absorção, 

entretanto para flavonas e flavonóis o melhor é 265 nm, já para as antocianinas 

utiliza-se 360 nm (CARERI et al., 2000).  

A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC/MS) tem 

revolucionado as análises de compostos não voláteis presentes em amostras de 

alimentos e bebidas, que normalmente são matrizes complexas. O sucesso de 

LC/MS foi alcançado principalmente com o uso de técnicas de ionização a pressão 

atmosférica, como o eletronspray (ESI). A partir de então os principais estudos foram 

no sentido de analisar compostos naturais polares e termicamente instáveis.  Vários 

pesquisadores utilizam a ESI para o estudo de flavanóis (DE PASCUAL-TERESA et 

al., 1998; KENNEDY et al., 2001), compostos fenólicos e flavonóides (CARERI et al., 

1998), flavonas e flavonóis (DE PASCUAL-TERESA et al., 2000) e na identificação 
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de proantocianidinas em extratos de malte (FRIEDICH et al., 2000) e da cerveja 

(WHITTLE et al., 1999). 

 

1.6. Atividade protetora do sistema vascular 

Entre os diversos constituintes presentes na cerveja, aqueles com a 

supracitada ação antioxidante apresentam relevantes atividades biológicas. Dentre 

estas destaca-se a proteção do ataque de radicais aos vasos sanguíneos, 

preservando a integridade da função endotelial e efeito vasorrelaxante. Assim, é 

interessante investigar também a contribuição destes compostos em relação aos 

possíveis benefícios trazidos pela cerveja para o sistema cardiovascular, visto que 

já há relatos do efeito vasorrelaxante de flavonóides (WOODMAN et al., 2005; 

BABAEI et al., 2008). 

 

1.6.1 Estrutura dos vasos sanguíneos e função endotelial  

Os vasos sanguíneos possuem três camadas básicas que são organizadas 

circundando um canal central, a luz do vaso, por onde percorre o sangue. Essas 

camadas são distinguidas em camada adventícia, camada intermediária e a camada 

endotelial, figura 10, (SHOEN, 1996).  

 

Figura 10. Estrutura do vaso sanguíneo mostrando suas diferentes camadas: 

A) Adventícia; B) Intermediária; C) Membrana elástica; D) Endotelial; E) Fluxo 

sanguíneo. Fonte: Adaptada de Servier Medical Art – Powerpoint Image Bank. 
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A camada mais externa da parede vascular, denominada camada adventícia, 

possui espessura variável de acordo com o tipo de vaso sanguíneo e sua 

localização, sendo composta basicamente por tecido conjuntivo denso constituído 

por fibras colágenas e terminações nervosas que são responsáveis pela liberação 

de diferentes fatores com atividade vasoativa (SHOEN, 1996).  

A camada intermediária é a camada mais espessa, composta basicamente 

por células de músculo liso e elastina, nesta camada ocorre processos vasculares 

responsáveis pela diminuição no diâmetro do vaso, que resulta na contração, ou, 

aumento neste diâmetro, resultando em relaxamento. O mecanismo de contração 

das células de músculo liso ocorre como consequência do aumento na concentração 

citosólica de Ca2+, sendo este proveniente de estoques intracelulares e/ou 

extracelular. Para que ocorra a contração, o Ca2+ livre no meio intracelular liga-se à 

calmodulina, sendo este complexo responsável pela ativação da quinase da cadeia 

leve de miosina (MLCK), a qual adiciona um fosfato à cadeia leve de miosina (MLC), 

permitindo a interação com os filamentos de actina, promovendo assim a contração 

muscular (WEBB, 2003). O relaxamento do músculo liso vascular geralmente ocorre 

em consequência da diminuição dos estoques intracelulares de Ca2+, o que resulta 

na desfosforilação da MLC pela miosina fosfatase (MICHEL, 1998). 

A camada endotelial é composta por uma camada única de células endoteliais 

e está em contato direto com o sangue. Nestas células são produzido e liberado 

diferentes fatores relacionados à homeostase vascular, dentre eles a manutenção 

do tônus vascular. Dentre as principais funções do endotélio no que diz respeito à 

homeostase vascular, destaca-se os fatores vasorrelaxantes em que pode ocorrer a 

ativação da sintase de óxido nítrico (NO) endotelial (eNOS), síntese de prostanóides 

vasodilatadores e produção do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF – 

do inglês endothelium-derived relaxing fator). Ambos os fatores possuem uma 

função comum na camada de músculo liso, que é promover a diminuição dos 

estoques intracelulares de cálcio e consequente relaxamento vascular (GORMAN et 

al., 1977; FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; FELETOU & VANHOUTTE, 1988; 

MICHIELS et al., 2002). 

O mecanismo de ação específico do NO ocorre pela difusão rápida para as 

células musculares lisas vasculares estimulando a guanilato ciclase solúvel (GCs), 

que resulta no aumento da produção de 3’,5’ guanosina monofosfato cíclico (GMPc), 

e este por sua vez, leva a redução da concentração de cálcio intracelular ([Ca2+]i) 

por meio da ativação da proteína quinase G (PKG), favorecendo o relaxamento 
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vascular (RAPOPORT e MURAD, 1983). A ativação da PKG age inibindo o influxo 

de Ca2+, ativando assim canais de K+ dependentes de Ca2+, que leva ao 

bombeamento de Ca2+ para fora da célula por meio da bomba de cálcio da 

membrana plasmática (MPCa). Este cálcio então é receptado pelo retículo 

sarcoplasmático (SERCA), por meio da proteína Ca2+-ATPases. A PKG ainda, age 

inibindo a formação de trifosfato de inositol (IP3), reduzindo a liberação de Ca2+ 

induzida por IP3. Estes mecanismos convergem para favorecer a vasodilatação 

(RAPOPORT e MURAD, 1983; SANDOO et al., 2010). 

Conforme foi exposto, o presente trabalho se propõe avaliar a capacidade 

antioxidante e a atividade vasorrelaxante de amostras de cervejas, visto os diversos 

compostos que podem estar presentes nas mesmas. Portanto, diante da revisão 

previamente descrita, este trabalho surge para contribuir com dados a cerca da 

qualidade no processo de fabricação das cervejas e também no sentido de expandir 

os conhecimentos em torno dos benefícios e malefícios à saúde humana de uma 

das bebidas mais consumidas mundialmente.  
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2 OBJETIVOS 

2.1.  Objetivo geral 

• Determinar a capacidade antioxidante e a atividade vasodilatadora de diferentes 

cervejas comerciais. 

 

2.2 .  Objetivos específicos 

• Determinar a capacidade antioxidante via métodos clássicos espectrofotométricos, 

DPPH e ABTS, das cervejas, do lúpulo e do malte; 

• Determinar a capacidade antioxidante via métodos eletroquímicos, utilizando o 

índice eletroquímico, das cervejas, do lúpulo e do malte; 

• Avaliar e comparar a capacidade antioxidante de cervejas de diferentes categorias 

por meio de métodos espectrofotométricos e eletroquímicos; 

• Determinar os fenóis totais das amostras de cervejas, de lúpulo e de malte, por meio 

do método de Folin-ciocaulteu; 

• Identificar os principais constituintes presentes nas amostras de cervejas, por meio 

de cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas; 

• Correlacionar e comparar os constituintes identificados com o potencial antioxidante; 

• Verificar o potencial vasorrelaxante de amostras de cervejas selecionadas deste 

estudo; 

• Verificar a ação protetora de uma amostra de cerveja por meio do ensaio de inibição 

da peroxidação lipídica e também via sensor de adenina. 
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3 MÉTODOS 

3.1.  Reagentes e Padrões 

 

Os reagentes 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS), 

Folin-Ciocalteu, 1,1- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e os padrões de polifenóis foram 

todos adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Os sais utilizados, 

tanto na parte eletroquímica quanto na parte farmacológica, fosfato de potássio 

monobásico anidro, fosfato de potássio bibásico anidro, acetato de sódio trihidratado 

foram obtidos da Dinâmica Química Contemporânea Ltda (Diadema, SP, Brasil). 

Acetonitrila e ácido fórmico utilizados foram grau HPLC (Tedia Brazil Produtos para 

Laboratórios Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e água ultrapura, 18,2 MΩ, foi obtida 

pelo sistema ultrapurificador de água Gehaka Master A&D TOC (São Paulo, SP, 

Brasil). 

 

3.2.  Amostras 

3.2.1 Cervejas 

As amostras foram adquiridas em cervejarias e mercados da cidade de 

Goiânia. Foram separados dois grupos, ale e lager, cada um contendo seis 

amostras, que foram escolhidas de forma aleatória devido a grande quantidade de 

marcas e variedades existentes no mercado.  

As amostras foram divididas em duas porções, a primeira para os ensaios 

espectrofotométricos e eletroquímicos, a qual foi utilizada de forma in natura. E a 

segunda parte foi liofilizada com objetivo de padronizar a concentração de uso, de 

retirar o álcool e garantir uma maior durabilidade das mesmas, e então utilizada nos 

ensaios farmacológicos e cromatográficos.  

 

3.2.2 Lúpulos e maltes  

As amostras foram adquiridas na empresa Indupropril, sendo que as amostras 

de lúpulo foram dos tipos: barth-haas, columbus, cascade e hallertau, e as amostras 

de malte dos tipos: chateau cristal, chateau munich, pilsen e trigo.  

Todas as amostras foram extraídas com água quente, 60 °C durante 30 min. 

Esta extração foi utilizada no intuito de simular o aquecimento do processo de 
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fabricação de cerveja. O extrato de lúpulo foi preparado a 1% (m/v), enquanto o 

extrato de malte a 40% (m/v), esta diferença foi realizada para aumentar a resposta 

analítica do malte. 

 

3.3.  Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos de 10 a 12 semanas de idade. Os 

animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Goiás e 

mantidos no Biotério dos Departamentos de Farmacologia e Ciências Fisiológicas 

do Instituto de Ciências Biológicas, mantidos sob ciclo claro (7 h - 19 h) e escuro (19 

h - 7 h) à temperatura de 22 ± 1 °C e com livre acesso à ração e água.  Os protocolos 

experimentais seguiram as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA) e as normas institucionais do Comitê de Ética em Pesquisa da UFG 

(CEUA/UFG 20/2013). 

 

3.4.  Ensaios espectrofotométricos 

As medidas de absorbância foram registradas com um Q798U2VS 

espectrômetro (Quimis Aparelhos Científicos, São Paulo, Brasil). Todas as amostras 

foram analisadas em uma cubeta de 1 cm. 

 

3.4.1 Amargor, cor e teor de álcool  

O amargor foi determinado de acordo com a metodologia de Philpott, Taylor 

e Williams (1997) com algumas modificações. Em 2 mL de amostra de cerveja foram 

adicionados 200 L de HCl 3 mol/L, 4 mL de isooctano e uma gota de álcool octílico. 

Em seguida esta mistura foi agitada vigorosamente por 10 minutos e então 

centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e medido 

espectrofotometricamente a 275 nm, utilizando como branco a mistura de todos os 

solventes supracitados na ausência da amostra. Os resultados foram expressos 

seguindo a equação 2. 

 

IBU = Abs275nm x 50  (2) 

Onde IBU vem do inglês International Bitterness Unit. 

A cor foi determinada seguindo o método official da American Society of 

Brewing Chemists (ASBC) (beer 10a). Onde a absorbância das amostras in natura 

foi medida a 430 nm. Os resultados foram espressos em EBC (European Brewery 

Convention), seguindo a equação 3. 
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EBC= SRM x 1,97  (3) 

Onde SRM é do inglês Standard Reference Method e foi obtido a partir da equação 

4. 

 

SRM= 12,7 x D x A430nm,  (4) 

Onde D é o fator de diluição utilizado, caso necessário. 

O teor de álcool das amostras foi obtido das informações contida nos rótulos 

das mesmas. 

 

3.4.2 DPPH 

Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma 

determinada substância em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina 

havendo assim descoloração da solução (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). A 

absorbância inicial (A = 0,7) foi obtida através da mistura de 2,7 mL da solução 

etanólica de DPPH e 0,3 mL de etanol, medida em 517 nm. O branco foi ajustado 

com etanol. Para a análise da amostra foi feita a adição de 0,3 mL da amostra em 

2,7 mL do DPPH, a reação foi centrifugada durante 5 min no escuro à temperatura 

ambiente. A atividade antioxidante foi expressa como IC50, representando a 

quantidade das amostras, em mL, necessária para descolorir 50% da solução inicial 

de DPPH. 

 

3.4.3 ABTS 

O radical ABTS·+ foi preparado a partir da reação de 5 mL da solução de ABTS 

7 mmol/L com 88 µL da solução de persulfato de potássio 140 mmol/L (RUFINO et 

al., 2007). A mistura foi mantida ao abrigo da luz, à temperatura ambiente, por 16 

horas. Em seguida, 1 mL desta mistura foi diluída em etanol até a obtenção de 

absorbância próxima a 0,70 a 734 nm. Para a análise da amostra foi feita a adição 

de 25 µL da amostra em 3,0 mL do radical ABTS, a reação foi centrifugada durante 

5 min no escuro à temperatura ambiente. A atividade antioxidante foi expressa como 

IC50, representando a quantidade das amostras, em mL, necessária para descolorir 

50 % da solução do radical ABTS. 
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3.4.4 Folin-Ciocalteu 

O método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (SINGLETON & ROSSI, 

1965; SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTÓS, 1999) foi utilizado para 

determinação do conteúdo de compostos fenólicos totais. Em balão de 10 mL, foram 

adicionados 100 μL de amostra ou padrão de ácido gálico, 2 mL de água destilada 

e 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Após 2 minutos, foram adicionados 1,5 mL 

de carbonato de sódio 20% (m/v), a solução então foi homogenizada e o volume foi 

aferido com água destilada. A solução foi centrifugada e permaneceu por 1 hora no 

escuro a temperatura ambiente. Em seguida a absorbância em 765 nm foi 

determinada em espectrofotômetro. O conteúdo de compostos fenólicos totais foi 

calculado como equivalente de ácido gálico por comparação com uma curva padrão 

construída usando ácido gálico (0,1-20 µg/mL) e foi expresso em miligramas de 

equivalente a ácido gálico. 

 

3.4.5 Determinação da atividade de inibição da peroxidação lipídica 

A atividade de peroxidaçao lipídica foi determinada de acordo com o método 

de Liu & Ng (2000). Foram preparados homogenatos cerebrais 1:10 (cérebro:tampão 

fosfato 50 mM, pH 7,4). O homogenato então foi centrifugado a 10000 g por 15 

minutos a 4 ºC e o sobrenadante resultante foi utilizado para o ensaio de peroxidação 

lipídica in vitro. Foi investigada a habilidade das amostras de cervejas selecionadas 

em inibir a peroxidação lipídica frente a ação do peróxido de hidrogênio neste meio. 

O peróxido de hidrogênio promove a peroxidação e os produtos formados reagem 

com o ácido tiobarbitúrico (TBA), gerando um produto rosa. Em seguida, a 

absorbância em 532 nm foi determinada em espectrofotômetro.  

 

3.5.  Ensaios eletroquímicos 

Todos as medidas eletroquímicas foram realizadas em um 

Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB® da Eco Chemie (Holanda), controlado pelo 

software GPES PGSTAT 20 versão 4.3., conectado a uma célula eletroquímica com 

sistema de três eletrodos, o eletrodo de trabalho, o eletrodo auxiliar de espiral de 

platina e o eletrodo de referência de Ag/AgCl/KCl(sat). O eletrodo de trabalho utilizado 

foi o de pasta de carbono, constituído de 75% de pó de grafite e 25% de óleo mineral. 

Para aplicar a voltametria cíclica os seguintes parâmetros foram usados: 

velocidade de varredura de 100 mV s-1 e intervalo de potencial de 0 to 1 V.  Para 

voltametria de onda quadrada: amplitude de pulso de 50 mV, frequencia 50 Hz e 
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incremento de 2 mV, correspondendo a uma velocidade efetiva de varredura de 100 

mV s-1. E para voltametria de pulso diferencial: amplitude de pulso de 50 mV, largura 

de pulso de 0,5 s e velocidade de varredura de 10 mV s-1. Todos os voltamogramas 

foram plotados com o auxílio do software Origin 8®.  

 

3.5.1 Índice Eletroquímico 

Para a obtenção do índice eletroquímico a equação 5 foi aplicada. Na qual o 

pico de potencial (Epa), trata-se de um parâmetro termodinâmico, relacionado com a 

alta capacidade de doar elétrons, e o pico de corrente (Ipa) trata-se de um parâmetro 

cinético, relacionado com a quantidade de espécies eletroativas presentes 

(ESCARPA, 2012; LINO et al., 2014). 

 

𝐸𝐼 =
𝐼𝑝𝑎1

𝐸𝑝𝑎1
+

𝐼𝑝𝑎2

𝐸𝑝𝑎2
+⋯+

𝐼𝑝𝑎𝑛

𝐸𝑝𝑎𝑛
        (5) 

 

3.5.2 Sensor de adenina  

O sensor foi construído com pó de grafite e óleo mineral 75:25 g/g e então 

foram adicionados 100 L de adenina a 1 mg/mL. Em seguida esta mistura foi levada 

ao forno por 2 horas a 35 ºC.  

O sensor foi submetido ao dano pelo contato com peróxido de hidrogênio e 

medidas voltamétricas foram realizadas na ausência e na presença da amostra de 

cerveja. 

 

3.6.  Cromatografia Líquida acoplada a espectrometria de massa LC-Q-TOF 

As análises cromatográficas foram realizadas em parceria com o Laboratório 

de Cromatografia e Espectrometria de Massas do Instituto de Química (LACEM-IQ), 

sob a coordenação do Prof. Dr. Boniek Gontijo Vaz.  

Antes de submeter as amostras na análise cromatográfica, as mesmas 

tiveram que passar por um pré-tratamento, com intuito de minimizar interferentes, 

principalmente açúcares. As amostras foram diluídas a 50 mg/mL, e então 

submetidas a extração em fase sólida. Foram utilizados cartuchos Oasis HLB 30 mg, 

onde, os mesmos foram condicionados com 1 mL de metanol seguido por 1 mL de 

água, foi então aplicado 1 mL da amostra, a etapa de lavagem foi feita com 1 mL de 

água e então a eluição foi feita com 1 mL de acetonitrila:água. Por fim, antes de 

injetar no sistema de cromatográfico, foi feita a filtração com filtro de seringa de 0,22 

m de poro. 
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O sistema cromatográfico utilizado foi um UFLC LC-20AD (Shimadzu, Japão) 

com duas bombas LC-20AD, contendo autoinjetor SIL-20ACHT refrigerado a 15 ºC e 

detector de UV. O sistema foi acoplado a um espectrômetro de massas micrOTOF-

Q II (Brucker Daltonics, USA) operando com fonte eletronspray (ESI) no modo 

negativo a 180 ºC. Energia de ionização aplicada foi de 4000 V. Nitrogênio foi 

utilizado como dry gas e na cela de colisão, o nitrogênio de alta pureza foi produzido 

por um gerador de nitrogênio da PEAK Scientific Instruments (Chicago, IL, USA). O 

espectrômetro foi programado no modo AutoMSMS, onde experimentos MSMS 

foram feitos durante toda a corrida cromatográfica. 

A separação foi realizada em uma coluna RP-C18 (100 mm x 2.1 mm, 5 μm) 

(Shimadzu, Japão), mantida a 30 ºC. A fase móvel foi composta por uma mistura de 

água (A) e acetonitrila (B), ambas contendo 0,1% de ácido fórmico (v/v). O fluxo da 

fase móvel foi 200 µL/min e o volume de injeção foi 10 μL. 

 

3.7.  Reatividade Vascular 

Os experimentos foram realizados em colaboração com o Laboratório de 

Farmacologia e Bioquímica e Molecular do Instituto de Ciências Biológicas da UFG.  

Os animais sofreram eutanásia por decapitação. Em seguida, as aortas 

torácicas foram removidas e imersas imediatamente em solução nutriente Krebs-

Henseleit à 4 ºC (pH 7,4; concentração em mM: NaCl-130; NaHCO3-14,9; KCl-4,7; 

KH2PO4-1,18; MgSO4.7H2O-1,17; CaCl2.2H2O-1,6; glicose-5,5). Logo após, foi feita 

a retirada do tecido conectivo e gorduroso do vaso, que foi seccionado em anéis 

transversais de 4 mm de largura. Os anéis vasculares foram suspensos por um par 

de hastes de aço inoxidável, em cubas de vidro de 10 mL contendo a solução 

nutritiva de Krebs-Henseleit sob temperatura de 37 ºC e gaseificada com mistura 

carbogênica (O2/CO2 95:5). Uma das extremidades da haste foi conectada a um 

transdutor de força, que acoplado a um sistema computadorizado permitiu o registro 

das contrações, conforme pode ser visto na figura 11. 
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Figura 11. Representação esquemática do banho de orgãos utilizado para o 

estudo da reatividade vascular. 

 

 

As preparações foram estabilizadas sob tensão de 1,5 g, com trocas de 

solução nutritiva e ajuste de tensão a cada 15 minutos, totalizando 60 minutos. Após 

estabilização, foi adicionada fenilefrina (Phe 1 µM) para verificação do estímulo 

contrátil e, na sequência, acetilcolina (ACh 10 µM) para a confirmação da presença 

ou ausência de endotélio. Para avaliação de aortas desprovidas de endotélio 

vascular, a camada íntima foi removida mecanicamente por fricção no lúmen do 

vaso, com o auxilio de cânula metálica coberta de algodão. Foram considerados 

anéis com endotélio funcional aqueles cujo relaxamento mínimo produzido pela ACh 

correspondeu a 90% e, para anéis sem endotélio, aqueles cujo relaxamento máximo 

produzido correspondeu a 10%. Após a realização do teste da integridade do 

endotélio, as preparações foram lavadas com solução nutritiva de Krebs-Henseleit 

modificada e posteriormente reestabilizadas por mais 30 minutos. 

A geração da força isométrica foi registrada com o transdutor de força 

isométrica (AQCAD, AVS Projetos, São Carlos, Brasil). 

 

3.8.  Análises estatísticas  

As análises estastísticas utilizadas foram a matriz de correlação de Pearson, 

análise de componentes principais (PCA), análise de variância (ANOVA) seguida de 

teste de Tukey. Diferenças estatísticas foram consideradas significantes ao nível de 

95% de confiança (p<0,05). Os softwares utilizados foram Graphpad Prism, XLstat e 

Origin 8®. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados referente a esta tese estão na forma dos artigos que se seguem 

nesta sessão, seguindo as normas das revistas Journal of Functional Foods e 

Electroanalysis, as quais estão dispostas nos anexo 1 e 2, respectivamente. 

 

Artigo 1: Antioxidant potential and vasodilatory activity of commercial 

beers  

Artigo 2: Antioxidant capacity and total phenol content in hop and malt 

commercial samples 

 

Ressaltam-se aqui, importantes produções alinhadas a temática principal 

deste projeto em questão e que foram obtidas durante o período do doutorado: um 

trabalho apresentado em forma de pôster; dois trabalhos apresentados de forma oral 

e três artigos devidamente publicados, conforme descritos abaixo e constantes nos 

apêndices desta tese. 

  

a) Trabalhos apresentados em congressos: 

1- Trabalho apresentado em forma oral no I Workshop de Pós-Graduação em Inovação 

Farmacêutica. Atividade antioxidante e composição química de diferentes categorias 

de cervejas e suas correlações. Dezembro 2014, Goiânia-GO. 

 

2- Trabalho apresentado em forma oral no XX Simpósio Brasileiro de Eletroquímica e 

Eletroanalítica. Determinação eletroquímica e espectrofotométrica da capacidade 

antioxidante de cervejas de diferentes marcas e classes. Agosto 2015, Uberlândia-

MG. 

 
3- Trabalho apresentado na forma de pôster no 67th Annual Meeting of the International 

Society of Electrochemistry. Antioxidant Activity of Beer using a Carbon Paste 

Adenine-Biosensor. Agosto 2016, The Hague, Holanda. 

 

 

b) Artigos Publicados: 
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Artigo 1 

Benjamin, S. R., Oliveira-Neto, J. R., Macedo, I. Y. L., Bara, M. T. F., Cunha, L. C., 

Carvalho, L. A. F., Gil, E. S. (2015). Electroanalysis for Quality Control of Acerola 

(Malpighia emarginata) Fruits and their Commercial Products. Food Analytical 

Methods, 8 (1), 86-92. 

 

Artigo 2 

Oliveira-Neto, J. R., Rezende, S. R., Reis, C. F., Benjamin, S. R., Rocha, M. L., Gil, 

E. S. (2016). Electrochemical behavior and determination of major phenolic 

antioxidants in selected coffee samples. Food Chemistry, 190, 506-512. 

 

Artigo 3 

Macedo, I. Y. L., Garcia, L. F., Oliveira-Neto, J. R., Leite, K. C. S., Ferreira, V. S., 

Ghedini, P. C., Gil, E. S. (2017). Electroanalytical tools for antioxidant evaluation of 

red fruits dry extracts. Food Chemistry, 217, 326-331. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Antioxidant and vasodilatory activity of commercial beers 



Resultados e Discussão 32 

Jerônimo Raimundo Oliveira Netoa, Thiago Sardinha de Oliveirab, Paulo 

César Ghedinib, Boniek Gontijo Vazc, Eric de Souza Gila,*. 

a Faculty of Pharmacy, Federal University of Goiás, Goiânia, GO 74605-220, Brazil 

b Biological Sciences Institute, Federal University of Goiás, Goiânia, GO 74690-

900, Brazil 

c Chemistry Institute, Federal University of Goiás, Goiânia, GO 74690-900, Brazil 

ericsgil@ufg.br 

 

Abstract:  

The antioxidant properties of commercial beers were examined by 

spectrophotometric and electroanalytical methods. Moreover, such properties were 

correlated with their main phenolic compounds as well as vasodilatory effects. Ale 

group showed better antioxidant activity and total phenols content (TPC) values than 

lager group. The highest electrochemical Index (EI) was observed for LB10 and AB1. 

Principal Components Analysis (PCA) showed three groups, where group III confirm 

LB10 and AB1 like the best antioxidant potential. LB10, AB1 and AB6 showed 

vasodilatory effect of 92 ± 4, 88 ± 3 and 79 ± 3 %, respectively. Both the vasodilator 

effect and the lipid peroxidation inhibition capacity may be associated with the 

presence of phenolic compounds as caffeic acid, catechin and isoxanthohumol, 

identified by mass spectrometry. The results showed here expand knowledge about 

beer, which might be helpful for further research on the health, sensory properties 

and quality parameter of this beverage worldwide consumed. 

 

 

Keywords: beer, antioxidant potential, vasodilation, phenolic compounds. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introduction 
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Beer is widely consumed around the world, being the third most consumed 

beverage, and the first among the alcoholic beverages (Nelson, 2005; Wunderlich & 

Back, 2009).  

According to the brewing processes and ingredients the beer varieties are 

huge. The brewing can be carried on high or low fermentation temperatures. Lager 

beers, the most popular worldwide, are produced with strains of Saccharomyces 

calsbergensis, being fermented at temperatures from 3.3 to 13.0 ° C for 4 to 12 

weeks. On the other hand, ale beers are typically fermented at warmer temperatures 

(c.a. 20  4° C) for shorter periods with the top strain, Saccharomyces cerevisiae, 

being more prevalent in northern countries, i.e Germany, Belgium, Canada, the 

United States and Britain (Araújo et al., 2003; Pavsler & Buiatti, 2009; Wunderlich & 

Back, 2009; Cervesia; Sindcerv, 2014). 

Besides the socio-cultural aspects related to beer consumption, this beverage 

has recognized nutritional functions. For instance, the polyphenols found in beer, akin 

to wine, exert protection against cardiovascular diseases and cancer (Ghiselli et al., 

2000; Duthie et al., 2000; Bobak et al., 2000; Gerhäuser, 2005; Onãte-Jaén et al., 

2006; Fegredo et al., 2009). 

Phenolic compounds, despite their major role on sensorial characteristics, i.e. 

color and flavor, are excellent electron donors, acting as antioxidant preservatives in 

foodstuffs and radical scavengers in physiological systems (Sousa et al., 2007; 

Jandera, 2009). Thus, owing to the health properties of beers, in which the phenolic 

antioxidants play an important role, it is indispensable to have methods capable of 

measuring antioxidant activity (AA) (Sharma et al., 2005; Onãte-Jaén et al., 2006; 

Fegredo et al., 2009; Reis et al., 2009; Gülçin, 2012). Whereas their nutraceutical 

properties become the target of studies. 

Among traditional methods the ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acid) and DPPH• (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging 

assays, that are easy and have a low cost (Basnet et al. 1996). These methods are 

based on discoloration of solution by electron and hydrogen atom transfer 

mechanism of antioxidants. Nevertheless, in complex matrices, there are many 

compounds that can absorb in the same wavelength range, causing interference in 

these assays (Basnet et al. 1996). In the same way, the Folin-Ciocalteu (FC) method, 

for Total phenols contents (TPC), is often overestimated in complex matrices by the 
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low selectivity of FC reagent. (Basnet et al., 1996; Singleton et al., 1999; Blasco et 

al., 2007; Escarpa, 2012; Lino et al., 2014; Oliveira-Neto et al., 2016). 

Hence, the electrochemical methods upsurge as alternatives, insofar as 

present many advantages such as simplicity, quickness, sensitivity and low consume 

of sample and reagent (Kilmartin & Hsu, 2003; Blasco et al., 2007; Escarpa, 2012; 

Lino et al., 2014).  

The electroanalysis by enabling the interpretation of the redox behavior of 

crude samples allow assumptions about specific antioxidant classes (Kilmartin & Hsu, 

2003; Blasco, González and Escarpa, 2004). whereas the electrochemical index 

express their antioxidant capacity, as pionner introduced by Escarpa research group 

(Blasco, González and Escarpa, 2004; Blasco et al., 2005) and confirmed by our 

group (Lino et al., 2014; Oliveira-Neto et al., 2016; Macedo et al., 2017). Therefore, 

the aim of this work was to investigate and correlate phenolic profiles and antioxidant 

activities. As well as investigate vasodilation evaluation and the protective evaluation, 

through lipid peroxidation assays and construction of DNA biosensors analogous, of 

commercial beers. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Reagents and standards 

Ethanol, 1-octanol, isooctane were analytical grade from was supplied by J.T. 

Baker (Phillipsburg, NJ). Potassium phosphate, Sodium carbonate, potassium 

persulfate and hydrochloric acid (fuming 37 %) were obtained from Vetec (Rio de 

Janeiro, Brazil). ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)), DPPH 

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), Folin–Ciocalteau reagent, gallic acid (GA), 

Phenylephrine (Phe), acetylcholine (ACh), Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-

NAME) were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All 

electrolyte solutions were prepared using analytical grade reagents and double 

distilled water obtained from Gehaka Master A&D TOC system (São Paulo, Brazil). 

To vascular reactivity the drugs was prepared as stock solutions in distilled water. 

 

2.2. Samples 

Twenty-two beers commercial brands were purchased at local markets of the 

metropolitan area of Goiania, Brazil. Trademark names were omitted and 

represented by codes, according the color. Beers were classified according to the 
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Guidelines of the Beer Judge Certification Program (BJCP, 2008) in two types, ale 

beer (AB1 - AB11) and lager beer (LB1 - LB11), table 1, chosen at random. All the 

samples were degassed by sonication. Samples were divided in two portions, one for 

spectrophotometer and electrochemical assays stored in amber tubes at -20 ºC until 

analysis. And the second part was lyophilized, aiming to standardize the use 

concentration and better durability of the same, and then used in pharmacologic and 

chromatographic assays. 

 

Table 1. Identification and physicochemical properties of commercial beers 

analyzed in this study. 

Fermentation 

type 
Code 

Color  

(EBC) 

Bitterness 

 (IBU) 

Alcohol 

content  

(%) 

Ale AB1 8.9 9.5 4.8 

Ale AB2 10.9 9.2 5.2 

Ale AB3 12.0 10.0 5.5 

Ale AB4 19.6 22.0 4.8 

Ale AB5 21.1 35.0 7.0 

Ale AB6 24.6 17.8 8.5 

Ale AB7 37.4 17.0 6.5 

Ale AB8 85.7 5.0 3.8 

Ale AB9 134.6 24.3 6.0 

Ale AB10 215.0 30.0 4.3 

Ale AB11 220.9 20.0 7.5 

Lager LB1 3.2 4.4 0.0 

Lager LB2 5.6 9.0 5.0 

Lager LB3 5.9 8.0 4.7 

Lager LB4 6.0 9.0 4.5 

Lager LB5 6.1 10.0 4.9 

Lager LB6 7.5 12.0 5.0 

Lager LB7 8.5 12.0 4.8 

Lager LB8 8.5 16.0 5.2 

Lager LB9 8.7 16.0 5.0 

Lager LB10 10.5 14.9 5.0 

Lager LB11 102.6 17.1 4.8 

 

2.3. Animals 

All experimental protocols were performed in accordance with the Ethical 

Principles in Animal Experimentation, adopted by the Brazilian College of Animal 

Experimentation (COBEA) and approved by the Institutional Ethics in Research 

Committee at the Federal University of Goiás, Goiás, Brazil (Protocol CEP/UFG 

20/2013). Male Wistar rats, 10-12 weeks of age were used and maintained on a 12 
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h light/dark cycle under a controlled temperature (22±1 °C) with ad libitum access to 

food and water. 

 

2.4. Spectrophotometric assays 

The absorbance measurements were recorded with a spectrometer 

Q798U2VS (Quimis Aparelhos Científicos, São Paulo, Brazil). All samples were 

analyzed in a glassy cell of a 1 cm at room temperature. 

 

2.4.1. Physicochemical attributes 

Bitterness was determined according to Philpott, Taylor, and Williams (1997) 

with some adaptations. In 2 mL of sample were add 200 L of 3 mol/L HCl, 4 mL of 

isooctane and a drop of octyl alcohol. Tubes were then shaken for 15 min and 

centrifuged at 5,000 rpm by 10 min at room temperature. The supernatant was 

measured at 275 nm against a blank control (isooctane containing a drop of octyl 

alcohol). Results were expressed as follows equation. 

IBU = Abs275nm x 50 

Color was certain following the official method from ASBC (beer 10a). Where 

the absorbance was measured at 430 nm and European Brewery Convention (EBC) 

was obtained as equations below: 

EBC= SRM x 1.97 , where SRM is Standard Reference Method and was calculated 

like follow: 

SRM= 12.7 x D x A430nm 

Ethanol content were reported as described on the beer samples’ labels. 

 

2.4.2. DPPH  

The radical scavenging activity assays were performed using the stable DPPH 

reagent, in accordance with very well established procedures (Blois, 1958; Brand-

Williams et al., 1995; Lino et al., 2014; Oliveira-Neto et al., 2016). In summary, the 

blank control was composed by a mixture of 2.7 mL of DPPH ethanolic solution (0.1 

mM) and 0.3 mL of ethanol, in which the final absorbance at = 517 nm was of c.a. A 

= 0.7. The ethanol was used in order to adjust the baseline (A = 0.000). Antioxidant 

activity was expressed as IC50, representing the amount (L) of sample solution to 

produce 50% of discoloration of DPPH relative to the blank control. All samples were 

analyzed in a 1 cm glassy cell length at room temperature and use five minutes for 

reaction. 
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2.4.3. Folin-Ciocalteu assays 

For the determination of total phenolic content, the adapted Folin–Ciocalteu 

(FC) method was executed (Singleton & Rossi, 1965). Briefly, into 10 mL volummetric 

flask containing 2 mL of water, 0.5 mL of FC reagent and 1.5 mL of 20 % Na2CO3 

solution were added 100 L of the sample or gallic acid standard solution and then 

completed with distilled water. The reaction was kept in the dark at room temperature 

by 1 h. Finally, the solution was measured 765 nm against a blank sample. All 

determinations were performed in triplicate and compared to the standard curve, in 

order to allow to express the results by means of gallic acid equivalents (GAE). 

 

2.4.4.  ABTS 

The radical scavenging activity assays were executed using the stable ABTS 

reagent, in accordance with very well established procedures (Rufino et al., 2007). 

Briefly, ABTS·+ radical was prepared from of mixture of 5 mL of the ABTS solution (7 

mmol/L) with 88 L of potassium persulfate (140 mmol/L). The reaction was kept in 

the dark at room temperature by 16 hours. Blank control was made from 1 mL that 

ABTS·+ radical that was diluted until reached absorbance near 0.70 at 734 nm. The 

sample was performed with the addition of 25 L of sample in 3.0 mL of ABTS·+, the 

reaction was centrifuged at room temperature by 5 min. Antioxidant activity was 

expressed as IC50, representing the amount (L) of sample solution to produce 50% 

of discoloration of ABTS·+ relative to the blank control. 

 

2.4.5.  Determination of lipid peroxidation inhibition activity 

Lipid peroxidation activity was determined according to the method described 

by Liu and Ng (2000). After euthanasia, the rat brain was dissected and homogenized 

in ice-cold phosphate buffer (50 mM, pH 7.4) to produce a 1/10 homogenate. The 

homogenate was centrifuged at 10 000 g for 15 min at 4°C and the supernatant was 

used as liposome for in vitro lipid peroxidation assay. The ability of beer sample to 

inhibit lipid peroxidation was studied by incubating rat brain homogenates treated with 

hydrogen peroxide (10 μM) and different concentration of the samples. Hydrogen 

peroxide produce lipid peroxidation in the rat brain homogenates and the lipid 

peroxides reacts with thiobarbituric acid to form a pink product, thiobarbituric acid 

reacting substances, measurable colorimetrically at 532 nm. The difference between 
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the control and treated beer sample measured decrease in thiobarbituric acid reacting 

substances formation, reflecting reduced hydroxyl radical-induced lipid peroxidation. 

 

2.5. Electroanalytical assays 

Voltammetric experiments were accomplished with a potentiostat/galvanostat 

µAutolab III® controlled by the GPES 4.9® software, Eco-Chemie, Utrecht, The 

Netherlands. The measurements were performed with a three-electrode system 

consisting of a carbon paste electrode, a Pt wire and the Ag/AgCl/KCl 3M, 

representing the working electrode, the counter electrode and the reference 

electrode, respectively. The experimental conditions for voltammetrics assays follow 

below: 

For cyclic voltammetry (CV): scan rate of 100 mV s-1 and scan range from 0 to 

1 V; For square wave voltammetry (SWV): pulse amplitude 50 mV, frequency 50 Hz 

and a potential increment of 2 mV, corresponding to an effective scan rate of 100 mV 

s-1; and for differential pulse voltammetry (DPV): pulse amplitude 50 mV, pulse width 

0.5 s and scan rate 10 mV s-1. The DP voltammograms were background-subtracted 

and baseline-corrected, in the GPES software, and then all data were plotted on the 

software Origin 8®.  

All experiments were done in a 1.0 mL one-compartment electrochemical cell, 

at room temperature in triplicate (n = 3) and the main electrolyte used was the 0.1 M 

phosphate buffer (PBS), pH 5.0. 

 

2.5.1. Electrochemical Index 

To obtained the electrochemical index, the equation 1 was applied. Where 

peak potential (Epa), is thermodynamic parameter, related to the higher capacity to 

donate electrons, and peak current (Ipa) is a kinetic parameter, correlated with the 

quantity of electroactive species (Blasco, González and Escarpa, 2004; Blasco et al., 

2005; Lino et al., 2014). 

 

𝐸𝐼 =
𝐼𝑝𝑎1

𝐸𝑝𝑎1
+

𝐼𝑝𝑎2

𝐸𝑝𝑎2
+⋯+

𝐼𝑝𝑎𝑛

𝐸𝑝𝑎𝑛
        (1) 

 

2.5.2. Adenine sensor  

Biosensors based on an electrochemical transduction element and a nucleic 

acid biocomponent are alternative methods for AA in food analysis. The detection of 
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damage to the DNA or its bases belongs to one of the specific fields of analysis with 

DNA-based biosensors. 

The sensor was prepared graphite powder:mineral oil (75:25) and then 100 L 

of adenine  1 mg/mL was add, and dry into the oven for 2 hours at 35 ºC. Afterward 

were obtained DPV voltammograms from CPE-Ade before and after immersion in 

hydrogen peroxide and in the presence and absence of sample beer. 

 

2.6. LC-ESI-QTOF conditions 

The chromatographic system used was a UFLC LC-20AD (Shimadzu, Japan) 

with two LC-20AD pumps, containing SIL-20ACHT autosampler refrigerated at 15ºC 

and UV detector. The system was coupled to a micrOTOF-Q II mass spectrometer 

(Brucker Daltonics, USA) operating with electrospray source (ESI) in negative mode 

at 180 ° C. Applied ionization energy was 4000 V. Nitrogen used as dry gas and in 

the collision cell was produced by a nitrogen generator from PEAK Scientific 

Instruments (Chicago, IL, USA). The microOTOF QII mass spectrometer was 

programmed for scan low mass (50-1300 m/z) in the AutoMSMS mode, where MSMS 

experiments were done throughout the chromatographic run. The separation was 

performed on a RP-C18 (100 mm x 2.1 mm, 5 μm) column (Shimadzu, Japan), 

maintained at 30 °C. The mobile phase was composed of a mixture of water (A) and 

acetonitrile (B), both containing 0.1% formic acid (v / v). The flow of the mobile phase 

was 200 μL / min and the injection volume was 10 μL. The mass spectra were 

acquired and processed using data analysis software (Bruker Daltonics). The MS 

data were processed, and the elemental compositions of the compounds were 

determined from the m/z measurements. 

 

2.7. Study of vascular reactivity  

Vascular reactivity study was performed in an organ bath setting, as previously 

described (Oliveira et al., 2016). After euthanasia, the thoracic aorta was quickly 

dissected and cleaned in a physiological solution, containing (mM) NaCl-130, 

NaHCO3-14.9, KCl-4.7, KH2PO4-1.18, MgSO4•7H2O-1.17, CaCl2•2H2O-1.6, and 

glucose-5.5. The aorta were cut into rings segments of 4-mm mounted on two 

stainless-stell hooks and suspended in 10 mL organ bath containing a modified Krebs 

solution at 37 °C and bubbled with gas mixture (95% O2 and 5% CO2). Isometric force 

generation was recorded with an isometric force transducer (AQCAD, AVS Projetos, 

São Carlos, Brazil). A resting tension of 1.5 g was imposed on each ring, and the 
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rings were allowed to equilibrate for 1 h. Endothelium integrity was assessed by 

measuring the dilatory response to ACh (10 μM) in Phe contracted vessels (1 μM).  

For studies of endothelium-intact vessels, a ring was discarded if relaxation with ACh 

(10 μM) was not 90% or greater. In some experiments, the endothelium of the aortic 

rings was mechanically removed by gently rolling the lumen vessel on a thin wire. For 

studies of endothelium-denuded vessels, the ring was discarded if there was any 

degree of relaxation by acetylcholine (10 μM). After assessing the presence of 

functional endothelium, vascular tissues were allowed to recuperate for at least 1 h, 

during which time, the Krebs-Henseleit solution was replaced every 15 min, before 

any experiment protocol to start. After some washout and tension stabilization, the 

arterial rings were again pre-contracted with Phe and randomly exposed to 

cumulative concentrations (10-4 to 10-2 g/mL - final dilutions in organ bath) of the 

tested beer samples or vehicle (distilled water) (n = 5-7 per sample). To further 

analyze the relative contribution of endothelium nitric oxide (NO) to the relaxation 

induced by the beer samples, the experiments were repeated after incubation (30 

min) with NO synthase inhibitor L-NAME (100 µM). 

 

2.8. Statistical Analysis 

Data were expressed as mean ± standard deviation. Pearson’s correlation 

matrix between different assays. Principal Components Analysis were perfomed 

using antioxidant assays and physicochemical properties. Analysis of variance (one-

way ANOVA) followed by post hoc tests (Tukey) were used to compare groups into 

different assays and in vasodilatory effect check. Differences were considered 

significant when p < 0.05. These statistical analyses were performed using xlstat and 

Graphpad Prism. 

 

3. Results and discussions 

 

3.1. Redox Profile 

The oxidation behavior of beer samples was investigated by CV, DPV and 

SWV performed in the potential range 0 V until+1.0 V, in 0.1 M PBS, pH 5.0 for LB10 

sample.  

Figure 1A show the CV successive scans, in which can be observed two well 

defined anodic peaks 2a, at Ep2a = 0.61 V and 3a, at Ep3a = 0.90 V. On the reverse 
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scan is not possible to observe cathodic peaks, indicating the irreversibility of such 

process. 

In turn, the SWV, figure 1B, and DPV, figure 1C exhibited three anodic 

process, 1a, 2a and 3a. In which the reversibility of peak 1a was evidenced by SWV. 

The same voltammetric profile was obtained for other beer samples. 

The Figure 1C presents the baseline corrected DP successive scans in which 

the decrease of peak currents (2a and 3a) is typical for the electrooxidation of 

phenolic compounds, that show adsorptive and passivation behavior. Otherwise, the 

increase of anodic peak 1a, at Ep1a = 0.25 V, may be related to electroactive 

oxidation products in the same potential value of initial 1a peak. 
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Fig. 1. Voltammetric Characterization and Redox Profile for LB10 sample obtained in 

0.1 M phosphate buffer pH 5.0 at carbon paste electrode; (A)- First (⎯) and second 

scans (− − −) of cyclic voltammograms. Scan rate of 100 mV s-1. (B)- SW 

voltammograms. Pulse amplitude of 50 mV, frequency of 22 Hz, effective scan rate 

of 90 mV s-1. (C)- First (⎯) and second (- - -) successive DPV scans. 

 

The DPV was performed in different pH conditions whereas the best resolution 

was achieved at pH 5, Fig. 2A. Hence this pH was used to determine the EI of all 
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beer samples. The peak potentials shift linearly from pH 2 to 9, being that the slope 

is nearby to theoretical value of 59 mV which agrees with a contribution of an equal 

number of electrons and protons involved in the redox process, Fig. 2B. Similar 

results were obtained for other beer samples.  
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Fig. 2. (A) 3 D plots of DP voltammograms baseline corrected for beer sample (LB10) 

in different pH solutions. (B) Epa vs pH plot. Pulse width of 5 mV, pulse amplitude of 

50 mV, scan rate of 10 mV.s-1. 

 

3.2. AA Determinations 

The antioxidant capacity of all beer samples was performed by 

spectrophotometric and electroanalytical methods, and the results are presented on 

and Table 2. From radical scavenging assays were obtained the amount of sample 

enough to reduce to the half the initial absorbance value, presented as IC50 (L), 

and the TPC was expressed as gallic acid equivalent (g/mL of beer), whereas EI 

was obtained from each anodic peak by the sum of the ratios, Ipa/Epa, in which the 

peak current expressed in A and peak potential in mV, as equation 1 described in 

experimental section. 
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Table 2. Electrochemical index and spectrophotometric assays, DPPH, ABTS and 

TPC, to determine antioxidant activity of beer samples (n=3). 

Sample 
TPC 

(g/mL) 

DPPH 

IC50 L 

ABTS 

IC50 L 

EI 

(A/mV) 

AB1 6.1±1.2 15.5±1.5 0.10±0.02 5.6±0.4 

AB2 5.8±1.0 14.8±1.8 0.19±0.04 2.0±0.1 

AB3 4.9±0.9 17.7±2.0 0.20±0.04 2.9±0.2 

AB4 7.4±1.1 8.6±1.4 0.17±0.04 2.7±0.2 

AB5 4.7±0.7 14.8±1.6 0.16±0.03 3.0±0.2 

AB6 10.9±1.2 7.5±0.7 0.12±0.02 3.3±0.4 

AB7 6.0±0.9 23.1±2.1 0.31±0.05 3.9±0.2 

AB8 8.1±1.0 19.6±2.1 0.17±0.03 4.0±0.3 

AB9 5.9±0.8 12.0±1.0 0.15±0.03 2.1±0.1 

AB10 3.8±0.6 24.1±2.3 0.24±0.04 3.4±0.2 

AB11 9.1±1.0 7.7±0.7 0.12±0.02 3.4±0.4 

ABaverage 6.6±0.9 15.0±1.6 0.18±0.03 3.3±0.2 

LB1 3.8±0.5 17.9±2.0 0.31±0.10 2.8±0.2 

LB2 4.0±0.3 19.5±1.5 0.35±0.05 1.8±0.3 

LB3 4.0±0.5 19.2±1.7 0.30±0.10 1.5±0.2 

LB4 3.9±0.5 17.3±1.4 0.31±0.09 1.8±0.2 

LB5 3.8±0.5 19.1±0.9 0.32±0.05 2.6±0.4 

LB6 4.0±0.6 17.4±1.8 0.27±0.09 2.2±0.3 

LB7 4.7±0.6 20.8±2.0 0.30±0.10 2.0±0.3 

LB8 4.3±0.5 21.0±2.0 0.28±0.08 2.1±0.2 

LB9 4.5±0.5 17.5±1.5 0.31±0.05 2.8±0.3 

LB10 5.7±0.5 12.0±1.0 0.12±0.02 6.8±0.5 

LB11 5.0±0.6 15.0±2.0 0.25±0.09 2.8±0.3 

LBAverage 4.3±0.5 17.9±1.6 0.28±0.07 2.7±0.3 

The bold represents the average of each group of different type of beer samples 

 

As can be seen, the IC50 values correlate negatively with EI and TPC values. 

Indeed, the smaller the amount required to reduce DPPH and ABTS radicals greater 

is the antioxidant power. It can be also observed that ale beers present higher AA 

than the lager group. This fact can be attributed to the higher fermentation 

temperature related to the brewing process of Ale beers, thus leading to higher 



Resultados e Discussão 44 

extraction of phenolics. In turn, the poor correlation between TPC and other AA 

methods is probably consequence of low selectivity of FC method. In fact, FC reagent 

is used to measure proteins and undergo reaction with reducing sugars, both classes 

present in beers (Escarpa & Gonzalez, 2001; Lino et al., 2014, Oliveira-Neto et al., 

2016; Macedo et al., 2017). 

According to the Pearson correlation matrix, the correlation between EI with 

TPC, DPPH and ABTS were 0.78, 0.82 and 0.89 respectively for the lager group, 

while for the ale group correlations were no statistically (p>0.05). Mainly due to 

interference from turbidness of the samples during spectrophotometric assays.  This 

fact reiterates use of electrochemical methods, which can be applied to allow a better 

comprehension of the redox behavior of the antioxidant present in beer (Basnet et 

al., 1996; Blasco et al., 2007; Escarpa, 2012; Oliveira-Neto et al., 2016). 

Better understanding and grouping of data, multivariate analysis was 

performed. In the principal component analysis, Fig. 3, 78.80% of the information is 

explained in two axes, F1 e F2. Whereas 54.84% is explained by F1 and 23.96% by 

F2. Along F1 is possible to separate two groups. Where to positive values scores 

have group I, mainly formed by samples of lager group (LB). Already for negative 

scores there are groups II and III, being mainly dictated by EI, bitterness and TPC 

indicating an increase in antioxidant activity. And when we look over F2, the main 

separation is the group III, dictated by EI. Group III consists of the LB10, AB1 and 

AB6 samples, showing a higher antioxidant power. 
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Fig. 3. The PCA biplot. Showing the three groups (I, II and III). 

 

3.3. LC-QTOF Analysis  

Important compounds have been identified, corroborating with recently data 

from literature (Quifar-Rada et al., 2015; Moura-Nunes et al., 2016). Moreover, such 

compounds are correlating to the antioxidant effects detected in the electrochemical 

method. The identified compounds are in table 3.  

 

Table 3. Compounds identified in beer samples. 

Compound 
Accurate mass 

[M-H] 
Fragment 

Error 

mDa 

Molecular 

Formula 

Caffeic acid* 179.0344 135.0479 0.6 C9H8O4 

Catechin* 289.0626 
245.0830 

205.0549 
8.6 C15H14O6 

Trihydroxyoctadecenoic acid 329.2338 
229.1450 

211.1349 
0.5 C18H34O5 

Isoxanthohumol 353.1469 
233.0842 

119.0529 
7.5 C21H22O5 

Cohumulone 347.1881 278.1169 2.3 C20H28O5 

Humulone 361.2016 292.1320 1.0 C21H30O5 

*Identified with reference standard 
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Supplementary Fig. S1. Mass spectrums of identified compounds (A) caffeic 

acid (B) catechin (C) trihydroxyoctadecenoic acid (D) isoxanthohumol (E) 

cohumulone (F) humulone. 

 

 The precursor ions were selected and then fragmented, of those identified 

only caffeic acid and catechin were confirmed with reference standard. The others 

were proposed by the fragmentation pattern and by the accurate mass.  Here 

identification is possible due to the high resolution of the spectrometer used (QTOF) 

and that allows mass measure to four decimal places, thus reducing the possibilities. 

The mass spectra were shown in supplementary Fig. S1. 

The substances identified appear to be only of natural source. Mainly from 

hops as isoxanthohumol, cohumulone and humulone. From barley, the compound of 

trihydroxyoctadecenoic acid (TOD) was identified. Which is derived from linoleic acid 

and is formed during the brewing process, principally in the malting. TOD is one of 

those responsible for flavor and microbiological stability, and proven fungal activity 

(Hamberg, 1991). Catechin and caffeic acid can be from both, hop or barley, and has 

proven great antioxidant power (Rice-Evans et al., 1996; Gülçin, 2006). This fact 

evidences that the main source of the antioxidant activity of these beer samples 

comes from the raw material and not added. 

 

3.4. Study of vascular reactivity  

The beer samples with higher electrochemical index and TPC value, AB1, AB6 

and LB10, were selected to proceed the study of vascular reactivity. Firstly, tests were 

performed using cumulative concentrations of the samples (10-4 to 10-2 g/mL) in the 

presence of intact endothelium (E+). The LB10, AB1 and AB6 showed a maximum 

vasodilatory effect (Emax) of 92 ± 4, 88 ± 3 and 79 ± 3 %, respectively (Fig. 4A). 

Considering the results obtained, the order of vascular relaxation was LB10> AB1> 

AB6 and they are in accordance with the antioxidant behavior of the samples 

analyzed by electrochemical methods. These results appear to be the firstly to display 

the vasorelaxant effect of beers and to correlate this action with antioxidant properties 

determined by electrochemical approaches. 

On the other hand, the mass spectrometry technique identified polyphenols 

compounds in the beer samples, as caffeic acid, catechin, isoxanthohumol, 

cohumulone and humulone. The presence of the polyphenol compounds in the beer 

samples can be associated with the vasodilatory effect, and a polyphenol-rich daily 
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intake is linked with a protective effect on the cardiovascular system in humans and 

animals (Leblais et al., 2008; Figard et al., 2008; Luciano et al., 2011; Sá et al., 2014; 

Andrade et al., 2016). Considering these informations, should be possible to 

suggest that beers sample here studied have a beneficial effect on cardiovascular 

system. The vascular reactivity on thoracic aorta endothelium denuded showed a low 

vasorelaxant effect of beer samples (Fig 4B), suggesting the vascular effect is mainly 

endothelium dependent. 
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Fig. 4. Representative cumulative concentration-response curves tracing of LB10, 

AB1 and AB6 beer samples on aortic rings with- (A) or without- (B) endothelium pre-

contracted with phenylephrine (1µM). Values are expressed as means ± SEM (n= 5-

7 per sample). *P < 0.05 compared to the vehicle-treated group (ANOVA, Tukey post 

hoc test). 

 

It is known that nitric oxide released by endothelial cells is a major vasodilator 

pathways. Nitric oxide is a compound that plays a crucial role in vasodilation via the 

relaxation of vascular smooth muscles (Zago & Zanesgo, 2006; Nemzer et al., 2011). 

In this work, the inhibition of NO synthase with L-NAME altered significantly the 

relaxation of the beers tested, reducing about of 50% for LB10 and AB1, and 30% for 

AB6 of the maximum relaxation (see supplementary Fig. S2). Therefore, beers tested 

here produce relaxation by other mechanisms, different to NO liberate in the vessels. 

But, more experiments are needed that the mechanism by which these beverages 

induce relaxation can be clarified. 
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Supplementary Fig. S2. Representative cumulative concentration-response curves 

of LB10 (A), AB1 (B) and AB6 (C) beer samples on pre-contracted aortic rings in the 

presence of Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME). Values are expressed as 

means ± SEM (n= 5-7 per sample). *P < 0.05 compared to the vehicle-treated group 

(ANOVA, Tukey post hoc test). 

 

3.5. Damage protection 

 

3.5.1. Lipid peroxidation inhibition 

May be observe the difference between the H2O2 and treated beer groups 

where measured decrease in thiobarbituric acid reacting substances formation. 

Therefore, protecting thereby against lipid peroxidation. LB10 sample (Fig. 5A) 

showed better response for this test. As the concentration of the sample is increased 

the levels of mda decrease proportionally. Furthermore, from 1 mg/mL the protection 

is statistically significant (p<0.05) and reaches levels of the positive control, quercetin, 

at 10 mg/mL. While the samples AB1 and AB6, just have protect effects in this last 

concentration (data not showed). 
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3.5.2. Sensor Ade-CPE 

ROS are known to damage DNA by oxidation of the bases, which results in 

their destruction. The lesions produced in the DNA seem to be related with several 

diseases, such as cancer (Evans & Cooke, 2004; Bursal & Gülçin, 2011). DNA 

sensors are promising devices to perform simple tests for the routine evaluation of 

the antioxidant capacity of samples in an easy way and low-cost analysis (Prieto-

Simón et al., 2008). 

Once the peak current intensity is proportional to the adenine concentration, 

the immersion of the Ade-CPE into a hydrogen peroxide solution decreases the peak 

current intensity. The addition of beer sample, LB10, into the hydrogen peroxide 

solution results in the scavenging of the ROS. Consequently, after immersion of the 

electrode into this solution, the peak current intensity increase and tends to 

regenerate (Fig. 5B). 

This behavior was related to the ability of antioxidant compounds to scavenge 

or inactivate the ROS and prevent the damage on DNA. Therefore, the number of 

lesions diminished, resulting in a greater number of available adenine to 

electrochemical oxidation. The results showed that the electrochemical method was 

attractive due to their sensibility, practicality, low cost, when compared with traditional 

methods, which demand large amounts of reagents, complicated and time-

consuming procedures and still have disadvantages such as overestimation results 

(Mello et al., 2006; Barroso et al., 2011a; Barroso et al., 2011b).  
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Fig. 5.  (A) Malondialdehyde (MDA) levels from lipid peroxidation in rat brains,  *** P 

< 0.05 when compared with control; ### P < 0.05 when compared with H2O2; (B) 

DPV voltammograms obtained for CPE-Ade. Blank signal (⎯); after Immersion in 

hydrogen peroxide (− − −); Immersion in LB10 in the presence of hydrogen peroxide 

(). 

 

4. Conclusions 

The EI appears as a quick and suitable tool for evaluation the antioxidant 

properties of beer samples and showed a great correlation with radical scavenging 

assays. Another important finding was the correlation with vasodilatory effect and the 

antioxidant potential of beers, giving a novel additional value to electroanalytic 

approaches. Moreover, the study showed that beers may have a beneficial effect on 

cardiovascular system, expanding our knowledge about them, which might be helpful 

for further research on the health, sensory properties and quality parameters of this 

worldwide consumed beverage. 
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Abstract  

The antioxidant properties of commercial hops and malted barley were evaluated by 

electroanalytical methods and compared with spectrophotometric methods. Hop 

group showed better antioxidant capacity and total phenols content (TPC) values 

than malt group. The highest electrochemical Index (EI) was observed for HCO hop 

sample. Electrochemical Index (EI) showed a good Pearson correlation with ABTS 

(2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid), DPPH (2, 2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl), and TPC, being of 0.85, 0.77 and 0.86 respectively for hop samples. 

While for the malt samples were 0.96, 0.69 and 0.49, respectively. The samples were 

compared to each other within each group and statistical differences can be 

observed, p < 0.05. Therefore, the electroanalytical tools showed to be practical and 

easy to evaluate the antioxidant properties of hop and malt samples. The results may 

contribute to the selection of raw material for brewing and therefore with the quality 

of one of beverage one most consumed around the world. 

 

 

Keywords: antioxidants, electrochemical index, hop, malt, voltammetry. 
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1. Introduction 

 

According to the historical German Law “Das Reinheitsgebot”, the beers must 

be brewed by using only barley, hops, and water [1]. Though other cereal grains, i.e. 

rice, corn and wheat are allowed in some countries as basic substrate for brewing, 

the malted barley is the most traditional and frequently used [2]. In turn, the hop, the 

second most relevant ingredient, has flavoring and stabilizing functions, which are 

related to its phenolic content [3,4].  

In fact, several phenolic compounds have been identified in hops, barley, and 

beers [5-7]. Phenolic acids, proanthocyanidins and flavonoids are examples of 

phenolic compounds that were identified in such major beer ingredients [8].  

The polyphenols are responsible for flavor and bitterness in beers and also 

have some minor contribution to their color. Moreover, beer polyphenols are crucial 

to the physicochemical stability of the foam [4,9-12]. Moreover, phenolic compounds 

prevent and delay the oxidation processes enhancing the shelf life of beers [13]. In 

turn, polyphenols rich food intake is strongly connected to healthiness [14-18]. 

Therefore, the determination of total phenol content and antioxidant activity is an 

important attribute of beer quality, and may begin in the quality of barley and hops, 

which are its main raw ingredients. 

Antioxidant capacity can be determined by various spectrophotometrics 

assays, such as ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) and 

DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging assays, that are traditional 

and consolidated methods [19,20]. These methods have as principle the discoloration 

of the solution by electron and hydrogen transfer mechanism. Nevertheless, in 

complex matrices, there are many compounds that can absorb in the same 

wavelength range, affecting directly the reliability of the results [21]. In addition, there 

have been reports of pH interferences in the reliability of the results [22]. In the same 

hand, the method to determine total phenols contents (TPC) by Folin-Ciocalteu (FC), 

can induce overestimation in the results due to low selectivity of the FC reagent 

[21,23-25]. 

Oxidation reactions are constantly present in biological oxidation processes 

and these processes being perfectly described by the charge transport. Therefore, 

electrochemical monitoring can be used to obtain a detailed description of the 

phenomenon of electron transfer and, additionally, kinetic data can be recorded. The 

link between the redox properties of the antioxidant compounds and the efficacy of 
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their ‘’in vitro’’ action is, therefore, fundamental in determining the antioxidant capacity 

[26]. 

In this perspective, electrochemical techniques began to be used in the 

determination of the antioxidant capacity from 1997, with the pioneering work of 

Chevion et al., Who used cyclic voltammetry to evaluate the power of reduction of 

low molecular weight antioxidants (ABPM) present in samples of biological fluids and 

human tissues [27]. 

Nowadays, several methodologies, which employ the most diverse 

electrochemical techniques, are used in the determination of the total antioxidant 

capacity, among which, we can highlight the cyclic voltammetry [27] already 

mentioned, besides others, such as: differential pulse voltammetry [28], square wave 

voltammetry [29,30] and amperometry [31,32]. 

Thereby, the electrochemical methods come as alternatives and show 

advantages such as quickness, sensitivity and low consumption of sample and 

reagent [33,34]. Electroanalysis is able to provide important information to trace the 

redox profile of crude and complex samples. This allows inferences about specific 

antioxidant classes [24,35,36].  

Indeed, the electrochemical index (EI) concept have already proved to express 

successfully the antioxidant capacity of complex matrices such as wine [34,37], 

coffee [25], red fruits extracts [38], and beer [12]. Therefore, the aim of this work was 

to investigate and correlate phenolic profiles and antioxidant activities of hops and 

malted barley using electroanalytical approaches. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Reagents and standards 

Ethanol, potassium phosphate, sodium carbonate and potassium persulfate 

were obtained from Vetec (Rio de Janeiro, Brazil), all analytical grade. ABTS (2,2-

azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)), DPPH (1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl), Folin-Ciocalteau reagent, gallic acid (GA), were purchased from 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All electrolyte solutions were prepared 

using Milli-Q water (conductivity ≤ 0.1 S cm−1) (Millipore®, Molsheim, France). 
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2.2. Samples 

Hops (Barth-Haas, Columbus, Cascade and Hallertau) and malted samples 

(Chateau Cristal, Chateau Munich, Pilsen, and Wheat) acquired from different 

countries were studied. Table 1 shows the names, codes, and origin. 

All samples were extracted with hot water, 60 °C during 30 min. This is not one 

of the most used extraction methods, however the aim was to simulate the heating of 

the brewing process. Hops extract were prepared at 1% (w/v), while malt barley 

extracts at 40% (w/v), this difference in concentration was employed to increase the 

malt analytical response and to simulate the brewing process again, where a greater 

quantity of malted barley than hops are used. These extracts were used for all the 

assays. 

 

Table 1. Identification of hops and malt samples analyzed in this study. 

Sample Code Origin 

Hops 

Barth-Hass HBH Germany  

Cascade HCA USA 

Columbus HCO USA 

Harllateau HHA Germany 

Malt 

Chateau 

Cristal 

MCC Belgian 

Chateau 

Munich 

MCM Belgian 

Pilsen MP Argentin 

Wheat MW Belgian 

 

2.3. Spectrophotometric assays 

The absorbance measurements were recorded with a spectrometer 

Q798U2VS (Quimis®, São Paulo, Brazil). All samples were analyzed in a glassy cell 

of a 1 cm at room temperature, 25±2 °C. 

 

2.3.1. DPPH  

The radical scavenging activity assays were performed using the stable DPPH 

reagent, in accordance with very well-established procedures [39]. In summary, the 
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initial control was constituted by a mixture 2.7 mL of DPPH ethanolic solution (1  

10−4 mol L−1) and 0.3 mL of ethanol, in which the absorbance (A) at 517 nm was near 

of 0.7. The ethanol was used to adjust the blank (A = 0.000). Antioxidant capacity 

was expressed as IC50, representing the amount (L) of sample solution to produce 

50% of discoloration of DPPH relative to the initial control solution. All samples were 

analyzed after five minutes reaction at room temperature.  

 

2.3.2.  ABTS 

The radical scavenging activity assays were executed using the stable ABTS 

reagent, in accordance with very well-established procedures [40]. ABTS radical 

(ABTS+) was prepared by mixing 5 mL of the ABTS solution (7  10−3 mol L−1) with 

88 L of potassium persulfate (140  10−3 mol L−1). The reaction was kept at room 

temperature in the dark during 16 h. The initial control solution was prepared by 

diluting the radical with ethanol until the absorbance reached values close to 0.70 at 

734 nm. The sample was performed with the addition of 25 L of sample in 3.0 mL of 

ABTS+, the reaction was kept at room temperature, 25±2 °C, by 5 min before 

measurement. Antioxidant activity was expressed as IC50, representing the amount 

(L) of sample solution to produce 50% of discoloration of ABTS+ relative to the blank 

control. 

 

2.3.3. Folin-Ciocalteu assays 

Total phenolic content was determined through the adapted Folin-Ciocalteu 

[41]. Briefly, 100 L of the sample or gallic acid standard solution were added into 10 

mL volummetric flask containing 2.0 mL of water, 0.5 mL of FC reagent and 1.5 mL 

of 20% Na2CO3 solution. The reaction was kept at room temperature in the dark 

during 1 h. Finally, the solution was measured 765 nm against a blank. All 

determinations were performed in triplicate and compared to the standard curve, to 

allow to express the results by means of gallic acid equivalents (GAE). 

 

2.4. Electroanalytical assays 

Voltammetric experiments were performed with a potentiostat/galvanostat 

µAutolab III® controlled by the GPES 4.9® software, (Utrecht, Netherlands). The 

measurements were achieved with a three-electrode system consisting of a carbon 

paste electrode, a Pt wire, and Ag/AgCl/3 mol L−1 KCl (0.22 V vs SHE), representing 

working electrode, counter electrode, and reference electrode, respectively. For 
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cyclic voltammetry (CV): scan rate of 100 mV s−1 and scan range from 0 to 1 V; For 

square wave voltammetry (SWV): pulse amplitude 50 mV, frequency 50 Hz and a 

potential increment of 2 mV, corresponding to an effective scan rate of 100 mV s−1; 

and for differential pulse voltammetry (DPV): pulse amplitude 50 mV, pulse width 0.5 

s and scan rate 10 mV s−1. Differential pulse voltammograms were baseline-

corrected, in the GPES software.  

All experiments were performed at room temperature in triplicate using a 1.0 

mL one-compartment electrochemical cell, containing electrolyte solution of 0.1 mol 

L−1 phosphate buffer solution (PBS), pH 5.0. 

 

2.4.1. Electrochemical Index 

To calculate the electrochemical index, the equation 1 was used. Where peak 

current (Ipa) is a kinetic parameter, correlated with the quantity of electroactive 

species, and peak potential (Epa), is thermodynamic parameter, related to the higher 

capacity to donate electrons [34,35,37]. 

 

𝐸𝐼 =
𝐼𝑝𝑎1

𝐸𝑝𝑎1
+

𝐼𝑝𝑎2

𝐸𝑝𝑎2
+⋯+

𝐼𝑝𝑎𝑛

𝐸𝑝𝑎𝑛
        (1) 

 

2.5. Statistical Analysis 

Data was expressed as mean ± standard deviation. Pearson’s correlation 

matrix between different assays was performed. Analysis of variance (one-way 

ANOVA) followed by post hoc tests (Tukey) were used to compare samples group 

into different assays. Differences were considered significant when p < 0.05. These 

statistical analyses were performed using Origin® and Graphpad prism®. 

 

3. Results and discussions 

3.1. Electrochemical characterization of hops and barley samples 

From preliminary studies, it was found a great discrepancy between the 

content of electroactive species of hops and barley samples. For instance, even for 

a forty times more concentrated solution, the resulting peak currents obtained for 

barley samples were less than a quarter of that one obtained for hops (Fig. 1).  
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Fig. 1. Differential pulse voltammograms obtained in 0.1 mol L−1 Phosphate buffer 

pH 5.0 at carbon paste electrode; A) for hops sample extract 1% (w,v) and B) for 

malted barley extract 40% (w,v). 

 

In this sense, the redox behavior of hop samples was evaluated by different 

voltammetric techniques. Fig. 2A shows a typical cyclic voltammogram obtained for 

Columbus hop sample in 0.1 mol L−1 phosphate buffer pH 5.0, in which can be 

observed two anodic peaks 1a and 2a, at Ep1a = 0.35 V and Ep2a = 0.61 V, 

respectively. On the reverse scan, it was not possible to observe any cathodic peaks, 

which can be attributed to an adsorptive behavior, as evidenced by the expressive 

fall of peak current values on successive scans. 

The suppression of peak currents is typical of the electrooxidation of phenolic 

species, followed by formation of insulating film at electrode surface. Applying DPV, 

in which the capacitive currents are minimized, it was possible to identify the same 

anodic peaks, but with higher resolution (Fig. 2B). 
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Fig. 2. A) First (⎯), second (---) and third (···) successive CV scans for HCO sample. 

Scan rate of 100 mV s−1. B) First (⎯), second (---) and third (···) successive DPV 

scans for HCO sample. Pulse amplitude of 50 mV, pulse width of 5 mV, scan rate of 

10 mV s−1. Obtained in 0.1 mol L−1 phosphate buffer pH 5.0 at carbon paste electrode. 

 

The effect of pH was evaluated by DPV, and where the best intensity and 

resolution peak current was reached at pH 5.0, thereby, this condition was utilized for 

further assays. The slope value of the linearity of plot Epa vs pH, Fig. 3B, reached was 

close to the Nerstian theoretical value of 59 mV/pH unit, indicating the contribution of 

an equal number of electrons and protons in the redox process [42]. 
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Fig. 3. A) 3D plots of differential pulse voltammograms baseline corrected for 

Columbus hop sample in different pH conditions. B) Epa vs pH plot. Pulse amplitude 

of 50 mV, pulse width of 5 mV, scan rate of 10 mV s−1.  

 

In turn, the reversibility of redox pair 1a and 1c was confirmed by plotting the 

SWV and its components, forward and backward current (Fig. 4), in which the anodic 

and cathodic pulses are applied almost simultaneously, avoiding insulating effects on 

further redox processes. Moreover, SWV is faster and more sensible than CV, 

whereas in case of reversible systems the sensitivity increases allowing detection of 

unstable oxidation products at low concentrations. 

Already the second anodic peak, 2a, showed to be irreversible in all techniques 

applied. Similar voltammetric profile was obtained for other hops samples, herein 

evaluated.  
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Fig. 4. SW voltammograms for HCO hop sample obtained in 0.1 mol L−1 phosphate 

buffer pH 5.0 at carbon paste electrode. Pulse amplitude of 50 mV, frequency of 22 

Hz, effective scan rate of 90 mV s−1. 

 

The DPV were performed in order to calculate the electrochemical index for 

the antioxidant activity [12,34,43].  

 

3.2. Antioxidant Activity Determinations 

The antioxidant activity (AA) of hop and malt samples was analyzed by 

spectrophotometric and electroanalytical methods and the results are showed on 

Table 2. Through radical scavenging assays were obtained the quantity of extract 

sample enough to reduce 50% of initial absorbance value, exhibited as IC50 (L), and 

the TPC was calculate as gallic acid equivalent (g mL−1 of extract), and EI (A mV−1), 

the sum of all Ipa/Epa, as described in equation 1. 
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Table 2. Electrochemical index and spectrophotometric assays, DPPH, ABTS and 

TPC, to determine antioxidant activity of hops and malt samples (n = 3). 

Sample 
TPC  

(g mL−1) 

DPPH IC50 

(L) 

ABTS IC50 

L 

EI  

(A mV−1) 

Hops 

HBH 2.56±0.07a 29.51±0.55a 0.69±0.05ª 1.68±0.16ª 

HCA 2.80±0.20a 10.91±0.18b 0.34±0.02b 4.88±0.11b 

HCO 3.61±0.08b 11.48±0.26b 0.29±0.02b 8.66±0.73c 

HHA 2.58±0.16a 12.02±0.14b 0.36±0.03b 4.85±0.06b 

Hopaverage 2.89±0.49 15.98±9.03 0.42±0.18 5.02±2.86 

Malt 

MCC 1.80±0.02e 26.50±0.10e 0.57±0.05e 0.87±0.02e 

MCM 1.03±0.00f 58.28±0.05f 1.55±0.03f 1.21±0.01f 

MP 0.91±0.00g 39.59±0.11g 1.35±0.03g 1.81±0.03g 

MW 0.93±0.00g 46.90±0.09h 0.82±0.04h 1.78±0.12e 

Maltaverage 1.17±0.42 42.82±13.32 1.07±0.46 1.42±0.46 

The same letter in column indicate no statistical difference (p > 0.05). The bold represents the 
average of each group samples. 

 

As can be observed in table 2, the EI values correlate positively with TPC, 

while IC50 values has a negative correlation with both, EI and TPC. Really, as lower 

the quantity sample needed to reduce ABTS and DPPH radicals higher is the 

antioxidant activity [12,25,38].  Per the Pearson correlation matrix, the correlation 

between EI with, ABTS, DPPH and TPC were 0.85, 0.77 and 0.86 respectively for 

the hop sample. While for the malt samples were 0.96, 0.69 and 0.49, respectively. 

All correlations were statistically significant (p < 0.05). These correlations corroborate 

to the use of electroanalytic tools, which can be applied to aim a better knowledge of 

the redox profile of antioxidant contained in complexes matrices, agreeing with data 

already reported in literature [21,24,25,43]. 

Hops samples group showed greater antioxidant power, in all assays, when 

compared to the malted barley samples group at a significance level of 95% (p < 

0.05). Inside the hop samples group AA order was HCO>HCA>HHA>HBA, already 

the malt sample group was MP>MW>MCM>MCC. The samples were compared to 

each other within each group using ANOVA followed by post hoc tests (Tukey) and 

statistical differences can be observed, p < 0.05, Table 2. 
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4. Conclusions 

In this work a new electroanalytical tool, the electrochemical index, was 

employed to evaluate the antioxidant activity of hops and malt samples. The good 

correlation of this electrochemical tool with radical scavenging and TPC profile 

assays, besides its quickness and sensitivity, demonstrate EI adequacy to express 

the antioxidant power. The extracts were statistically different from each other, which 

may contribute greatly to choose the raw material for brewing and therefore with the 

quality assessment of one of most consumed beverages around the world. 
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6 CONCLUSÕES 

Os métodos eletroquímicos se mostraram eficientes devido à sua praticidade, 

baixo custo e baixo consumo de reagentes e amostras. Foi possível caracterizar as 

amostras de cervejas, conhecendo o perfil e otimizando parâmetros, como eletrodo, 

eletrólito e pH. O índice eletroquímico mostrou ser uma ferramenta rápida e 

apropriada para expressar a atividade antioxidante das cervejas e de suas principais 

matérias-primas, sendo que apresentou uma boa correlação com os ensaios de 

eliminação de radicais e também com o conteúdo de fenóis totais.  

A análise de componentes principais conseguiu agrupar de acordo com a 

atividade antioxidante, sendo possível correlacionar com as variáveis que mais 

contribuem para tais separações e confirmando as informações provindas da 

metodologia eletroanalítica proposta.  

As cervejas testadas exibiram efeito vasodilatador, principalmente 

dependente da presença de endotélio íntegro. Sugerindo ser ditado pela via do NO, 

já que quando a síntese deste foi inibida a vasodilatação diminuiu significativamente. 

Porém, são necessários mais experimentos para esclarecer o mecanismo pelo qual 

estas bebidas induzem o relaxamento. A capacidade de inibição da peroxidação 

lipídica também foi verificada e confirmada. Estas propriedades podem estar 

associadas com a presença de compostos fenólicos, identificados via espectrometria 

de massa. 

O sensor construído, baseado ao dano à base nitrogenada (adenina), mostrou 

a capacidade da cerveja de proteção ao análogo do biocomponente. Este resultado 

se alinha com a capacidade de proteção ao dano, tal como a peroxidação. 

Considerando estas informações, é possível sugerir que as cervejas aqui 

estudadas têm um efeito benéfico sobre o sistema cardiovascular, desde que 

consumida moderadamente pois já é sabido os danos que o alto consumo de álcool 

pode causar ao organismo. Portanto, este estudo expande o conhecimento sobre a 

cerveja, o que é útil para pesquisas adicionais sobre a saúde, propriedades 

sensoriais e parâmetros de qualidade desta bebida mundialmente consumida. 

Ainda sobre o ponto de vista da qualidade das cervejas, os extratos de lúpulo 

e malte foram estatisticamente diferentes uns dos outros, o que pode contribuir muito 

para escolher a matéria-prima na fabricação, aumentando assim a qualidade do 

produto final. 
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Abstract The use of natural antioxidants is widespread 

around the world since they may delay oxidative stress 

and, consequently, degenerative diseases. Among the 

prescribed healthy habits for humans is the 

consumption of fruits containing high levels of 

phenolic compounds and other radical scavengers. 

Acerola (Malpighia emarginata) is very appreciated 

for its high content of ascorbic acid (AA) and rutin, 

two remarkable natural antioxidants (NA). 

Industrialized as frozen pulp and processed as juice, it 

is also a good source of carotenoids and anthocyanins. 

Nevertheless, its commercialization is hindered by its 

low stability. Considering the great potential of acerola 

frozen and dried products as rich sources of NA, the 

development of analytical methods focusing on the 

determination of active components is imperative for 

their quality control. Therefore, the aim of this work 

was to apply differential pulse voltammetry (DPV) for 

quality control of different products made of acerola 

fruits. Quality control samples consisted of acerola 

products spiked with AA, which was the biomarker, 

compared with its contents in samples 

 

Research Highlights • Voltammetric profiles can be used as a 

tool for tentative identification of acerola products. 
• The main peak of acerola samples shows great 

correlation with ascorbic acid. 
• Quantitative determination of ascorbic acid in crude 

samples is achieved using a cheap and fast electroanalytical 

method. 
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analyzed by high-performance liquid chromatography 

coupled with photodiode array detection (HPLC-

PDA). DPV was employed for quantification of AA in 

all samples. The achieved limits of detection and 

quantification were 0.31 and 0.96 mM, respectively, 

whereas the recovery range was from 97.4 to 102.2 %; 

the results presented good accuracy and correlation 

with HPLC-PDA method. In addition to its use in 

identification, DPV proved to be helpful to check the 

integrity of natural products and avoid adulteration. 

Moreover, the electrochemical index proposed is in 

accordance with traditional methods for estimating 

antioxidant capacity. 
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