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RESUMO

A cerveja, produto consumido no mundo todo, € produzida com agua, malte, lupulo e levedura.
A alta complexidade da cerveja se da pelo variado perfil nutricional presente, com diferentes
compostos como carboidratos, aminodcidos, acidos organicos, antioxidantes e minerais.
Conhecer o perfil quimico dos diferentes estilos de cerveja e dos maltes utilizados na sua
produgdo permite a padroniza¢dao do produto acabado, o controle de processo € o controle de
qualidade nas cervejarias. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi utilizar a técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) aliada a quimiometria na avaliagdo qualitativa e
quantitativa dos compostos presentes em diferentes estilos de cervejas e tipos de maltes e avaliar
o perfil quimico, nutricional e os componentes responsaveis pelos aspectos sensoriais e
compostos importantes do ponto de vista da seguranca alimentar. Foram avaliados os seguintes
estilos de cerveja: American Pale Ale, American IPA, American Wheat, Belgian Blond, Belgian
Dark Strong Ale, Belgian Pale Ale, Belgian Strong Golden Ale, Dunkel, Foreign Stout, Imperial
Stout, IPA, IPA Experimental, Kolsch, Lager, Lager Puro Malte, Malzbier, Munich Helles,
Porter, Saison, Sem Alcool, Session IPA, Sour, Stout, Sweet Stout, Weissbier. Nestas foram
identificados 37 (trinta e sete) compostos: aminoacidos (isoleucina, leucina, valina, alanina,
prolina, triptofano, fenilalanina e tirosina), nucleosideos (citidina, uridina, uracila, guanosina,
inosina, adenina e histidina), nutrientes essenciais (colina e betaina), acidos organicos (acido
latico, succinico, acético, piravico, citrico, fumdarico e galico), alcoois (iso-butanol, iso-
pentanol, propanol, etanol, 2,3 butandiol, glicerol e dlcool isoamilico) e compostos nocivos a
satide formados no processo de produgdo de cerveja (acetaldeido, S-HMF e carbamato de etila).
Nos estilos Sweet Stout e Malzbier, foi identificada a utilizacdo de adjuntos. As amostras de
cervejas foram agrupadas de acordo com seus estilos, pela analise de componentes principais.
No mosto produzido a partir de diferentes tipos de malte foram identificados 26 (vinte e seis
compostos) sendo 1 alcool (2,3 — butandiol), 3 4cidos organicos (4cido latico, acido acético,
acido galico), 8 aminoacidos (leucina, isoleucina, valina, triptofano, fenilalanina, tirosina,
prolina, alanina), 2 nutrientes (colina e betaina) e 6 nucleosideos e nucleotideos (uracila,
citidina, histidina, uridina, adenosina, guanosina). Foram avaliados os mostos dos seguintes
tipos de malte Chdteau Arome, Biscuit , Black, Café, Cara Blond, Cara Clair, Cara Gold, Cara
Ruby, Chocolate, Crystal, Diastatic, Melano, Melano Light, Munich Light, Pale Ale, Pale Ale
, Pilsen Alemado, Rye, Special Belgium, Spelt, Vienna Nature, Wheat Blanc, Wheat Crystal,
Wheat Munich light. O 5-hidroximetilfurfural, um composto relacionado a qualidade final do
produto foi identificado no mosto produzido a partir dos seguintes maltes Black, Café, Cara
Gold, Chocolat, Melano, Special B, Trigo Torrado, Wheat Crystal, Wheat Munich e Munich
Light. Utilizando a quimiometria aliada a técnica de RMN 'H foi possivel discriminar maltes
dos tipos escuro e claro em dois grupos, sendo os aminodcidos responsaveis por agrupar as
amostras de maltes claros e o 5-HMF e acido férmico responsaveis pelo agrupamento das
amostras de maltes escuros. Através da técnica de RMN 'H foram verificadas alteragoes
presentes em cervejas submetidas a incidéncia solar no armazenamento inadequado em
comparagcdo com cervejas armazenadas em local adequado, através da verificagdo da
intensidade das areas relativas dos alcoois superiores, etanol, acido latico, acido acético e da
uracila. Por fim, através de qNMR foi possivel quantificar hidroximetilfurfural nos estilos de
cerveja Malzbier marca 1 (3,62 mg.L™'), malzbier marca 2 (3,65 mg.L!) e nos mostos
produzidos pelos maltes Special B (43,25 mg.L"), Cara Gold (23,25 mg.L"), Malte Chocolat
(7,18 mg L) e Café (3,06 mg.L™).

Palavras-chave: Cerveja artesanal, caracteristicas sensoriais, malte, RMN, seguranca
alimentar.



ABSTRACT

Beer, a product consumed worldwide, is produced with water, malt, hops and yeast. The high
complexity of beer is due to the varied nutritional profile present, with different compounds
such as carbohydrates, amino acids, organic acids, antioxidants and minerals. Knowing the
chemical profile of the different styles of beer and the malts used in their production allows for
the standardization of the finished product, process control and quality control in breweries.
Therefore, the objective of this work was to use the Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
technique allied to chemometrics in the qualitative and quantitative evaluation of the
compounds present in different styles of beers and types of malts and to evaluate the chemical
and nutritional profile and the components responsible for the sensorial aspects and important
compounds from the point of view of food safety. The beer styles were evaluated: American Pale
Ale, American IPA, American Wheat, Belgian Blond, Belgian Dark Strong Ale, Belgian Pale Ale,
Belgian Strong Golden Ale, Dunkel, Foreign Stout, Imperial Stout, IPA, IPA Experimental, Kolsch,
Lager, Lager Puro Malte, Malzbier, Munich Helles, Porter, Saison, No Alcohol, Session IPA, Sour,
Stout, Sweet Stout, Weissbier. In these, 37 (thirty-seven) compounds were identified: amino acids
(isoleucine, leucine, valine, alanine, proline, tryptophan, phenylalanine and tyrosine),
nucleosides (cytidine, uridine, uracil, guanosine, inosine, adenine and histidine), essential
nutrients (choline and betaine), organic acids (lactic, succinic, acetic, pyruvic, citric, fumaric
and gallic acid), alcohols (iso-butanol, iso-pentanol, propanol, ethanol, 2,3-butandiol, glycerol
and isoamyl alcohol) and compounds harmful to health formed in the beer production process
(acetaldehyde, 5-hydroxymethylfurfural and ethyl carbamate). In Sweet Stout and Malzbier
styles, the use of adjuncts was identified. Beer samples were grouped according to their styles
by principal component analysis. In the wort produced from different types of malt, 26 (twenty-
six) compounds were identified, being 1 alcohol (2,3 - butandiol), 3 organic acids (lactic acid,
acetic acid, gallic acid), 8 amino acids (leucine, isoleucine, valine, tryptophan, phenylalanine,
tyrosine, proline, alanine), 2 nutrients (choline and betaine) and 6 nucleosides and nucleotides
(uracil, cytidine, histidine, uridine, adenosine, guanosine). The worts of the following types of
malt were evaluated Chdteau Arome, Biscuit , Black, Coffe, Cara Blond, Cara Clair , Cara Gold,
Cara Ruby, Chocolate, Crystal, Diastatic, Melano, Melano Light, Munich Light, Pale Ale, Pale Ale
Pilsen Alemdo, Rye, Special Belgium, Spelt, Vienna Nature, Wheat Blanc, Wheat Crystal, Wheat Munich
light). 5-HMF, a compound related to the final quality of the product, was identified in the wort
produced from the malts Black, Coffee, Cara Gold, Chocolat, Melano, Special B, Toasted
Wheat, Wheat Crystal, Wheat Munich and Munich Light. Using chemometrics combined with
the '"H NMR technique, it was possible to discriminate dark and light malts into two groups,
being the amino acids responsible for grouping the samples of light malts and the S-HMF and
formic acid, for the grouping of the samples of dark malts. Through the "H NMR technique,
alterations present in beers subjected to sunlight in inadequate storage compared to beers stored
in a suitable place were verified, by verifying the intensity of the relative areas of higher
alcohols, ethanol, lactic acid, acetic acid and uracil. Finally, through qNMR it was possible to
quantify 5-HMF in Malzbier brand 1 (3,62 mg.L™"), Malzbier brand 2 (3,65 mg.L") and worts
produced by malts: Special B (43,25 mg.L"), Cara Gold (23,25 mg.L!), Chocolat (7,18 mg.L-
1) and Coffee (3,06 mg.L™?).

Keywords: Craft beer, food safety, malt, NMR, sensory characteristics.
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INTRODUCAO

A cerveja ¢ uma das bebidas alcoolicas mais populares e consumidas em todo o
mundo, detendo uma historia muito longa, mesmo além do registro da civilizagao.
Levedura, malte, lapulo e dgua sdo os principais ingredientes para a producao de cerveja.
O processo de producdo contém varias etapas, incluindo moagem, fermentacao, filtragdo e
engarrafamento (LI; WANG; LIU, 2017).

Atualmente estdo registradas 1549 cervejarias no Brasil, A maior parte das
cervejarias brasileiras permanece altamente concentrada nas regides Sul e Sudeste: neste
ano, 1.329 cervejarias, que representam 85,8% do total no pais, se encontram distribuidos
nessas regioes, enquanto temos na regido Nordeste 7,2% das cervejarias, 5,1% na regido
Centro-Oeste e 1,9% na regido Norte (BRASIL, 2021).

Dentre os tipos de cerveja, temos a cerveja artesanal que, ¢ um produto nao
filtrado e ndo pasteurizado que mantém caracteristicas sensoriais inalteradas
(GIOVENZANA; BEGHI; GUIDETTI, 2014). Pelo fato das caracteristicas presentes neste
produto serem diferenciadas, ha a necessidade da avaliacdo de variaveis responsaveis pela
qualidade e seguranga do produto por meio de técnicas avangadas de analise.

A qualidade dos alimentos e a seguranga alimentar, se relacionam diretamente
com a saude humana e o desenvolvimento sustentdvel de um pais, por esse motivo a
seguranga alimentar recebe atencao especial do governo e da sociedade.

Cerveja de qualidade ¢ produzida usando malte, lapulo, 4gua, levedura e insumos
de alta qualidade, auséncia de compostos quimicos nocivos a saude e variado perfil
nutricional contando com aminodcidos, acidos organicos, carboidratos, proteinas.

Por esses motivos, a qualidade das matérias-primas € um pré-requisito importante
para a fabricacao de alimentos, uma vez que, os consumidores sdo suscetiveis a qualquer
forma de contamina¢do oriundas dessas matérias-primas que permanecem durante os
processos de fabricagdo (CHEN et al., 2013).

A qualidade e as caracteristicas sensoriais dos produtos da industria cervejeira sao
fortemente influenciadas pela qualidade dos ingredientes resultando em diferentes aromas,
cores e sabores. A contribuicao de ingredientes in natura, como levedura e lapulo para o
sabor, ¢ bem compreendida, a cevada, por sua vez, contribui para o sabor e cor da cerveja
através de sua composi¢do quimica, as suas caracteristicas sdo desenvolvida através do
processo de maltagem (BETTENHAUSEN et al., 2018a).

A fraude em alimentos ¢ um problema grave problema de satde publica, pois ao
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comprometer a seguranca dos produtos alimentares comercializados coloca-se em risco a
vida dos consumidores. A fraude em alimentos esta associada a uma grande variedade de
produtos alimentares, a forma com ela ¢ desenvolvida pode variar desde a alteracao
deliberada do produto alimentar (ou seja, substitui¢do, adulteragdo, diluicdo, etc.) até a
manipulagdo de documentos. Portanto, ¢ importante que todos os atores da cadeia de
abastecimento alimentar (produtores de alimentos, autoridades) disponham de
metodologias e ferramentas para detectar esse tipo de alteracdo nos produtos evitando
agravo a saude dos consumidores (MARVIN et al., 2022).

Com base no exposto, identificamos a importancia do desenvolvimento de novas
técnicas para o controle de qualidade da recep¢ao de matéria-prima, controle do processo
de producido e do produto acabado no processo de fabricacdo de cervejas, uma vez que, as
técnicas utilizadas para avaliagao desses produtos sdo demoradas e por vezes de alto custo.

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ¢ uma técnica espectroscopica usada
na caracterizagdo quimica, tipicamente usada para fornecer informagdes estruturais sobre
compostos organicos. Além de gerar informacgdes qualitativas e quantitativas, através da
determinagdo por comparagdo com um padrdo interno de concentragdes conhecidas

(JOHNSON et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Fazer uso da técnica analitica de RMN e quimiometria na avaliacdo qualitativa e
quantitativa dos compostos presentes em diferentes estilos de cervejas, tipos de maltes e
avaliar o perfil quimico, nutricional e componentes responsaveis por aspectos sensoriais e

compostos importantes do ponto de vista da seguranga alimentar.

2.2.  Objetivos especificos

e Tracar o perfil quimico de diferentes estilos de cerveja correlacionando-os com

caracteristicas sensoriais, do ponto de vista de seguranca alimentar;

e Empregar analises de componentes principais na avaliacdo de amostras de cervejas
através da técnica de RMN de 'H de cervejas dos estilos de Lager Puro Malte,

American Light Lager, Cervejas sem alcool, Malzbier.

e Avaliar a composi¢do, tracar o perfil quimico e empregar analises de componentes

principais na avaliagdo dos espectros de RMN de 'H de diferentes tipos de malte.

e Identificar possiveis biomarcadores de gerados durante o armazenamento inadequado

de cerveja;

e Avaliar qualitativamente e quantitativamente o 5-hidroximetilfurfural em diferentes

estilos de cerveja e tipos de malte.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cerveja

A cerveja ¢ a bebida resultante da fermentacao a partir da levedura cervejeira, do mosto
de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um processo de cocg¢ao
adicionado de lupulo ou extrato de lupulo, hipdtese em que uma parte da cevada malteada ou do
extrato de malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro (BRASIL, 2009).

A Legislacao Brasileira, pelo Decreto n® 6.871 de 4 de junho de 2009, define cerveja
como “a bebida obtida pela fermentacdo alcoodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de
cevada e dgua potavel, por a¢do da levedura, com adi¢ao de lupulo” e a graduagdo alcodlica das
bebidas em dois tipos, bebidas alcodlicas e bebidas ndo alcoodlicas, sendo as bebidas alcodlicas
as que contenham graduacao alcodlica acima de 0,5% (v/v) até 54% (v/v) e as ndo alcodlica as
que contenham graduagdo alcodlica abaixo de 0,5 %(v/v), ambas a temperatura 20°C e que sua
producao se dé através de processo de fermentacao alcoolico.

As cervejas podem ser classificadas como ale ou lager a depender o tipo de fermentacgao
utilizada em seu processo de produ¢do (DE KEUKELEIRE et al., 2008).

As cervejas tipo Ale englobam os estilos Pale, Brown, Mild, Bitter, Sout e Porter entre
outras, as do tipo Lager engloba as seguintes variedades Pilsen ou Pilsener, Dortmunder, Viena,
Munique ou Muchen e Bock entre outras (OETTERER; D’ARCE; SPOTO, 2006).

Diferentes estilos de cerveja, como Pilsen, Bock, Weizen, Pale Ale e Brown, Rauchbier ¢
muitos outros, sdo origindrios de variacdes no processamento, formulacdes e composi¢ao de
ingredientes. A classificacdo adicional das cervejas baseia-se em mudangas nos seus processos
de fabricacao, tais como a produgdo de cervejas sob pressao, cervejas que nao sao pasteurizadas
e cervejas nao alcoodlicas, frequentemente produzidas por fermentacdo limitada (MOURA-
NUNES et al., 2016).

A tabela 1 descreve os estilos de cervejas e suas caracteristicas quanto a sua origem,

coloragao, teor alcodlico e tipo de fermentagdo que foram utilizadas no trabalho.

Tabela 1 - Estilos de cerveja e suas caracteristicas.

% TEOR -
CERVEJA ORIGEM COLORACAO ALCOOLICO FERMENTACAO
American Pale Ale América do Norte  Clara Média Alta
American ipa América do Norte  Clara Alto Alta
American light lager América Clara Baixa Baixa
American light lager - sem alcool América do Norte Clara Baixa Baixa
American wheat América do Norte  Clara Médio Alta/Baixa

Belgian blond Europa Ocidental  Clara Alto Alta
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Belgian dark strong ale Europa Ocidental ~ Ambar Alta Alta

Belgian pale ale Europa Ocidental ~ Ambar Alta Alta

Belgian strong golden ale Europa Ocidental ~ Clara Muito Alto Alta

Dunkel Europa Central Escura Meédia Baixa
Foreign Stout Ilhas Britanicas Escura Alta Alta

Ipa América do Norte  Clara Alta Alta

Kolsch Europa Central Clara Meédio Alta

Lager puro malte América do Norte  Clara Médio Baixa
Malzbier Alemanha Escura Alto Baixa
Miinchen hells Alemanha Escura Meédio Baixa

Porter Inglaterra Escura Alto Alta ou Baixa
Saison Europa Ocidental  Clara Médio Alta

Session ipa América do Norte  Clara Baixa Alta

Sour Brasil Clara Baixa Brett

Stout Inglaterra Escura Alto Geralmente Baixa
Sweet stout Ilhas Britanicas Escura Médio Alta
Weissbier Alemanha Clara Médio Alta

Fonte: BJCP (2016).

A cerveja ¢ uma mistura complexa com uma enorme gama de compostos, seus
constituintes variam amplamente em sua natureza e concentragdo. Ela contém uma ampla gama
de componentes quimicos que podem reagir e interagir em todos os estagios do processo de
fabricagdao da cerveja(RIU-AUMATELL et al., 2014). E, em muitos casos, sdo utilizados
adjuntos malteados ou ndo, com o intuito de modificar suas caracteristicas sensoriais, além de
contribuir para a reducdo do seu custo (BATISTA, 2014).

A quantificacdo e identificagdo dos compostos presentes na cerveja ¢ dificultada pela
diversidade de estilos e formulagdes utilizadas na sua producao, uma vez que, além das matérias-
primas basicas também podem ser utilizadas matérias-primas de origem animal (mel, lactose) e
vegetais (cascas de frutas, frutas, extratos e etc.). Isso mostra a necessidade do desenvolvimento
de técnicas robustas que possam ser utilizadas na fiscalizacdo do produto final (V. MULLER; P.

GUIMARAES; GHESTI, 2021).

3.2. Insumos cervejeiros

3.2.1. Agua

A agua ¢ o ingrediente encontrado em maior propor¢ao na cerveja, correspondendo a mais
de 90% do produto final e ¢ considerada um dos principais ingrediente da cerveja, necessitando
de monitoramento de diversas variaveis com pH, carbonato, hidrogeno carbonato, dureza da
agua, concentragao de sodio, potassio, sulfato, cloreto, cloro livre e coliformes termotolerantes,

para ser utilizada no processo, caso apresente composicao quimica fora do padrao, ela deve passar
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por processos de tratamentos com o objetivo de purifica-la e assim ser utilizada (HUIGE, 2006).

A composicao dos minerais presentes na agua utilizada na produgdo de cerveja tem
grande importancia no produto final, entretanto, a auséncia de uma legislagdo especifica impede
que haja uma padronizagao das caracteristicas da agua utilizada na produgao de cerveja, porém,
sabe-se que a quantidade de sais devem ser monitorados de acordo com o tipo de cerveja a ser
produzida, pois, caracteristicas como dulgor e amargor podem ser potencializadas ou atenuadas
de acordo com a quantidade de sais presentes na agua.

O célcio, cloreto e sulfato, presente na agua cervejeira podem alterar o sabor, a cor, o
aroma e a aparéncia da cerveja. As concentragdes de calcio e magnésio determinam a dureza da
agua, quanto maior a concentrag¢do destes sais maior a sua dureza. As dguas com maior dureza
sao indicadas para producao de cervejas mais escuras e fortes e 4guas menos duras sdo indicadas
para a produgdo de cervejas mais claras e leves (DIMAS; GULAMUSSEN; GUAMBE, 2011;
HUIGE, 2006).

De acordo com Filho (2010), para que ocorra a produgdo de cerveja de qualidade, alguns
pré-requisitos devem ser seguidos, tais como padrao de potabilidade, alcalinidade, concentragao
de calcio, além da realizacao frequente de analises relacionadas a sua dureza em carbonatos, ao
seu odor, coloragdo, turbidez, além de exames microbioldgicos adicionais, que devem ser
incluidos com o objetivo de se obter uma analise completa.

Para Jorge (2004), a agua ideal para o processo de fabricacdo de cerveja tem que trazer
consigo as seguintes caracteristicas pH entre 6,5 ¢ 7, conter aproximadamente 100 mg/L de
carbonato, conter entre 200 e 300 mg/L de cloreto de sodio e conter na agua menos de 1 mg/L
de ferro.

A tabela 2 traz a composic¢do quimica ideal para a 4gua utilizada na produgao de cervejas.

Tabela 2 - Composi¢do quimica da dgua cervejeira ideal.

Variavel Unidade Agua Cervejeira
pH pH 6,5-8.,0
Turbidez NUT <04
Soélidos dissolvidos totais mg/L 50-150
Aluminio mg/L <0,05
Ferro mg/L 1-100
Silica mg/L 1-15
Sulfatos mg/L 1-30
Cloretos mg/L 1-20
Dureza Total mg/L 18-79
CaO mg/L 5-22
MgO mg 1-6

Fonte: BAMFORTH, (2017).
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O controle e a corregdo dos sais presentes na agua cervejeira ¢ importante, pois a alteracao
do seu perfil mineral pode intensificar caracteristicas sensdrias importantes do produto acabado
como dulgor, amargor e o carater lupulado de diferentes estilos de cervejas produzidos com essa
agua.

E importante ressaltar que mesmo a dgua sendo a responsavel pela maior contribuicio
dos minerais presentes na bebida acabada, as outras matérias-primas também contribuem na

concentracao final desses minerais.

3.2.2.Malte

A cevada (Hordeum vulgare L.) ¢ um dos cereais mais importantes do mundo podendo
ser cultivada em regides geograficas altamente diversas, do subartico ao subtropical (LAITILA,
2015).

Na cevada, o amido ¢ mantido dentro do endosperma do grao cercado por uma parede de
proteica de glucana. Enzimas naturalmente presentes na cevada podem degradar este material
liberando o amido e isso ocorre durante o processo maltagem do grao (PARKER, 2012).

A instrug@o normativa 13/2014 traz em seu bojo as defini¢des de cevada malteada e suas
classificagdes. Sendo malte de cevada ou cevada malteada o produto resultante da germinagao
forcada e controlada, sob condi¢des especiais de umidade e temperatura da cevada do género
Hordeum spp. e posterior secagem. O artigo sexto da mesma lei classifica o malte nos seguintes
tipos o malte tipo pilsen como produto que durante o processo de malteagdo mantém a cor
original do endosperma da cevada, cabendo ao responsavel pelo produto prestar essa informagao
e malte do tipo especial qualquer malte que ndo seja do grupo "Malte Pilsen", independentemente
de sua denominacao, cabendo ao responsavel pelo produto prestar essa informagao (BRASIL,
2013).

O malte ¢ uma das principais matérias-primas utilizadas na produgao de cerveja, ele ¢ um
produto natural produzido pela germinagdo de graos e leguminosas, sendo produzido através de
trés etapas maceracdo, germinacao e secagem. As condi¢des de processamento dessas etapas
podem ser alteradas para produzir diferentes tipos de malte, sendo o malte de cevada o mais
utilizado para fabricacdo de cerveja (EDNEY; IZYDORCZYK, 2003).

A malteacdo inicia-se na maceragdo e posterior umidificacdo do grao ao longo de um
periodo de 24 horas com a finalidade de superar sua dorméncia e dar inicio a germinacao. Durante
4 a 6 dias, a germinagdo ¢ conduzida sob condi¢des controladas de umidade e temperatura,

durante as quais as radiculas e as ondulagdes se tornam visiveis (ZARNKOW, 2014).



22

A ultima etapa, a secagem, ¢ especialmente importante para determinam as caracteristicas
finais do malte, os teores finais das enzimas, o desenvolvimento de sabores, aromas e cores
desejaveis, propiciando assim a grande variedade dos tipos de malte encontrados no mercado
(EDNEY; IZYDORCZYK, 2003).

A etapa de processamento térmico de maior impacto sobre a cor € o sabor do malte ¢ a
torrefagdo, que ¢ conduzida em temperaturas entre 130 — 230°C, criando os maltes torrados que
¢ uma categoria de maltes chamados de maltes “especiais”, que desenvolvem suas caracteristicas
através de reacdes quimicas que ocorrem em processamentos térmicos de alimentos,
respectivamente reacdo de Maillard e caramelizagdo além da pirdlise da cevada (YAHYA;
LINFORTH; COOK, 2014).

Como ingrediente, o malte fornece sacarideos, proteinas, nitrogénio e aminoacidos livres
e enzimas, a-amilases e f-amilase(BETTENHAUSEN et al., 2018a).

Além disso, fornece também dextrinase que auxilia as amilases a degradar o amido nos
seguintes acucares glicose, maltose e maltotriose, uma vez que, as leveduras ndo produzem essas
enzimas (EDNEY; IZYDORCZYK, 2003).

Os maltes sao produzidos a partir de graos de cereais selecionados, usualmente cevada,
mas as vezes podem ser obtidos de trigo, de centeio, de aveia, de sorgo ou de milho (BATISTA,
2014).

Embora a cerveja produzida com diferentes tipos de malte de cevada seja uma tendéncia
estabelecida, produzir cervejas com as mesmas caracteristicas sensoriais utilizando outros tipos
de malte representa um desafio (WALTHER et al., 2015).

Existe uma grande diversidade de tipos de malte que podem ser utilizados para a producao
de cerveja, a tabela 3 traz as principais caracteristicas dos seguintes tipos de maltes Malte Pale
Lager, Pale Ale, Vienna, Munich, Crystal, Carapils, Amber, Chocolate, Black, Acido, de Trigo
e o Diastatico (EDNEY; [ZYDORCZYK, 2003) .

A tabela 3 traz as caracteristicas de as fungdes primarias de diversos maltes utilizados na

fabricacdo de cervejas.

Tabela 3 - Caracteristicas de qualidade e fun¢des primarias dos tipos de malte utilizados na fabricagdo de cerveja.

Tipo de malte Estilo de cerveja Uso primario Proteina (%) (CEo];‘ 0)
Pale Lager Lager Acucares e enzimas fermentaveis 10,5 2

Pale Ale Ale Acgucares e sabores fermentaveis 10 5,9
Viena Lagers, bocks, etc. Acgucares fermentaveis e coloragdo 11 5,9
Munique Lager escuras, etc. Cor, sabor e agicares 11,8 15,8

fermentaveis



Ales, claras, baixo teor

Corpo mais cheio, aroma, cor, retengio de
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Crystal alcodlico, etc. espuma, estabilidade do sabor 12 98,5
. Lagers, leves, com baixo Corpo mais cheio, retengdo de espuma,
Carapils teor alcodlico estabilidade do sabor 12 23,6
Amber Ales, stouts Fonte de cor e sabor ND 39,4
Chocolate Ales, stouts Fonte de cor e sabor ND 88,6
Black Stouts Fonte de cor e sabor ND 108,3
Acido Lagers, weiss Reduzir o pH no mosto 10,5 39
Trigo weiss Actcares fermentaveis, sabor, retengdo de 13.3 3.9
espuma
Diastatico Adjuntos para cervejas ales, Aumento do poder enzimatico 10,9 ND

destilagdo de graos

Fonte: Adaptado de Edney e Izydorczyk (2003).

3.2.1. Descricao das caracteristicas de alguns tipos de malte

3.2.1.1.Chateau Cara Arome

O malte Chdteau Cara Arome ¢ um malte especial de cor 80-100 EBC, que fornece a
cerveja tonalidades ambar escuro a acobreadas a cerveja. Ele traz intenso sabor de caramelo e de
malte com notas de biscoito. O malte arome intensifica significativamente o corpo da cerveja,
promove a formagao e a retencdo de espuma. Os estilos de cerveja nas quais o uso desse malte ¢

apropriado sdo cervejas do estilo Ale e Lager com limite de uso de 15% (MALTING, 2020).

3.2.1.2.Chateau Biscuit

O malte Chdteau Biscuit de cor 45-55 EBC, transmite a cerveja aroma de produtos de
panificagdo como pdo e biscoito, recém forneados, produzindo sabor e aroma “tostado”
pronunciado na cerveja. A utilizagao deste malte promove cor castanha de leve a médio a mistura.
A sua tosta em temperaturas de aproximadamente 160°C inativam suas enzimas, nao devendo
ser utilizado em concentragdes que excedam 25% da mistura. Os estilos Ales inglesas, Brown
Ales e Porters sao estilos que comportam a utilizagdo desse malte em suas formulagdes

(MALTING, 2020).
3.2.1.3. Chdteau Black
O malte Chdteau Black ¢é torrado em temperaturas proximas a 235°C, sendo o mais escuro

da Castle Malting, quando utilizado este malte aprimora o aroma queimado ou defumado,

trazendo também a essas cervejas tonalidades escuras. O Chateau Black ¢ utilizado em estilos de
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cerveja de cores escuras como Stouts e Portes e seu uso pode variar entre 3 a 6% da mistura

(MALTING, 2020)..

3.2.1.4. Chdteau Wheat Café

O Chateau Wheat Café ¢ produzido com o malte belga wheat através de torra a
temperaturas proximas a 210°C de cor 350-450 EBC. Esse malte confere a cerveja um caracter
rico de trigo torrado, notas de café e tonalidades castanhas a escuras. Os estilos nos quais esse
malte pode ser utilizado sdo cervejas escuras, Bockbier, Altbier, Stout, Porter, ou Brown Ales,

em concentragdes de até 20% da mistura (MALTING, 2020).

3.2.1.5.Chateau Cara Blond

Chateau Cara Blond, ¢ um malte belga com aroma intenso de cor 17-24 EBC. Sua
utilizacdo traz o sabor de toffe € no aroma um toque sutil doce de caramelo, proporcionando uma
cor de dourado a ambar claro na cerveja. O Cara Blond, tem em sua composicao aglicares nao
fermentaveis, contribuindo entdo com corpo da cerveja, melhorando também sua estabilidade e
reten¢cdo de espuma. Pode ser utilizado em cervejas leves, com pouco ou sem alcool e cervejas

de trigo. Sua concentragdo ndo pode exceder a 30% da mistura (MALTING, 2020)

3.2.1.6.Cara Clair

Chateau Cara Clair ¢ o malte caramelizado belga mais claro, apresentando 9 EBC, sua
utilizacao intensifica o corpo, traz suavidade a cerveja e melhora a estabilidade da espuma. No
aroma esse malte traz notas agradaveis de biscoito. Os estilos indicados para seu uso sdo Pilsner,
Bock, além de cervejas leves, com baixo teor alcodlico, seu uso ndo deve exceder 30% da mistura

(MALTING, 2020)

3.2.1.7.Chateau Cara Gold

Chateau Cara Gold, 110-130 EBC, produz um aroma forte ¢ doce de caramelo, sabor
singular de toffee e actiicar mascava. A utilizacdo deste malte proporciona a cor que varia de
dourado a ambar mais escuro.

Os estilos que em que esse malte ¢ utilizado sdo os das cervejas escuras, como o estilo
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Brown, tendo como limite de utilizacdo 20% da mistura (MALTING, 2020).

3.2.1.8.Chdteau Cara Ruby

Um malte belga caramelizado de cor intermediéria, EBC entre 45 - 55, o Chateau Cara
Ruby, assim como os maltes Cara Gold e Cara Clair produz um aroma rico e doce como caramelo
e um sabor singular de foffee, a sua utilizagdo traz a cor variando entre dourado a ambar
intermediario na cerveja. Esse malte ¢ usado em cervejas dos estilos Brown Ales, Bock, Ales

escocesas. Sua utilizacdo nao deve exceder 25% da mistura (MALTING, 2020)

3.2.1.9.Chateau Chocolat

E um malte de belga de trigo de coloragdo 800 - 1100 EBC, que passa pelo processo
rapido de torra, na qual apds alcancada a temperatura 230°C e ele é rapidamente resfriado. O fato
de ndo ter casca evita adstringéncia, amargor e o sabor seco residual (MALTING, 2020).

O Chateau Wheat Chocolat tem uma torra profunda e traz as cervejas nas quais foi
utilizado cor marrom, notas de café e sabor de chocolate. Esse malte ¢ utilizado em cervejas
escuras da escola inglesa como Stouts, Porters ou Brown ales. A utilizagdo maxima de malte é

de 20% da mistura (MALTING, 2020).

3.2.1.10. Chdteau Crystal

Malte aromatico belga marcante com cor 140-160, de poder diastatico maior, este malte
de cor caramelo-cobre proporciona as cervejas as quais foi adicionado sabor e aroma de malte e
amargor mais suave. O seu uso ¢ recomendado para cervejas em que se busca um acentuado

padrdo maltado, como cervejas estilo Ales belgas e Bocks alemas. Sua concentracdo maxima ¢

de até 20% da mistura (MALTING, 2020).

3.2.1.11. Chateau Diastatic

O malte Chdteau Diastatic de cor 2.5 - 4 EBC, ¢ um malte enzimatico que aumenta o
poder diastatico necessario na mostura, quando o mix de utilizado apresentam baixa quantidade
de enzimas ou graos ndo maltados sdo utilizados, aumentando assim a eficiéncia de conversao

durante a mostura. Esse malte pode ser utilizado em todos os estilos de cerveja tendo limite de
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utilizacao de até 30% da mistura (MALTING, 2020).

3.2.1.12. Chateau Melano

O Malte Melanoidina (Melano) tem cor 75-85 EBC. Tanto o processo de germinacdo
quanto o de secagem sdo especiais, a sua secagem ocorre de maneira lenta até a temperatura de
130°C, permitindo a formacao das melanoidinas. Esse malte apresenta aroma e sabor maltado
bem intenso. A sua utilizacdo traz a cerveja corpo, melhora a estabilidade, sabor e promove a
coloracdo avermelhada a bebida. Esse malte ¢ utilizado em cervejas amber, escuras, tipo
escocesas, cervejas de cor avermelhada como as Ales escocesas, Amber Ales, Red Ales e Ales

irlandesas. Seu limite de utilizagao ¢ de até 20% da mistura (MALTING, 2020).

3.2.1.13. Chiteau Melano Light

A principal diferenga entra o malte Chateau Melano Light, e o Chateau Melano € sua
coloragdo, tendo em sua ficha técnica as mesmas especificacoes de produgao e indicagdes para o

uso (MALTING, 2020).

3.2.1.14. Chiteau Munich Light

O malte Chdteau Munich Light ¢ um malte belga especial de cor 13-18 EBC que tem seu
processo de secagem ocorrendo em temperaturas entre 100 e 105°C. Seu uso traz a cerveja cores
proximas ao laranja e dourado, adicionando sabor maltado (MALTING, 2020).

Esse malte ¢ utilizado nos seguintes estilos Pale Ale, Amber, Brown, cervejas escuras €

fortes como Bocks. Sua utilizacdo pode ser de até 60% da mistura (MALTING, 2020).

3.2.1.15. Chateau Pale Ale

O malte Chateau Pale Ale ¢ um malte base de cor clara 7 - 10 EBC, apresentando cor mais
intensa, este malte pode adicionar um tom dourado ao mosto. Sua secagem mais extensa
proporciona sabor pronunciado de malte. As caracteristicas de secagem fazem com que ndo exista
limites para a utilizacao desse malte (MALTING, 2020)..

Os estilos de cerveja em que o malte Pale Ale podem ser usados sdo: Pale Ale e cervejas

Bitter e estilos ingleses mais tradicionais (MALTING, 2020).
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3.2.1.16. Chateau Maris Otter

O malte Maris Otter ¢ um malte base de cor 5,5 - 7,5 EBC produzido através da variedade
britanica Maris Otter. A sua utilizagdo proporciona carater maltado, cor dourada e pelo seu baixo
nivel de proteinas a formag¢do de espuma da cerveja produzida somente com esse malte € baixo
(MALTING, 2020).

Os estilos produzidos com esse malte sdo: Ales, English Ales, English Bitter e Cask Ales

(MALTING, 2020).

3.2.1.17. Pilsen Alemao

O malte Pilsen de duas fileiras de primavera ¢ um malte base, podendo ser o unico malte
na producao de cervejas claras ou como malte base para a combinagao em diferentes quantidades
com outros maltes para a elaboragdo de cervejas especiais.

Na producao deste malte sao utilizadas as cevadas de duas fileiras de primavera para a

producao de cervejas de alta qualidade.

3.2.1.18. Chiteau Rye

O malte de centeio ¢ descascado completamente e modificado com alto conteudo de B-
glucanos de cor 3-8 EBC. A sua utilizacao fornece a cerveja cor dourada, sabor sutil de centeio
e complexidade. As cervejas em que esse tipo de malte ¢ utilizado sdo as cervejas ales e lagers
de centeio, cervejas especiais e cervejas Saison. Sua utilizagdo ¢ de até 30% da mistura

(MALTING, 2020).

3.2.1.19. Chateau Special Belgium

O malte Chdteau Special Belgium de cor 260-320 EBC ¢ um malte especial obtido pelo
processo de torrefacao dupla, o intuito da utilizagdo desse malte ¢ a obtencao de cervejas de cor
de vermelha a castanho escuro, que traz em seu sabor notas de nozes, ameixa e uva passas com
mais corpo e sabor maltado (MALTING, 2020).

Esse malte ¢ utilizado na producao das cervejas dos estilos Abadias, Dubbels, Porters,
Doppelbocks e Brown Ales e sua utilizagdo ndo pode exceder a 10% da mistura (MALTING,
2020).
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3.2.1.20. Chdateau Spelt

O malte Chdteau Spelt ¢ um tipo de malte claro, 3 - 7 EBC. Produzido a partir de uma
espécie de trigo de grao duro, esse malte tem alto nivel de proteina quando comparado a outros
maltes de trigo (MALTING, 2020).

Ele fornece um sabor doce moscado e adiciona carater aromatico picante e terroso a sua
cerveja. Excelente para cervejas belgas dos estilos Saison e de Trigo (MALTING, 2020).

Esse malte ¢ utilizado em cervejas belgas Saison, cervejas de Trigo, cervejas especiais e

sua utilizagdo de deve exceder a 15% da mistura (MALTING, 2020).

3.2.1.21. Chateau Vienna

O malte Chdteau Vienna ¢ um malte base de cor 4 - 7 EBC. Nas cervejas em que ele ¢
utilizado ele produz um sabor de malte e traz aromas sutis de caramelo e toffee. O uso desse tipo
de malte traz cor dourada profunda a cerveja, trazendo corpo e complexidade a cerveja, tornando-
a encorpada e completa. Esse malte pode ser utilizado em todos os estilos de cerveja, inclusive

no estilo Vienna Lager. Nao ha limite para a utilizacdo desse malte na produ¢do de cerveja

(MALTING, 2020).

3.2.1.22. Wheat Blanc

O Wheat Blanc ¢ um malte de trigo belga de cor 5.5 EBC, ¢ utilizado em cervejas de trigo,
por ter niveis proteina superiores ele ¢ adicionado em concentracdes de 3 a 5% da mistura para
aumentar o corpo da cerveja, melhorar a estabilidade da espuma.

Esse malte ¢ utilizado na producao de cervejas de trigo, cervejas claras, cervejas com
baixo ou nenhum teor alcoolico. O limite de sua utilizagao ¢ de 35% da mistura (MALTING,

2020).

3.2.1.23. Wheat Crystal

O Wheat Crystal tem cor 140-160 EBC, ¢ um malte de trigo aromatico belga marcante e
com uma caramelizagdo especial. Sua cor caramelo-cobre proporciona sabor e aroma maltado
acentuado e um amargor mais suave as cervejas de trigo, lager, ambar e escuras Esse malte ¢

utilizado na producdo de cervejas ales belgas e Bocks alemas (MALTING, 2020).
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3.2.1.24. Wheat Munich light

Malte de trigo belga especial do tipo Miinich, apresenta a cor 16 EBC. Esse malte traz
sabor intenso de malte, produz cervejas com corpo intenso, com muitos compostos volateis e
muito aromatica (MALTING, 2020).

Esse malte ¢ utilizado nas cerveja de trigo escura, Weizenbocks, Stouts ou em menores
proporg¢des para adicionar corpo e retencao de espumas em cervejas ales  escuras. A

concentracao de utilizagdo méxima ¢ de até 30% da mistura (MALTING, 2020).

3.2.2.Lupulo

O Lupulo (Humulus lupulus L.) é uma videira perene que produz inflorescéncias,
comumente conhecidas como “cones de lipulo”, em seu interior, nas glandulas de lupulina, sdo
encontrados varios compostos importantes para a producdao de cerveja, tais como resinas de
lupulo, acidos amargos, 6leos essenciais, proteinas, ceras esteroides e flavonoides prenilados
(ALMAGUER et al., 2014; KARABIN et al., 2014).

O lapulo, em particular, traz a cerveja além do amargor, um delicado sabor de lupulo. O
seu aroma na cerveja ¢ um complexo buqué de impressdes sensoriais resultantes de muitos
compostos volateis diferentes em baixas concentragdes, muitos deles atuando de maneira
sinérgica (DE KEUKELEIRE; DE KEUKELEIRC, 2000).

A tabela 4, traz a concentracdo dos constituintes majoritarios que estdo presentes em

flores secas de lupulo.

Tabela 4 - Principais constituintes encontrados em flores secas de lupulo.

Constituintes Quantidade % (m/m)
Resinas Totais 15-30
Oleos essenciais 0,5-3
Proteinas 15
Monossacarideos 2
Polifendis 4

Pectinas 2
Aminoacidos 0,1

Ceras ¢ esteroides tragos - 25
Cinzas 8

Agua 10
Celulose /lignina 43

Fonte:(ALMAGUER et al., 2014).
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A variedade do lupulo, o local e as técnicas de cultivo, o seu grau de maturagcdo no
momento da colheita, bem como fatores de processamento como secagem, peletizagdo e
armazenamento podem influenciar na propor¢ao dos constituintes presentes nas flores de ltupulo
(DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019).

Dentre os constituintes encontrados nas flores de lipulo, temos as resinas totais do lapulo
que podem ser divididas em resinas macias e resinas duras. As resinas macias do lapulo, por sua
vez, sao divididas em duas categorias: as humulonas (a-4cidos) e as lupulonas (B-acidos) sendo
responsaveis pelo sabor amargo da cerveja, enquanto os aromas caracteristicos do lupulo sao
fornecidos pelos seus 6leos essenciais (MACHADO; FARIA; FERREIRA, 2019) .

O grupo dos a-acidos é composto por uma mistura de cinco humulonas analogas, sendo
0s seus principais constituintes a humulona, a cohumulona, a adhumulona, a prehumulona e a
poshumulona (KARAB et al., 2016).

O grupo B-acido ¢ composto pela lupulona e quatro congéneres: colupulona, adlupulona,
prelupulona e poslupulona(ALMAGUER et al., 2014).

Os principais precursores dos compostos de amargor da cerveja pertencem ao grupo dos
a-acidos. Durante a fervura do mosto na fabricagao de cerveja os a-acidos isomerizam-se em iso-
a-acidos resultando na geragao de dois isdmeros: cis-iso-a-acidos e trans-iso-a-acidos. Os iso-a-
acidos sdo os principais responsaveis gosto amargo da cerveja, pela estabilidade da espuma da
cerveja e pelas as propriedades de preservagdo da cerveja, devido as propriedades antibacterianas
apresentadas pelas isohumulonas (MACHADO; FARIA; FERREIRA, 2019).

Além do amargor o lupulo também ¢ responsavel pelo sabor e aroma presentes na cerveja,
0s compostos responsaveis por essas caracteristicas sensoriais sdo os 6leos essenciais. Os 0leos
essenciais conferem uma enorme gama de notas de aroma para os diferentes tipos de cerveja
notas de amadeirado, citrico, especiarias, floral, frutado, sulfuroso, picante, herbal, resinoso,
terroso e picante (DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019; MACHADO; FARIA; FERREIRA,
2019).

Os oleos essenciais sdo compostos por uma ampla gama de compostos, sendo os mais
predominantes o monoterpeno B-mirceno, os sesquiterpenos o-humuleno e B-cariofileno e em
menor concentracao os aldeidos, hidrocarbonetos alifaticos, acidos carboxilicos, ésteres, furanos,
alcoois superiores, cetonas, fenois e compostos sulfurados (MACHADO; FARIA; FERREIRA,
2019).

Sensorialmente os monoterpeno estdo associados as notas citricas, condimentadas,
resinosas e herbaceas, os sesquiterpenos associados as especiarias € madeiras, os €steres com

odores de frutas e doces, cetonas com notas florais e aldeidos com atributos gramados/verdes
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(GONCALVES etal., 2014; LIU; WANG; LIU, 2017; MACHADO; FARIA; FERREIRA, 2019;
MOIR et al., 2018; SALANTO et al., 2015)

Ja os compostos fendlicos contribuem na estabilizacdo e conservagdo das caracteristicas
sensoriais da cerveja devido suas caracteristicas antioxidante, antimicrobiana e da sua capacidade
de estabilizacdo de espuma da bebida (CASTRO et al., 2022).

Os lupulos podem apresentar duas finalidades a de gerar amargor ou gerar aroma. O
lupulos de amargor sdo aqueles que apresentam concentragdes de humulonas e lupulonas acima
de 5%, ja os lupulos de aroma, utilizados para gerar aroma sdo aqueles que apresentam niveis
humulonas e lupulonas abaixo de 5% conferindo a bebida aromas caracteristicos e intensos em
funcdo da composi¢cdo quimica dos seus oleos essenciais (DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019;
JORGE; TRUGO, 2003).

A complexidade de aromas e sabores da cerveja sdo obtidos através da utilizacdo de
diferentes variedades de lupulos e a aplicacdo de diferentes técnicas de lupulagem. As diferengas
quimicas e botanicas favorecem a pesquisa e desenvolvimento de novas variedades de lapulo de
dupla finalidade.

Essas variedades incluem principalmente Amarillo, Citra, Centennial, Chinook, Cluster,
El Dorado, Horizon, Mosaic, Simcoe, Sorachi Ace ¢ Tomahawk dos EUA, Dr Rudi, Green
Bullet, Nelson Sauvin ¢ Rakau da Nova Zelandia; Hallertau Blanc e Polaris da Alemanha;
Boadicea, First Gold e Wye Challenger do Reino Unido (KANKOLONGO CIBAKA et al.,
2015).

3.2.3. Adjuntos

A legislagao brasileira (BRASIL, 2019) define adjuntos cervejeiros como a cevada
cervejeira nao malteada e os demais cereais aptos para o consumo humano, malteados ou nao-
malteados, bem como mel e os ingredientes de origem vegetal, fontes de amido e de actcar aptos
para o consumo humano como alimento. A legislagdo brasileira permite que parte do malte de
cevada podera ser substituido por adjuntos cervejeiros, cujo emprego nao podera ser superior a
45% por cento em peso em relagdo ao extrato primitivo, o malte ou o extrato de malte na
elaborag¢do do malte cervejeiro.

Devido a competitividade do mercado de cervejeiro, as cervejarias tendem reduzir o custo
da producao de cerveja, para atingir esses objetivos, eles t€ém substituido cada vez mais o malte
por diversos tipos de adjuntos, mesmo sabendo que essa mudanga pode causar alteracdes

sensoriais negativas no produto final. Estima-se que entre 85-90% da cerveja mundial seja



32

produzida com adjuntos (BOGDAN; KORDIALIK-BOGACKA, 2017).

Ha uma ampla gama de adjuntos que podem ser utilizados para a produ¢do de cerveja
como o arroz, trigo, milho, sorgo, cevada ndao maltada, existindo também os adjuntos designados
como nao convencionais como a banana, o arroz preto e a pupunha. Os adjuntos além de

contribuirem com a reducdo do custo de producido da bebida proporcionam uma cerveja com

aromas ¢ sabores caracteristicos (BATISTA, 2014; PIACENTINI et al., 2017).

3.2.4. Leveduras

A qualidade da cerveja esta intimamente ligada ao desempenho bioquimico da levedura
durante a fermentacdo. O desenvolvimento do processo fermentativo ¢ influenciado pela
capacidade de floculacao da levedura, velocidade de utilizagao dos agucares fermentesciveis e o
alto rendimento da reacdo. Fatores intrinsecos e extrinsecos afetam a velocidade, qualidade da
fermentagdo e o perfil sensorial do produto final (POWELL; QUAIN; SMART, 2003)

As leveduras s3o microrganismos eucarioticos que vivem em uma ampla variedade de
nichos ecologicos, sendo a Saccharomyces um dos géneros mais importantes. As Saccharomyces
sdo fungos unicelulares eucaridticos pertencentes a ordem dos Saccharomycetales, um subfilo de
ascomicetos, que obtém carbono e energia metabolizando substratos organicos e reproduzem-se
geralmente por brotamento. A nivel metabdlico, as leveduras caracterizam-se pela sua
capacidade de fermentar carboidratos, produzindo etanol, dioxido de carbono e uma série de
compostos secundarios (MAICAS, 2020).

A importancia das leveduras na producdo de cervejas ¢ tdo grande que os estilos de
cerveja sdo baseados no tipo de fermentacao a qual ela foi submetida. As leveduras das espécies
Saccharomyces cerevisiae produzem cervejas do estilo Ale, que tem perfil de fermentagdo no
topo da dorna em temperaturas que variam entre 18 a 24 °C, ja as cervejas lagers sao produzidas
pelas leveduras das espécies Saccharomyces pastorianus que durante a fermentacao permanecem
na parte inferior da dorna e que fermentam a cerveja em temperaturas variando entre 8 a 14 °C
(BONATTO, 2021; LODOLO et al., 2008; NUNES FILHO et al., 2021)

O processo fermentativo de cervejas Lambic, ao contrario, ¢ um processo espontaneo,
portanto, sendo desenvolvido pela microbiota presentes naquele local (BASSO; ALCARDE;
PORTUGAL, 2016).

As leveduras sdao fundamentais para o processo de producao de cervejas, muito mais que
um microrganismo que converte o agucar em etanol, elas sdo responsaveis pela produgdo de

aromas e sabores responsaveis pelo perfil sensorial da cerveja, que se originam de um sistema



33

complexo de interagdes entre centenas de compostos durante o metabolismo das leveduras (HE
et al., 2014; WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

Os sabores da cerveja sdo conferidos a partir de diversos compostos que podem ser
sentidos diretamente na lingua, ja o aroma ¢ composto por volatizados que sdo percebidos através
do nariz ou retro nasalmente através da parte posterior da boca. A percepcao do sabor ou do
aroma ou uma combinagdo de ambos ¢ descrita como flavour (SAISON et al., 2009).

A interacdo dos diversos compostos formados durante a mosturacao e o metabolismos
das leveduras durante a fermentacdo gera uma infinidade de compostos que sinergicamente
equilibrados trazem a complexidade esperada em cada estilo de cerveja.

Sabores e aromas descoordenados, sdo aqueles que se desviam das caracteristicas
sensoriais intrinsecas da bebida, também chamados de off-flavors. A formacgao dos off-flavours
representa um dos grandes problemas na producao de bebidas alcdolicas. Em resumo, off-flavors
presentes nas bebidas alcodolicas tem sua formacdo intimamente ligadas as matérias-primas,
processo de produgdo e armazenamento. Entretanto, existe uma quantidade muito grande de
fatores que influenciam a sua formacao, podendo ocorrer devido falhas durante a produgao,
distribuicao e armazenamento inadequado dos produtos acabados (WU et al., 2021).

Além da producao de CO; e etanol, ¢ durante a fermentagdo que boa parte das substancias
responsaveis pelo sabor e aroma das cervejas ¢ produzida e consiste em intermediarios
metabolicos ou subprodutos do principal personagem vivo da cerveja, a levedura. Alcoois
superiores, aldeidos, ésteres, compostos de enxofre, &cidos organicos, compostos carbonilicos e
dicetonas vicinais fazem parte das substancias que sao responsaveis por diversas caracteristicas
sensoriais da cerveja (HE et al., 2014; PIRES et al., 2014) .

Portanto, as leveduras sdo de vital importancia para fornecer o teor alcodlico e o perfil

sensorial da cerveja.

3.3.  Processo de producio de cerveja

O processo de produgdo da cerveja pode ser divido em trés fases: mosturacao,
fermentacdo e acabamento. A mosturagdo inicia-se com a moagem do malte seguido seu
cozimento e fervura. A mosturacdo visa a extracdo dos agucares dos cereais malteados em
diferentes temperaturas. A segunda fase consiste na etapa fermentativa, abrangendo a
fermentacdo e a maturacdo da bebida. A terceira etapa ¢ a fase de acabamento, através da

filtragdo, carbonatagdo e envase da cerveja (AQUARONE et al., 2001).
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Figura 1 - Fluxograma das diferentes etapas do processo de producdo de cerveja.
Fonte: AMBIENTAL, 2021 .

3.3.1. Mosturacio

O processo de producdo de cerveja inicia-se na mostura, com a formag¢do do mosto, o
meio nutriente necessario para o crescimento ¢ desenvolvimento das leveduras. O malte, moido,
¢ misturado com agua. A exposicdo do amido a adgua permite que as enzimas formadas no
processo de maltagem hidrolisem os polissacarideos dos cereais para formar maltose, glicose e
outros agucares simples, soluveis em meio aquoso (NELSON; COX, 2014) .

Uma pequena parte do extrato do mosto (10-15%) ¢é constituida por substancias
originadas do malte prontamente soliveis em agua, o restante ¢ formado por produtos de
degradacdo das macromoléculas pelas enzimas do malte (AQUARONE et al., 2001).

A a-amilase ¢ uma enzima que hidrolisa as ligacdes glicosidicas a-1,4 da amilose e da
amilopectina internamente produzindo oligossacarideos, ja a f-amilase catalisa a hidrolise de
ligacdes glicosidicas a-1,4 a partir do final das cadeias nao redutoras, liberando maltose e as
dextrina-limite. A a — glucosidase e a fosforilase também sdo responsaveis pela degradagao do
amido em agucares fermentesciveis durante a fase de mosturagio (DAMODARAN; PARKIN,
2018; ESKIN; SHAHIDI, 2015). Essas enzimas sdo ativadas e inativadas em diferentes
temperaturas, o gerenciamento da temperatura de mosturacao altera as caracteristicas sensoriais
de corpo, retengdo de espuma e teor alcoolico da cerveja.

Na etapa posterior, ocorre a filtragem do material, a parte liquida ¢ encaminhada para
fervura, momento no qual ¢ adicionado o lupulo, que ird gerar amargor a bebida. Na ultima etapa
o mosto ¢ resfriado, aerado e adicionado leveduras, seguindo para a etapa de fermentacdo

(NELSON; COX, 2014).
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3.3.2. Fermentacio

A levedura Saccharomyces ¢ um microrganismo aerdbico facultativo, que se ajusta
metabolicamente tanto a presenca quanto a auséncia de oxigénio, os produtos finais da
metabolizacdo dos carboidratos vao depender das condi¢des ambientais em que as leveduras se
encontram. Isso ocorre porque o oxigénio ¢ absolutamente necessario como fator de crescimento,
para a biossintese de acidos graxos, da membrana e esterol (BORZANI; LIMA; AQUARONE,
2001; WALKER; STEWART, 2016).

Assim, em aerobiose, uma porcao dos carboidratos sdo transformados em biomassa, CO>
e H20, ja em anaerobiose, a maior parte ¢ convertida em etanol e CO». As leveduras cervejeiras
encontram no mosto 0s principais nutrientes para realizarem suas reagdes metabolicas, como
carboidratos( glicose, maltose, maltotriose, maltodextrina, sacarose e frutose), fontes de
nitrogénio (aminodcidos, compostos nitrogenados, proteinas), minerais (fosforo, potassio,
magnésio, enxofre, zinco) (WALKER, 2014).

A fermentagdo ¢ definida como a transformacao quimica de qualquer matéria organica
via metabolismo microbiano, mediada por inimeras enzimas. Do ponto de vista bioquimico ¢ a
degradagdo anaerobia da glicose ou de outros nutrientes organicos para obten¢do de energia,
conservada como ATP (adenosina trifosfato). A glicélise difere entre as espécies apenas nos
detalhes de sua regulagdo e no destino metabdlico subsequente do piruvato formado. Leveduras
e outros microrganismos fermentam glicose em etanol e CO2 (HUANG et al., 2020; NELSON;
COX, 2014).

Por ser uma levedura fermentativa a S. cerevisiae pode facilmente fermentar
monossacarideos como glicose, frutose, manose, galactose, sacarose, maltose e maltotriose em
etanol e dioxido de carbono, através de uma sequéncia de reagdes catalisadas por enzimas
chamada glicolise, convertendo a glicose em 4cido piravico, que de maneira sucinta pode ser
definida como (NELSON; COX, 2014; WALKER, 2014):

Glicose + 2ADP + 2Pi + 2NAD" — 2Piruvato + 2ATP + 2NADH" + 2H"

Esta via bioquimica favorece o crescimento celular, fornecendo as células de levedura
energia e poder redutor na forma de NADH". A fermentagdo alcoolica envolve a rota metabdlica
de Embden Meyerhof-Parnas, essa rota ¢ composta por dez reacdes, podendo ser dividida em
duas etapas, a fase preparatoria, na qual as cinco primeiras etapas estdo incluidas, os carboidratos
sao metabolicamente ativados por fosforilacdo consumindo 2 ATPs gerando um agtcar de seis
carbonos, frutose-1,6-bisfosfato, sendo posteriormente dividido pela aldolase para produzir dois

moles de triose fosfato. Durante a fase de geracdo de energia, as trioses fosfatos sdo reativadas,
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gerando dois compostos: o primeiro 1,3-bisfosfoglicerato e em seguida, dcido fosfoenolpiruvato.
Assim, a fosforilacao adicional forma dois difosfatos de triose em que quatro atomos de H sdo
aceitos por duas moléculas de NAD". Por fim, nas ultimas etapas da glicolise, sdo formadas
quatro moléculas de ATP, resultando na formagao de duas moléculas de acido pirtivico, com 2

moléculas liquidas de ATP produzidas (NELSON; COX, 2014; PAIXAO, 2018)

Condigoes AcetiI-COA

aerdbias

_ Ciclo do
Acido Citrico

Glicdlise

Glicose| ™ | Piruvato

CO, + H,0

Condigoes

anaerébias Etanol + c02

Figura 2 - Destinos catabdlicos do piruvato formado durante a glicolise.
Do ponto de vista energético, a fermentagdo ¢ menos favoravel do que o metabolismo

respiratdrio, por esse motivo essa via metabolica ¢ utilizada pelas S. cerevisiae em condig¢des
aerdbicas quando os niveis de glicose forem mantidos muito baixos, devido efeito crabtree que
reprime a respiracao e leva a produgdo de etanol, resultando em baixo rendimento celular
(IMURA et al., 2018; WALKER, 2014; WALKER; STEWART, 2016)

Durante o processo fermentativo, o piruvato pode ser convertido em diversos compostos,
inclusive moléculas de hidrogénio, CO> e alguns metabdlitos organicos, enquanto, durante a
respiragdo celular, o piruvato segue para via do acido citrico, onde ocorre sua completa oxidagao
para CO; e H,O (NEVES, 2003)

Para finalizag¢do da produ¢ao do CO; e do etanol, ainda restam duas etapas, na primeira
etapa, o piruvato ¢ descarboxilado em uma reagao irreversivel catalisada pela enzima piruvato-
descarboxilase, gerando acetaldeido e na segunda etapa, o acetaldeido ¢ reduzido a etanol pela
acdo da alcool-desidrogenase, com o poder redutor fornecido pelo NADH derivado da

desidrogenac¢ao do gliceraldeido-3-fosfato (NELSON; COX, 2014)

o-

O o,
C o H OH
| t N |
c=0 C ————— CH,
‘ Piruvato-descarboxilase | Alcool-desidrogenase ]
CH, CH, CH,
Piruvato Acetaldeido Etanol

Figura 3 - Processo de formagdo do etanol através da via glicolitica.

Durante o metabolismo das leveduras sdo formados além do etanol e didxido de carbono,
diversos outros compostos, tais como propanol, hexanol, alcool benzilico e alcool isoamilico,
diversos ésteres, varios compostos carbonilicos como acetato de etila, acetato de isoamila, acetato

de benzila, acetaldeido e 2,3-pentanodiona, sendo derivados do metabolismo de aminoacidos e
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acidos graxos. Essas moléculas, dependendo de sua concentragdo, t€ém um papel fundamental
para conferir diferentes aromas e sabores (OLANIRAN et al., 2017; SCIOLI et al., 2022) .

Os aldeidos sao formados durante a preparacao do mosto, a partir de processos como
reacOes de Maillard e oxidacao lipidica e em funcao das vias anabolicas e catabdlicas para maior
formagdo de alcool durante o processo de fermentacdo (OLANIRAN et al., 2017).

O acetaldeido se acumula durante o periodo de crescimento ativo. Porém, os niveis
geralmente diminuem nas fases estacionarias de crescimento, no final da fermenta¢do. Como
com alcoois superiores e ésteres, a extensao do acimulo de acetaldeido ¢ determinada pela cepa
de levedura e pelas condig¢des de fermentacdo. Embora a cepa de levedura seja de importancia
primaria, a concentragdo elevada de oxigénio no mosto, a taxa de dosagem de leveduras e a
temperatura favorecem o acumulo de acetaldeido (STEWART, 2003).

Quantitativamente, o acetaldeido ¢ o aldeido mais importante do metabolismo das
leveduras, pois ele ¢ o principal aldeido a ser considerado devido a sua importancia como
intermediario na formacdo de etanol e acetato. Quando o acetaldeido presente na cerveja em
concentracdes acima de seu limite deteccao (10 a 20 mg/L), ele se transforma em um off-flavor
com caracteristicas sensoriais de aromas de “gramineo” ou “maca verde” (LIU et al., 2018a;
OLANIRAN et al., 2017).

De acordo com a Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC), hé evidéncias
suficientes em animais para demonstrar a carcinogenicidade do acetaldeido (BAXTER, E.;
HUGHES, S, 2001; LACHENMEIER; SOHNIUS, 2008; LIU et al., 2018a; LIU; PILONE, 2000;
MIYAKE; SHIBAMOTO, 1993)

Muitas reacdes que produzem compostos carbonilicos sdo favorecidas por altas
temperaturas e, portanto, ocorrem principalmente durante o processo de mosturagdo, podendo se
ligar ao grupo amino de um aminoacido, peptideo ou proteina, produzindo uma imina nao volatil

que pode persistir na cerveja final (WAUTERS; BRITTON; VERSTREPEN, 2021).

3.3.2.1.Metabolismo da Saccharomyces e os metabdlitos de influéncia nas caracteristicas

sensoriais da cerveja produzidos durante a fermentacao

Além da produgdo de CO; e etanol, ¢ durante a fermentacdo que a grande maioria das
substancias responsaveis pelo sabor e aroma da cerveja sdo produzidas e consiste em
intermediarios metabolicos ou subprodutos do principal personagem vivo da cerveja, a levedura.
Alcoois superiores, aldeidos, ésteres, compostos de enxofre, 4cidos organicos, compostos

carbonilicos e dicetonas vicinais (VDK’s), se originam do metabolismo da levedura durante a



38

fermentagdo primaria e sdo elementos produzidos pela levedura, que irdo determinar a qualidade
final e palatabilidade da cerveja. Embora os dlcoois superiores e os ésteres sejam constituintes
volateis desejaveis de uma cerveja agradavel, os VDK’s sdo frequentemente considerados como
sabores off-flavors. (HE et al., 2014; PIRES et al., 2014).

Relata-se que cerca de 200 compostos carbonilicos contribuem para o sabor da cerveja e
de outras bebidas alcoolicas. Concentracdes excessivas de compostos de carbonila sdo
conhecidas por causar sabor rangoso na cerveja. Os efeitos dos aldeidos na estabilidade do sabor
sdo relatados como notas gramineas (propanol, 2-metil butanol pentanol) e gosto de papel (trans-
2-nonenal, furfural(STEWART, 2003).

Os sabores da cerveja sdo conferidos a partir de sabores que podem ser sentidos
diretamente na lingua, ja o aroma sao compostos volatizados que podem ser percebidos através
do nariz ou retro nasalmente através da parte posterior da boca. A percepcao do sabor ou do
aroma ou uma combinagdo de ambos ¢ descrita como flavour (SAISON et al., 2009).

A interac¢do dos diversos compostos formados durante a mosturacdo e o metabolismos
das leveduras gera uma infinidade de compostos que sinergicamente equilibrados trazem a
complexidade esperada em cada estilo de cerveja.

Sabores descoordenados, ou seja, sabores que se desviam do estilo intrinsecos das bebidas
alcoodlicas sao chamados de off-flavors. A formacgao e eliminagdo dos off-flavours representam
um problema importante na producdo de bebidas alcdolicas. Em resumo, off-flavors presentes
nas bebidas alcdolicas tem sua formacdo intimamente ligadas as matérias-primas, processo de
producdao e armazenamento. Entretanto, existe uma quantidade muito grande de fatores que
influéncia a sua formagdo, podendo ocorrer devido falhas durante a produ¢do, distribuicao e

armazenamento inadequado dos produtos acabados.(WU et al., 2021).

3.3.2.2.Acidos Orgénicos

A produgdo e a excre¢do dos acidos organicos pelas leveduras ocorre durante o
crescimento oxidativo através do ciclo do acido acético (TCA), além de gerar energia e realizar
a sintese de aminodcidos e lipidios (REZAEI et al., 2015; XU et al., 2019).

O 4cido succinico ¢ o acido organico de maior expressdo gerado durante a fermentagdo
alcoolica, que ¢ formado pela fase oxidativa TCA (AMARAL, 2009).

As leveduras podem produzir perfis de acidos organicos diversificados em cervejas,
principalmente no que diz respeito aos acidos acético, latico e succinico, fator essencial na

qualidade dessa bebida (COLOMBO et al., 2021).
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Os acidos organicos presentes na cerveja fornecem informagdes importantes sobre a
qualidade e o historico do produto, determinando propriedades sensoriais e sendo indicadores
uteis do desempenho fermentativo. A sua importancia ¢ dada pelo seu efeito no sabor e na vida
util da cerveja, como uma medida de eficiéncia forma de distingdo entre os diferentes tipos de
cerveja, o que permitird dar indicagdes sobre as diferengas na composi¢do das matérias-primas
utilizadas e nas varia¢des das técnicas de fermentagio (CORTACERO-RAMIREZ et al., 2005;
RODRIGUES et al., 2010).

A tabela 05 traz os principais acidos organicos encontrados na cerveja.

Tabela 5 - Acidos orgdnicos comumente encontrados em cervejas.

Acido Niveis tipicos (mg /L) Limite de deteccdo (mg /L) Descricao do flavour
Acético 175 30-200 Acido, vinagre
Propanoico 150 1-5 Acido, vinagre, leite
Butanoico 3-16 0,5-1,5 Manteiga, queijo, suor
Isobutirico 30 0,1-2 Doce, amargo, azedo
Valérico 8 0,03-0,1 Doce, suor humano
2-metilbutirico 2,0 0,1-0,5 Queijo, lipulo velho,
doce
3-metilbutirico 1,5 0,1-2 -
Caprilico 15 2-12 Cheiro de cabra
Latico 400 20-80 Acido
Pirtvico 300 15-150 Acido, salgado, gramineo
Succinico - 16-140 -

Fonte: BAXTER, E.; HUGHES, S, (2001).

Esses acidos sdo essenciais para o perfil de sabor e pode ser indicadores de
contaminagao de bactérias, podendo apresentar sabor acido, que pode ser intencional durante a
fermentacdo de cervejas acidas ou ndo intencional, devido a deterioracgao. O tipo e a quantidade
de acidos organicos gerados durante a fermentagdo dependem da cepa de levedura e do protocolo

de fermentacao usado (ANDERSON et al., 2019).
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3.3.2.3.Aminoacidos

Todos os aminoacidos sao derivados de intermediarios da glicolise, no ciclo do &cido
citrico (TCA). O elo entre a glicolise e a via do TCA ¢ a acetil CoA que ¢ gerada pela enzima
piruvato desidrogenase ou pelo desvio do piruvato, do ponto de vista sensorial os aminoéacidos
estdo ligados a formacao de diversos compostos aromaticos, sendo eles importantes precursores
de aldeidos e de alcoois superiores (FERREIRA; GUIDO, 2018; FLORES et al., 2000).

O TCA desempenha um papel central no crescimento oxidativo das Saccharomyces.
Essa via fornece equivalentes redutores usados pela cadeia respiratoria para produzir energia na
forma de ATP, além de desempenhar um papel importante nos processos biossintéticos,
especialmente aqueles que geram aminodcidos (CAMARASA; GRIVET; DEQUIN, 2003).

No mosto, a concentragao de alguns aminoacidos, como isoleucina, valina, fenilalanina,
glicina, alanina, tirosina, lisina, histidina, arginina e leucina, sdo considerados importantes.
Mudangas nas concentragdes desses aminoacidos no mosto irdo influenciar o metabolismo do
nitrogénio, porque os aminoacidos da levedura sdo predominantemente derivados dos
aminoacidos do mosto (FERREIRA; GUIDO, 2018).

Os aminodcidos encontrados na cerveja sdo alanina, arginina, asparagina, valina,
treonina, isoleucina, prolina, serina, leucina, acido aspartico, serina, glicina, metionina, acido
glutdmico , fenilalanina, tirosina , lisina , arginina, histidina, cistina 1 -Ornitina, &cido o-
aminobutirico (GABA) (CORTACERO-RAMIREZ et al., 2003; ERBE; BRUCKNER;
BRUCKNER, 2000; GARZA-ULLOA; CANTU; GAJA, 1986)

3.3.2.4.Alcoois

Os éalcoois constituem uma parte importante dos subprodutos formados durante a
fermentagdo da cerveja. Sua formagdo estd ligada a sintese de proteina de levedura e sdo
formados a partir de cetoacidos, que por sua vez podem ser formados por transaminag¢do ou
desaminacao dos aminodcidos, ou sintetizados a partir de carboidratos presentes no mosto
(CORTACERO-RAMIREZ et al., 2003).

Também conhecidos como alcoois fusel, os alcoois superiores sdo os compostos
sensoriais mais abundantes na cerveja. A levedura absorve os aminoacidos presentes no mosto,
dos quais retiram o grupo amino, para que possa ser incorporado em suas proprias estruturas, o
que resta do aminoacido o a-cetoacido entra em uma reagao em cadeia irreversivel que acabara

por formar alguns subprodutos, dentre eles os alcoois superiores (PIRES et al., 2014).
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A tabela 06 traz dlcoois comumente encontrados em cervejas, seu niveis encontrados,

seu limite de deteccdo e a sua contribuicdo para o aroma (BAXTER, E.; HUGHES, S, 2001).

Tabela 6 - Alcoois comumente encontrados em cervejas.

Alcool Niveis tipicos (mg/L ) Limite de detec¢iio (mg/L ") Descri¢ao do flavour
Metanol 0,5-3,0 10.000 Alcool, solvente
Etanol 20.000-80.000 14.000 Alcodlico forte
1-propanol 3-16 700 Alcodlico
2-propanol 3-6 1500 Alcoodlico
2-metilbutanol 8-30 65 Alcool, vinico, banana
3-metilbutanol 30-70 70 Alcool, vinico, banana
2-feniletanol 8-35 125 Rosas, amargas, perfumadas

1-Octen-3-ol 0,03 0,2 Grama recém-cortada,

perfume
2-decanol 0,005 0,015 Coco, anis
Glicerol 1200-2000 - Adocicado, viscoso
Tirosol 3-40 200 Amargo, quimico

Fonte: BAXTER, E.; HUGHES, S, (2001).

A biotransformacao dos aminodcidos em 4alcoois superiores ocorrem através da
transamina¢do dos aminoacidos, transformando-os em a-cetodcidos, posteriormente eles sao
descarboxilados através da enzima descarboxilase, por fim reduzidos através da enzima alcool
desidrogenase (CORTACERO-RAMIREZ et al., 2003; KROGERUS; GIBSON, 2013; PIRES
etal., 2014).

A figura 04 mostra o processo de biossintese dos alcoois superiores a partir de seus

aminoacidos percursores.

O\ /OH 0\\ /OH co, o OH
C , C J I . |
| = > | » « - CH;
/Cﬂ Transaminagao /C\ Descarboxilagdo R/ \H Reducgdo |
R NH, R (0] R

Figura 4 - Biossintese de alcoois superiores a partir de aminoacidos
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A tabela 7 traz os dlcoois superiores e seus aminoacidos precursores.

Tabela 7- Alcoois superiores € seus respectivos precursores.

Aminoacido percursor Alcool Superior
Cisteina 2- mercaptoetanol
Isoleucina 2-metil-butanol
Metionia metionol
Leucina Alcool isoamilico
Fenilalanina 2-fenil-etanol

. 1 — propanol
Treonina 1-butanol
Triptofano Triptofol
Tirosina Tirosol
Valina Isobutanol

Fonte: BAXTER, E.; HUGHES, S, (2001)

3.3.2.5.Esteres

Os ésteres sao componentes importantes do sabor que conferem sabores e aromas florais
e frutados a cervejas, vinhos e destilados. Sua presenca ¢ desejavel em concentracdes
apropriadas, mas a falha em controlar adequadamente a fermentagdo pode resultar em niveis
inaceitaveis de ésteres de cerveja. Os ésteres sensorialmente importantes encontrados na cerveja
incluem acetato de etila, acetato de isoamila, acetato de isobutila, caproato de etila e acetato de
2-feniletila (STEWART, 2003).

Os ésteres sao formados pela condensagdo enzimatica de 4cidos orgénicos e alcoois, em
comparacao com outros metabolitos de levedura, os ésteres sdo apenas oligoelementos. No
entanto, apesar de se apresentarem em baixas concentracdes na cerveja, eles sao os elementos
aromaticos mais importantes produzidos pela levedura (PIRES et al., 2014).

A formacao dos ésteres ocorre através da reacao de condensacdo entre acetil/acil-CoA
e um alcool. Os ésteres podem ser divididos em duas categorias diferentes, ésteres acetato e
¢steres etilicos de acidos graxos (DZIALO et al., 2017).

O primeiro grupo ¢ formado por ésteres sintetizados a partir do &cido acético (acetato)
com etanol ou um alcool superior. Embora sejam encontrados dezenas de ésteres na cerveja, seis
deles sdo de grande relevancia como constituintes aromaticos: acetato de etila (aroma de
solvente), acetato de isoamila (aroma de banana), acetato de isobutila (aroma frutado), acetato de
fenil etila (aroma de rosas e mel), hexanoato de etila (doce aroma de magd) e octanoato de etila
(aroma de maca acida) (PIRES et al., 2014).

A tabela 8 traz os principais ésteres encontrados na cerveja, suas caracteristicas

sensoriais e seu limite de deteccao.
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Tabela 8 - Principais ésteres encontrados em cerveja.

Ester Niveis tipicos (mg / 1-1) Limite de detec¢do (mg /L") Descriciao do flavour
Acetato de etila 10-60 30 Solvente, doce
Acetato de Isoamila 0,5-5,0 1 Banana, solvente
Hexonoato de Etila 0,1-0,5 0,2 Maga, frutado, doce
Octanoato de Etila 0,1-1,5 0,5 Maga, frutas tropicais,
doce
Acetato de fenetila 0,05-2,0 3 Rosas, mel, maga, doce
Nicotinato de etila 1,0-1,5 2 Granulado, perfume

Fonte: BAXTER, E.; HUGHES, S, (2001)

Para serem sintetizados em ésteres, os acidos organicos devem ser ligados a uma
coenzima A para formar uma molécula de acil-CoA. A grande maioria da acetil-CoA produzida
pelas células de levedura provém da descarboxilacdo oxidativa do piruvato. Na auséncia de
oxigénio, o acetil-CoA sera esterificado enzimaticamente com um alcool para formar os ésteres
de acetato. Além disso, os ésteres etilicos de 4cidos graxos de cadeia média sdo formados a partir
de cadeias mais longas de acil-CoA com etanol (PIRES et al., 2014).

Os ésteres que demandam maior preocupacao do fabricante de cerveja sdo o acetato de
etila e o denominado acetato de isoamila, que na verdade ¢ uma mistura de acetatos de 2 e 3-
metilbutila. Os seus niveis sdo influenciados por varios fatores, incluindo a gravidade (densidade)
do mosto e a quantidade de oxigénio a que a levedura ¢ exposta. Dessa forma, os fatores como
altos niveis de oxigénio e baixos niveis de lipidios no mosto, reduzem a produgdo de ésteres e
vice-versa. No entanto, talvez o principal fator que influencia a concentragdo de ésteres
produzidos seja a propria cepa de levedura, com algumas cepas gerando diferentes concentragdes

e tipos ésteres do que outras (BAXTER, E.; HUGHES, S, 2001).

3.3.2.6.Dicetonas Vicinais

As dicetonas vicinais (VDK’s) sdo produzidas durante o metabolismo dos aminoacidos
na fermentacdo, mas, ao contrario dos alcoois, sdo produzidas apenas pela via anabdlica. Elas
sao derivadas da descarboxilagdo oxidativa nao enzimatica do excesso de a-aceto-hidroxiacido
que extravasou da via biossintética da isoleucina-valina na levedura. As dicetonas vicinais sao
caracterizadas por fortes aromas e sabores de “caramelo”, “manteiga” e “toffee”, podendo ser
percebido positivamente ou negativamente dependendo da bebida. VDK’s sdo geralmente
consideradas indesejaveis em cervejas tipo lager, que exigem um perfil de sabor limpo e em

concentracdes acima dos limiares de sabor resulta em um sabor desagradavel (FERREIRA;
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GUIDO, 2018; KROGERUS; GIBSON, 2013).

Os compostos aromatizantes diacetil e 2,3-pentanodiona sdo VDK’s formadas pela
descarboxilagdo oxidativa extracelular de metabolitos intermediarios da via biossintética da
isoleucina, leucina e valina (VAN BERGEN et al., 2016)

As dicetonas vicinais, sdo compostos contendo duas ligacdes duplas de carbono-
oxigénio adjacentes, podem ser produzidas durante a fermenta¢do por meio da descarboxilagdo
ndo enzimatica de intermedidrios nas vias anabdlicas da valina e da isoleucina. Durante a
fermentacdo, o piruvato pode ser convertido em varios compostos de carbono, como o
acetolactato. O acetolactato pode entdo ser desviado para a sintese de valina e leucina. A
ineficiéncia da via de biossintese de valina durante o crescimento resulta em um acimulo de
acetolactato que ¢ secretado para o meio. Da mesma forma, durante a biossintese de isoleucina,
acetohidroxibutirato ¢ produzido e ¢ secretado. Ambos os compostos sdo convertidos nao
enzimaticamente em VDK’s: a descarboxilagdo do acetolactato forma diacetil (2,3-butanediona),
enquanto a descarboxilagdo do aceto-hidroxibutirato forma 2,3-pentanodiona. No final da
fermentacdo, esses compostos podem ser reabsorvidos pelas leveduras e convertidos em acetoina,
e posteriormente 2,3-butanodiol, e 3-hidroxi-2-pentanona por vérias redutases (VAN BERGEN
et al., 2016).

As principais enzimas envolvidas nessas vias biossintéticas que foram caracterizadas
incluem treonina desaminase (ILV1), acetolactato sintase (ILV2), acetohidroxiacido
redutoisomerase (ILV5), dihidroxiacido desidratase (ILV3) e transaminases de aminodcidos

ramificados (Transaminase). (VAN BERGEN et al., 2016).

Carboidratos Treonina
l Glicolise l ILV 1
Piruvato a - cetobutirato
l ILV 2 l ILV 2
Diacetil ¢ o - acetolactato o - hidroxibutirato == 2 3-pentanodiona
l l ILVS l ILVS
i 3-hidroxi-2-pentanona
Acetoina dihidroxi-isovalerato dihidroxi-B-metil valerato
ILV 3 l ILV 3 )
2,3-butanodiol l Pentanodiol

d - coto - isovaierato a - ceto - B-metil valerato

l Transaminase lTransaminase

\Valina Isoleucina
Figura 5 - Esquema de reag@o para reducdo enzimatica para a formagao de dicetonas.
Fonte: adaptado de VAN BERGEN et al., (2016).
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Além de produzir precursores de VDK’s, as células de levedura sao capazes de reduzir
diacetil e 2,3-pentanediona a acetoina, 2,3-butanodiol e 2,3-pentanodiol, que por sua vez t€ém
limiares de sabor mais elevados e raramente influenciam as propriedades sensoriais da cerveja.
A reducao de VDK pela levedura comega durante o inicio da fermentacdo, mas as concentragdes
normalmente ainda estdo acima dos niveis de limiar no final da fermentagdo, necessitando de
uma matura¢do secundaria adicional ou estagio de lagering para remover o excesso de VDK. A
remogao do diacetil ¢ um dos principais objetivos da maturacdo da cerveja.(KROGERUS;
GIBSON, 2013)

A tabela 9 traz as principais dicetonas vicinais encontradas na cerveja, seu limite de

deteccdo e a descri¢do do flavor apresentado.

Tabela 9 - Dicetonas vicinais e seus componentes reduzidos encontrados na cerveja.

Dicetona Vicinal Niveis tipicos (mg /L") Limite de detec¢iio (mg /L) Descri¢ao do flavour
2,3-pentanodiona 0,001 -0,4 0,07 - -0,15 Caramelo

3 — hidroxi — 2 — butanona 1-10 17 Frutado, amadeirado, mofado
2,3 - butanediol 50-150 4500 Borracha, doce, aquecimento,.
2,3 — pentanodiol 0,01 -015 0,9 Caramelo, frutado.

3 — hidroxi — 2 — pentanona 0,05 0,07 -

Fonte: BAXTER, E.; HUGHES, S (2001).

3.4. TIPOS DE CERVEJA

Embora todas as cervejas sejam fabricadas com matérias-primas como agua, malte, lapulo
e levedura os varios estilos de cerveja fabricados apresentam grande variagao de sabor e cor,
sugerindo diferengas em seus perfis quimicos (ANDERSON et al., 2021; PFERDMENGES et
al., 2022) .

Os estilos de cerveja sdo baseados no tipo de fermentacdo. As leveduras das espécies
Saccharomyces cerevisiae produzem cervejas do estilo Ale e as Saccharomyces pastorianus

produzem cervejas do estilo Lager (BONATTO, 2021; NUNES FILHO et al., 2021).

3.4.1. Ale

As cervejas do tipo ale sao produzidas apds um processo de fermentacao em temperaturas

acima das temperaturas utilizadas para a producao de cervejas lager, neste processo a levedura

permanecem na superficie da dorna, com temperatura de fermentagao variando de 15 a 25 °C, as
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leveduras, tipicas para a produgdo de cervejas de alta fermentacdo Saccharomyces cerevisiae,
desenvolvem-se a temperatura ambiente e resistem a concentragdes mais altas de etanol, até 12%.
Quando estdo em atividade as células de levedura se acumulam no topo das dornas como uma
espuma densa. Estes tipos de cervejas t€ém um sabor pronunciado de lapulo e tém teor alcoolico

entre 4% e 8% (KEUKELEIRE, 2000; TAFULO et al., 2010.

3.4.2. Lager

As cervejas lager t€ém uma fermentacdo profunda ou “baixa”, cepas de levedura,
apropriadas para cervejas de fermentacdo deste tipo de fermentagdo, Saccharomyces
carlsbergensis, estdo ativas a temperaturas abaixo dos 5 °C, assim assentam no fundo da dorna
de fermentacdo apos a produgdo de cerca de 5% de etanol (KEUKELEIRE, 2000; TAFULO et
al., 2010).

A ultima fase de producdo das cervejas lagers ¢ composta por um longo periodo de
armazenamento em temperaturas baixas, resultando em uma cerveja clara e com perfil sensorial
limpo (BAMFORTH, 2017).

A fase final d4 nome a esse tipo de cerveja, tendo uma grama grande de tipos de cervejas
produzidas através deste processo, com grande variedade de cores e sabores. Essas caracteristicas
fizeram com que esse tipo de cerveja se tornasse a cerveja mais produzida e consumida em todo
mundo. Alguns exemplos dos estilos de cervejas lager sao Bock, Helles, Marzen e Pilsener

(BLANCO; NIMUBONA; CABALLERO, 2014; DA SILVA, 2021)

3.5. COMPOSTOS INDESEJADOS (OFF-FLAVORS) E NOCIVOS A SAUDE
PRODUZIDOS DURANTE A FABRICACAO DE CERVEJAS

Diante da diversidade de compostos presentes na cerveja, a concentracdo deles pode
desempenhar papeis positivos ou negativos no produto acabado. Quando a concentragdo de
determinados compostos ¢ muito elevada eles se tornam indesejaveis do ponto de vista sensorial.
Portanto a identificacao de cada um dos compostos e seus limites de detec¢do sao importantes,
para em um primeiro momento caracteriza-los como sabores e aromas agradaveis ou off-flavours.

Podemos dividir essa classe de compostos em compostos intrinsecos ao processo de
producao de cervejas, ou seja, os que sao produzidas de maneira espontanea durante o processo
fermentativo podendo sua concentragao ser aumentada por erros de processo € os extrinsecos que

sd0 compostos originados de contaminacdo de matérias-primas, erros de processamento ou
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armazenamento.

3.5.1. Hidroximetilfurfural

O 5-hidroximetil-2-furaldeido (5-HMF) surge em alimentos durante o processamento
térmico, especialmente em condi¢des acidas. A exposicao ao 5S-HMF ¢ inevitdvel para os seres
humanos, uma vez que ¢ presente em uma enorme gama de alimentos, incluindo mel, pao,
cerveja, café, sucos de frutas e alho preto. (LEE et al., 2019)

O escurecimento dos alimentos durante o cozimento ou durante a estocagem se deve
geralmente a reagdo quimica entre os agucares redutores, principalmente a a -glicose e grupos
amina primarios, essa reacao ¢ chamada de reacao de Maillard, dentre os produtos intermediarios
dessa reagdo temos um derivado furano chamado 5-hidroximetil-2-furaldeido, mais conhecido
como hidroximetilfurfural (5-HMF) (DAMODARAN; PARKIN, 2018).

A exposicao excessiva ao hidroximetilfurfural (5-HMF) induz efeitos colaterais graves
(LT et al., 2020). Estudos demonstraram que o 5-HMF apresenta diversos efeitos na saude
humana, incluindo carcinogenicidade, transformagdo neoplésica, hepato e nefrotoxicidade,
tornando a reducdo do 5-HMF em alimentos uma importante questdo de seguranca alimentar
(LEE et al., 2019)

Contaminantes neoformados (NFCs) sao compostos que se formam durante os processos
de aquecimento ou preservacao e exibem possiveis efeitos prejudiciais aos humanos. Dentre os
diversos NFCs descritos na literatura, o 5-hidroximetilfurfural (HMF) tem chamado a aten¢do da
comunidade cientifica nos ultimos anos. Tanto a acrilamida quanto o HMF sdo considerados
provavelmente ou potencialmente carcinogénicos para humanos ou podem ser metabolizados por
humanos em compostos potencialmente carcinogénicos. Acrilamida e 5-HMF sdao formados
principalmente por meio da Reacdo de Maillard e podem ser considerados os contaminantes
induzidos pelo calor. A ingestdo alimentar de 5-HMF estd na ordem de mg / kg, muito acima da

de outros toxicos alimentares. (CAPUANO; FOGLIANO, 2011)

3.5.2. Carbamato de Etila

O carbamato de etila (uretana) ¢ um carcindgeno genotoxico e encontrado em produtos
alimenticios fermentados, como como pao, iogurte e bebidas alcodlicas como vinho, cerveja,
saqué e, principalmente, em bebidas fermento-destiladas como uisque, rum, vodca, grapa,

cachaca. A Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC) classificou o carbamato de etila
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como carcindogeno do Grupo 2A. (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002; GOWD et al., 2018;
MONAKHOVA; KUBALLA; LACHENMEIER, 2012)

O principal mecanismo de formagdo do carbamato de etila ocorre através do
metabolismos das leveduras no decorrer do processo fermentativo, a degradacao enzimatica da
arginina resulta em ureia posteriormente reagindo com etanol produzindo entdo o carbamato de
etila (ADRIANA; BEATRIZ; GLORIA, 2008; BRUNO et al., 2007).

A Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentagdao e a Agricultura (FAO/OMS)
estimou que o Limite Inferior da Dose de Referéncia (BMDL) de carbamato de etila ¢ 0,3 mg/kg
peso corporal por dia, e a ingestdo dietética diaria média de carbamato de etila em alimentos ¢é
de aproximadamente 15 ng/peso corporal por dia. Entretanto, com o consumo de bebidas
alcodlicas essa estimativa aumentaria para 80 ng/kg peso corporal por dia (FAO / OMS, 2006).

A Comissdo Europeia recomenda como nivel maximo de ingestdo 1 mg.L™! de carbamato

de etila para destilados de frutas com carogo (EU, 2010).

3.6. CONTROLE DE QUALIDADE DE CERVEJAS

A instru¢do normativa 65/2019 do MAPA, estabelece os padrdes de identidade e
qualidade para os produtos de cervejaria. Este documento traz a defini¢ao das principais matérias-
primas utilizadas na producgdo de cerveja, a classificacdo das cervejas de acordo com a sua
graduacao alcodlica e tipos de malte utilizados em sua fabricagdo, além de descrever quais saos
as matérias-primas que podem ser utilizadas para a producdo de cerveja e por fim quais sdo os
parametros fisico-quimicos, microbioldgicos, organolépticos e os teores maximos dos
contaminantes permitidos na bebida comercializada no Brasil.

A tabela 10 traz os parametros fisico-quimicos exigidos pelo Ministério da Agricultura,

Pecudria e Abastecimento para a comercializagao de cervejas no Brasil.

Tabela 10 - Parametros fisico-quimicos exigidos na IN 65/2019 para cervejas comercializadas no Brasil.

Parimetros Minimo Maximo
Graduacdo alcoodlica, %v/v a 20°C, para cervejas 0,5 54
Graduacao alcodlica, %v/v a 20°C, para cervejas sem alcool cerveja sem élcool - 0,5
Graduagao alcoodlica, %v/v a 20°C, para cervejas zero alcool. - 0,05
Extrato primitivo, % m/m 5 -
Quantidades de adjuntos na cerveja do Ep, (% m/m) - 45
Quantidades de adjuntos na cerveja puro malte Ausente

Corantes artificiais Ausente
Edulcorantes Ausente

Atualmente, ¢ permitida a associagdo de adjuntos de origens botanicas (cereais, maltes de
cereais, cascas de frutas, frutas, extratos e etc.) e animais (lactose, mel) em variadas proporcdes

tornando ainda mais complexa a matriz quimica da cerveja. A diversidade de matérias primas
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traz um grande desafio para o controle de das matérias-primas utilizadas e da quantificacao de
adjuntos utilizados (V. MULLER; P. GUIMARAES; GHESTI, 2021).

O RMN 'H além de reprodutivel e nio destrutivo é capaz de fornecer uma gama de
informacdes sobre uma variedade de compostos quimicos na cerveja, em uma analise e sem e
nenhuma preparacao significativa da amostra. Boa parte dos métodos desenvolvidos utilizando
essa técnica tem como objetivo discriminar e classificar cervejas de diferentes tipos e estilos (DA
SILVA etal., 2019b).

Dentre os parametros preconizados na IN65/2019 a RMN pode ser utilizada para
quantificar a graduagdo alcoolica, avaliar qualitativamente a presenca de alguns adjuntos por
exemplo a lactose, ser utilizada para avaliar a falsificacdo de bebidas a partir do espectro
padrao, avaliar a presenga de contaminantes advindos das matérias-primas e/ou de falhas no

Processo.

3.7.  RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Com o decorrer dos anos ¢ possivel observar o crescimento gradativo da Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e a sua importancia como técnica analitica.

A utilizagdo da RMN, conhecida como espectroscopia de RMN, tem sua utilizagdo datada
ha mais de 70 anos. A observacao do efeito de RMN em so6lidos e liquidos remonta aos anos
1940, quando Isidor Rabi mediu as propriedades magnéticas de alguns nticleos que recebeu o
Prémio Nobel (LINDON; TRANTER; KOPPENAAL, 2016).

Zeeman observou que os nucleos de certos atomos tinham comportamentos distintos ao
serem submetidos a um campo magnético. Demonstrando assim que a linha azul do cadmio,
quando submetido a um forte campo magnético externo, desdobrava-se em 3 linhas equidistante
(HOLLAUER, 2008). Entretanto, ndo havia uma conexao clara entre as propriedades magnéticas
descobertas por Rabi e por Zeeman, muito menos a possibilidade da observacao do fendomeno de RMN
em estruturas complexas. O elemento de coesdo entre essas duas descobertas foi elucidado nos anos
40, quando o fenomeno de RMN teve sua aplicacdo expandida para materiais nos estados liquido
e solido através dos experimentos de Bloch (1946) e Purcell, Torrey e Pound (1946).

A RMN, além de ser uma técnica de caracterizagdo quimica, tipicamente usada para
fornecer informagdes estruturais sobre compostos organicos, também tem a capacidade de gerar
informagdes quantitativas para componentes em misturas complexas, além da determinagdo por
compara¢do com um padrio interno de concentracdes conhecidas (JOHNSON et al., 2017).

A RMN alcangou maior aplicacdo no campo do controle de autenticidade de alimentos.
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Sua variabilidade instrumental ¢ muito baixa, de modo que ¢ possivel compilar grandes bancos
de dados de espectros auténticos, podendo ser realizada a quantificacdo de variados compostos e
verificar adulteracdes em casos de fraude alimentar (KUBALLA et al., 2018).

Na area de tecnologia cervejeira, a técnica de RMN vem sendo descrita em diversos
trabalhos usados para quantificar diversos compostos presentes na cerveja dentre eles, os
aminoacidos, que foi um dos objetivos de Nord, Vaag e Duus em 2004 que utilizaram RMN,
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e eletroforese capilar, associada a analise
multivariada de dados de RMN e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) para esse fim.

Rodrigues et al. (2010), descreve um estudo comparativo da quantificacdo de acidos
organicos em cerveja, usando diferentes métodos baseados em RMN para os seis principais
acidos encontrados na cerveja, sendo eles acido acético, citrico, latico, malico, piravico e
succinico.

Manoukian et al. (2016) desenvolveu uma metodologia analitica para cerveja usando
RMN quantitativa em combinagdo com cromatografia gasosa e espectrometria de massas
identificando e quantificando compostos presentes em cervejas de trigo até entdo nao descritos
na literatura.

Petersen et al. (2014), avaliou a perspectiva de empregar espectroscopia de RMN de alta
resolu¢do na andlise de misturas de carboidratos complexos com énfase em produtos de
degradacao de polissacarideos de cereais. Os oligossacarideos foram analisados em amostras
nao-fracionadas de cerveja para se obter respostas sobre atividades enzimaticas abundantes e
limitantes nos processos de producdo de cerveja.

Walther et al. (2015) em seu trabalho investigou a estabilidade microbiana, enzimatica e
quimica, além da caracterizagao da composicao de carboidratos de cervejas lager produzidas no
intervalo dos anos de 1880 a 1900, através de cromatografia e espectroscopia de RMN, as
analises visavam avaliar os biomarcadores de envelhecimento através da quantificagdo de
aldeidos aciclicos, aromaticos e heterociclicos formados por reacdes de Strecker e Maillard
durante o envelhecimento da cerveja.

Além desses trabalhos, existe uma enorme gama de trabalhos envolvendo RMN e anélises
quimiométricas com intuito de classificar as cervejas de acordo com sua composic¢ao, tipo e até
mesmo marca (DA SILVA et al., 2019a; MANNINA et al., 2016; PALMIOLI et al., 2020;
VASAS; TANG; HATZAKIS, 2021).

Esses dados mostram que mesmo havendo pesquisas com RMN e cerveja a abordagem

relacionada ao controle de processo ¢ pouco abordada.
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3.8. QUIMIOMETRIA

Os alimentos sdo misturas complexas que apresentam em sua composi¢do diversos
compostos, tais como lipidios, carboidratos, proteinas, vitaminas, acidos organicos, compostos
organicos volateis e outras substincias geralmente provenientes de processos tecnoldgicos,
tratamentos agroquimicos ou materiais de embalagem. A composi¢ao da cerveja ndo ¢ diferente,
sendo uma matriz bastante complexa, com os principais componentes sendo agua, etanol e
acucares. (LUCCI; SAURINA; NUNEZ, 2017; SILVA et al., 2019).

A espectrometria de RMN ¢ uma técnica que ¢ capaz de registrar uma "impressao digital
metabolica", os chamados fingerprints e, portanto, fornece uma visdo geral da composicdo
quimica geral de uma amostra (MONAKHOVA; HOLZGRABE; DIEHL, 2018).

A composic¢ao quimica (fingerprint) dos alimentos ¢ um excelente indicador de qualidade,
origem, autenticidade e/ou adulteracdo. Varia¢des em sua composi¢do podem indicar alteragdes
nos niveis metabolitos causados por diferentes condi¢cdes, como modificacdes nos sistemas de
producao, origem geografica das matérias-primas, condigdes de armazenamento ou praticas de
adulteracdo (CUBERO-LEON; RUDDER; MAQUET, 2018).

A quimiometria ¢ a area da quimica que utiliza métodos matematicos, estatisticos e outros
que empregam logica formal para projetar ou selecionar procedimentos e experimentos de
medicao ideais e fornecer o maximo informag¢des quimicas, através da analise multivariada de
dados (HEBERGER, 2008).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) aliada a quimiometria, gradualmente se torna
uma ferramenta importante para o controle de qualidade e autenticidade de produtos de maneira
geral. Essa técnica permite obter informacdes relacionadas as propriedades estruturais, fisico-
quimicas ¢ de composi¢ao da amostra. A RMN ganha popularidade, pois ¢ rapidas, ndo
destrutiva, ndo invasiva, automatizada e, em alguns casos, muitos compostos podem ser
detectados simultanecamente (MONAKHOVA; HOLZGRABE; DIEHL, 2018; DANEZIS et al.,
2016).

Os métodos quimiométricos utilizados para identificar as semelhancas e as diferencas em
variados tipos de amostras, para agrupa-las e classifica-las, estdo divididos em dois grupos: os
métodos "supervisionados", e os métodos "ndo supervisionados" de reconhecimento de padrdes
(FERREIRA, 2015).

Os métodos nao supervisionados sao PCA (Principal Component Analysis) e HCA
(Hierarchical Cluster Analysis), ja os métodos supervisionados sdo classificacao utilizando o

KNN (k-Nearest Neighbor), SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogy) e PLS-DA
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(PLS for Discriminal Analysis). Essas abordagens sdo usadas para anélise de dados em quimica
de alimentos e outras areas da ciéncia e tecnologia de alimentos. A escolha da abordagem
depende do problema e do tipo de dados experimentais (GRANATO et al., 2018).

Neste trabalho foram realizadas analises exploratérias nos dados de RMN de 'H através

das andlises de componentes principais.

3.8.1. ANALISE POR COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A PCA ¢ uma ferramenta quimiométrica muito utilizada no tratamento estatistico de
dados de RMN, sendo utilizada desde autenticagdo, verificacao de adulteracao, discriminacao de
6leos ao controle de qualidade de diversas matrizes alimentares, tais como cerveja, uisque, graos
de cacau se mostrando muito eficiente (SHI et al., 2018; KEW; GOODALL; UHRIN, 2019;
SILVA et al., 2019; BINDEREIF et al., 2019).

Entre as técnicas de reconhecimento de padrdes, a analise de componentes principais
(PCA) ¢ um método de analise de dados multivariada muito usado para analise exploratoria de
dados, reducao de dimensionalidade, agrupamento grafico e classificagdo. Na quimiometria, o
principal uso do PCA est4 preocupado com a visualizag@o de estruturas de dados latentes usando
graficos, cuja interpretacdo abre um entendimento mais profundo dos resultados, uma vez que
permite interpretacdes baseadas em todas as varidveis simultaneamente destacando as
informacdes mais relevantes e agrupando amostras que possuem caracteristicas comuns das que
possuem um perfil diferente.(LIU; LIANG; LIU, 2016)

A PCA converte as varidveis primdrias em variaveis independentes, que sdo combinagdes
lineares das varidveis originais e chamadas componentes principais. A PCA fornece um conjunto
de eixos ortogonais, indicando a dire¢do da maior variagao nos dados. O primeiro componente
principal (PC1) ¢ responsavel pela variacdo maxima total, o segundo (PC2) ¢ ortogonal ao
primeiro e fica na direcdo da maior variagdo restante, e assim por diante, até que a variagao total
seja contabilizada (ELMQVIST; FEKETE, 2009).

A matriz PCA ¢ decomposta em scores (scores) e pesos (loading). Os escores mostram a
localizagdo das amostras no espago multidimensional, no qual quanto maior semelhanga, maior
sera a proxima delas no modelo. J& os pesos mostram quais sdo as varidveis que carregam mais

informagdo em cada PC (ALVES et al., 2018).
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4 PERFIL QUIMICO DE DIFERENTES TIPOS DE MALTE

4.1. INTRODUCAO

Por defini¢ao Malte ou cevada malteada ¢ o grao de cevada cervejeira submetido ao
processo de malteagdo, que ¢ o processo no qual o grao de cereal ¢ submetido a germinagao
parcial e posterior desidratagdo, com ou sem tosta, em condi¢des tecnologicas adequadas
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2019)

Como ingrediente, o malte fornece sacarideos, proteinas, nitrogénio amino livre (FAN)
e enzimas que facilitam as reacdes de fermentacao na fabricagao da cerveja. As concentragdes
dessas caracteristicas presentes no malte sdo usadas para descrever a “qualidade do malte” como
ingrediente (BETTENHAUSEN et al., 2018b).

A importancia do uso de diferentes maltes se d4 quando entendemos que alguns
atributos-chave que definem a cerveja como a conhecemos, incluindo cor, sabor, corpo e,
eventualmente, por meio da fermentacdo o alcool, sdo originados da utilizagdo de diversos
maltes durante a producao da cerveja (MALLETT, 2014).

Durante a maltagem, o resultado final do malte ¢ controlado pela secagem e pela tosta
em temperaturas e periodos de tempo especificos, por exemplo, diferenciando malte pale e o
chocolate. Durante o processo de produgao, as reagdes que sdo presentes nos processos de torra
produz produtos da reagcdo de Maillard, como maltoxazina, maltol, isomaltol e etil maltol, que
fornecem sabores a cerveja como pao, caramelo ou sabor de algodao doce (COGHE et al.,
2004).

Dentre a diversidade de maltes utilizados na producao de cervejas eles podem ser
divididos em dois tipos, os chamados maltes base, que sdo aqueles que podem ser utilizados em
100% da formulacao das cervejas e os maltes especiais, que trazem a bebida aromas, sabores e
coloragao diferentes, esses, por sua vez, devem ser utilizados em concentragdes de até 30%.

Os maltes especiais escuros sao ingredientes importantes para a producao de diversos
estilos de cerveja, conferindo além de cor, sabor, atividade antioxidante ao mosto e a cerveja,
mas também afetam o desenvolvimento da fermentagcdo e consequentemente os metabolitos
produzidos pelas leveduras. A utilizagdo de niveis consideraveis de malte escuro reduz a
atenuagao, resultando em niveis mais baixos de agucares fermentaveis e aminoacidos em
amostras de mosto escuro (COGHE et al., 2005).

Cervejeiros industriais normalmente adicionam uma porcentagem de maltes especiais

durante a mosturagado para contribuir com cores mais escuras, sabores torrados € aromas para a
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cerveja acabada, estes decorrentes das reagdes de Maillard.

Entender a composi¢do quimica dos maltes pode possibilitar o rastreamento de
substancias presentes na cerveja, propor meios de sua redugdo no produto final a partir da
utilizacao de matérias-primas alternativas que tragam as caracteristicas sensoriais idénticas as
que seriam obtidas com as matérias-primas que tem em sua composi¢do compostos nocivos a

saude do consumidor.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Obtencao das amostras

As amostras de malte foram adquiridas no municipio de Goiania, entre os meses de
agosto de 2018 a outubro de 2019 e transportadas para o Laboratdrio de Ressonancia Magnética
Nuclear, do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goids. As amostras de malte,
foram adquiridas em lojas especializadas, sendo escolhidas de maneira aleatoria.

A tabela 11 traz os atributos fisico-quimicos dos maltes avaliados no trabalho.

Tabela 11 - Atributos fisico-quimicos de diferentes tipos de malte informados pelo fabricante.

Tipo de malte Produtor pH EBC Umidade
Arome Castle Malting 5.12 100 4.50%
Biscuit Castle Malting 4.53 50 4.50%
Black Castle Malting 4.87 1300 6.50%
Café Castle Malting 5.65 500 6.00%
Cara Blond Castle Malting 5.55 20 8.50%
Cara Clair Castle Malting 5.71 5,5 4.00%
Cara gold Castle Malting 6 120 5.00%
Cara Ruby Castle Malting 5.76 50 5.00%
Chocolate Castle Malting - 900 4.50%
Crystal Castle Malting 5.52 150 4.50%
Diastatic Castle Malting 5.45 3 8.00%
Melano Castle Malting 4.84 80 8.00%
Maris Otter Castle Malting - 5 4.50%
Melano Light Castle Malting 5.24 40 4.50%
Munich Light Castle Malting 4.83 15 4.60%
Pale Ale Castle Malting 6.06 5 6.00%
Pale Ale Pauls Malt 6.31 7 6.00%
Pilsen Alemao Castle Malting 5.46 3.25 7.00%
Roasted Barley Castle Malting 5.65 1000 8.50%
Rye Castle Malting 5.9 7 4.50%
Special Belgium Castle Malting 5.23 300 4.50%
Spelt Castle Malting 5.57 7 4.50%
Vienna Global Malt 6.18 5 4.50%
Wheat Blanc Castle Malting 6.07 5 4.50%
Wheat Crystal® Castle Malting 5.25 150 6.50%
Wheat Munich light Castle Malting 5.7 15 8.00%
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4.2.2. PREPARO DAS AMOSTRAS

4.2.2.1. Malte

As amostras de malte, por estarem em estado solido, foram moidas em almofariz manual
e pistilo at¢ formar um p6 fino do qual foi retirado uma aliquota de 100 mg sendo
posteriormente solubilizadas em 600 puL de solugdo com agua deuterada (D,0) e passaram por
um processo de mostura em temperatura de 60°C durante trinta minutos. Apds o processo €
mostura, 200 uL do mosto foi solubilizado em 400 pL de solug@o padrao Trimetilsililpropionato

de sédio (TSP) 0,1% (v/v).

4.2.3. Medicao de pH

As analises de pH foram realizadas com auxilio de um potencidmetro portatil (Toledo
AG FiveGo — FG2), foi coletada uma aliquota de 400 pL de amostra previamente exposta a um
sonicador por 10 minutos, para posterior leitura, em triplicata, no equipamento ja previamente

calibrado com solucao tampao pH 4,0 e 7,0, segundo técnica n° 981.12 da AOAC (2016).

4.2.4. Aquisicio e processamento dos experimentos de RMN

As analises de RMN de 'H foram realizadas em um espectrometro Bruker Avance 111
de 11,75 T (500 MHz para a frequéncia do 'H), com a sonda de detec¢do inversa (BBI) e tubos
de 5 mm. Todos os experimentos foram obtidos com a temperatura do equipamento de 25°C.

Os espectros foram processados com b= 0.3 Hz e recurso zero-filling.

Os parametros para aquisicao dos espectros sao mostrados na tabela 12.

Tabela 12 - Parametros de aquisi¢do utilizados nos experimentos de RMN de hidrogénio das amostras de malte.

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo (TD) 65,536
Janela espectral (SW) 25 ppm
Tempo de aquisi¢ao (AQ) 3,99 s
N.° de varreduras (NS) 128
Durag@o do pulso de 90° (p1) 10,03 ms
Frequéncia central do pulso (O1P) 4.699 ppm

Tempo de relaxagdo (d1) 16,0 s
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Os espectros foram adquiridos com a sonda BBI e o procedimento de aquisi¢do foi
dividido em aquisicdo sem supressdo (ZG), calibracio de pulso utilizando o comando
PULSECAL, supressao parcial (ZGPR) para a calibragdo do ponto de irradiagcdo da sequéncia
de supressao e por fim realizado um experimento de supressao (NOESYPRID).

Apos a aquisi¢ao dos espectros ¢ utilizada a transformada de Fourier para a conversao
do decaimento de indugdo livre no dominio do tempo nos sinais de RMN, em seguida sao
realizados os ajustes manuais da fase, da linha de base e a suavizacao do espectro aplicando LB
= 0,3, por fim a calibragdao do deslocamento quimico do espectro utilizando o padrdo de
referéncia, o TMSP.

As atribui¢des foram realizadas por comparagdo com espectros de referéncia obtidos
usando compostos padrdo, atribui¢des descritas na literatura, além dos bancos de dados Human
Metabolome Database e Banco de Dados de Ressondncia Magnética Biologica (ULRICH et
al., 2008; WISHART et al., 2018).

4.2.5. Analises Quimiométricas

O tratamento de dados utilizados foi realizado com o pacote ChemoSpec (HANSON,
2021), que ¢ pacote desenvolvido para andlises com UV-Vis, RMN, IR, cromatogramas, etc.

As andlises quimiométricas seguiram o fluxo de trabalho proposto por HANSON,
(2021), iniciando-se pelo pré-processamentos através da corre¢ao de linha de base, alinhamento
espectral com o algoritmo c/uPA4 (VU et al., 2011), selecdo de faixa espectral de interesse,
“binning” ou “bucketing”, aplicagdo do filtro Savitzky-Golay (SAVITZKY; GOLAY, 1964) .

Para a Analise em Componentes Principais (PCA) foram construidas matrizes dos
espectros das amostras, incialmente foi retirada as regides dos hidrogénios da agua (4,77 ppm),
essa exclusdo gerou o espectro padrao que foi utilizado para a primeira analise em componentes
principais. A segunda divisdo resultou no espectro regido dos carboidratos (1 — 6 ppm) e no
espectro da regido aromatica (9.7 — 6 ppm). Esses espectros receberam os pré-tratamentos acima
descritos.

Ap6s o pré-processamento foram obtidos os espectros normalizados e os seguintes
graficos Loading, PC-Scores.

O alinhamento espectral foi realizado utilizando o algoritmo cluPA. A figura 11 mostra

os espectros de RMN de 'H gerados antes e depois do alinhamento.
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a) Espectros de 'H antes do alinhamento

Intensidade

0e+00 20408 4e+08

46 48 50 52 54 56

Desvio Quimico (PPM)

b) Espectros de 'H depois do alinhamento

Intensidade
0e+00  2e+08  4e+08

s — - .

T T
46 48 50 52 54 56

Desvio Quimico (PPM)

Figura 6 - lustragdo do procedimento de alinhamento espectral de extratos de malte. a) espectro ndo alinhado e
b) espectro alinhado.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3.1. Identificacio e atribuicdo dos sinais de RMN de 'H em espectros do mosto de

diferentes tipos de malte

Foi tracado o perfil quimico de vinte e cinco tipos sendo eles Chdateau Arome, Chdteau
Biscuit , Chdteau Black, Chateau Café, Chdteau Cara Blond, Chdteau Cara Clair , Chdteau
Cara Gold, Chdteau Cara Ruby, Chdteau Chocolate, Chdteau Crystal, Chdteau Diastatic,
Chdteau Melano, Chateau Melano Light, Chateau Munich Light, Chdteau Pale Ale, Chateau
Pale Ale , Chateau Pilsen Alemdo, Chdteau Rye, Chdteau Special Belgium, Chdteau Spelt,
Chateau Vienna Nature, Chdteau Wheat Blanc, Chdteau Wheat Crystal, Chdteau Wheat
Munich light.

Uma das caracteristicas dos maltes € ser fonte de carboidratos, proteinas e aminoacidos,
alguns desses compostos podem ser facilmente identificados através da avaliagao dos espectros
de RMN de 'H como mostra a figura 12.

Na regido entre 1 a 3 ppm dos espectros de RMN de 'H do mosto dos maltes avaliados
apresentam os seguintes aminoacidos: leucina e valina (0,98ppm), isoleucina (1,04ppm),
alanina (1,48 ppm), prolina (2,19 ppm), dentre esses compostos somente a alanina ¢ passivel de
quantifica¢do, o que ndo ¢ possivel com outros aminodcidos, pois mesmo sendo possivel sua
identificacdao nao ¢ possivel sua quantificagdao devido a sobreposicao desses sinais.

Além dos aminoécidos a regido alifatica dos espectros de RMN de 'H mosto dos maltes
avaliados apresenta os seguintes acidos organicos: acido latico (1,23 ppm) o &cido acético (1,90

ppm). O &cido latico ndo estava presente nos maltes do tipo Wheat Crystal, Chocolat e o acido
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acético ndo estavam presentes nos maltes do tipo Pale Ale, Vienna, Cara Clair e Maris Other.

Tirosina

Fenilalanina

Guanosina Triptofana Uridina

Uridina /\ Citidina ﬂ

8.8 8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 80 7.0 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7
Carboidratos

i . Acido Galico
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a-glicose Betaina \
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Figura 7 - Regido anomérica das cervejas do estilo Lager , Malzbier e dos espectros de padrdo de frutose e
glicose.

Durante a malteacao a concentracao de acidos organicos em maltes sdo influenciadas
pela propagacdo de microrganismos presentes nos graos durante e condi¢des especificas no
processo malteacdo, sendo a secagem ¢ a etapa mais relevante (XIANG et al., 2006).

A regido entre 3,0 e 5,5 ppm ¢ muito conturbada, isso se da pela sobreposicao de
diversos sinais de carboidratos, que manifestam-se nessa regido, entretanto os sinais de alguns
deles podem identificados, sendo eles os sinais da sacarose: um tripleto (3,43 ppm), um singleto
(3,64 ppm), um tripleto (4,0 ppm) um dubleto (4,18 ppm) ¢ um dubleto (5,17 ppm), os
hidrogénios anoméricos da glicose, os dubletos da f - glicose(4,65 ppm) e da a- glicose (5,23
ppm) e as dextrinas limite (4,97 ppm).

Na regido aromadtica, que consiste no intervalo de 5.5 a 9 ppm, temos os seguintes
aminoacidos aromaticos: tirosina (7,05 ppm), fenilalanina (7,38 ppm), triptofano (7,64 ppm),
uridina (7,88 ppm e 5.78 ppm), citidina (6.0 ppm), o &cido galico (7,0 ppm), acido fumarico
(6,55 ppm), acido formico (8.4 ppm), o 5-HMF (9,45 ppm) e nucleotideos adenosina e
inosina/hipoxantina com dois singletos 8,30 e 8,42 ppm e a guanosina com dois singletos em
8,31 e 8,42 ppm.

BYEON et al. (2020), comparou as propriedades fisico-quimicas de maltes coreanos
obtendo um perfil metabolico parecido com mosto dos maltes avaliados nesse trabalho,
entretanto os compostos de 5S-HMF e acido fumarico ndo foram evidenciados em sua pesquisa.

A tabela 13 traz a lista dos compostos quimicos encontrados no mosto dos maltes
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avaliados e suas caracteristicas espectrais.

Tabela 13 - Deslocamentos quimicos de 'H (3 'H), valores de acoplamento (J) ¢ multiplicidade (m) dos compostos
encontrados no mosto dos maltes avaliados.

Composto o H Multiplicidade J (Hz) Atribuicao N
2,3 — butandiol 1,13 d 5.9 CH3 6
Acido latico 1,33 d 7,0 CH3 3
Acido acético 2,00 s - CH;3 3
Acido Fumarico 6,55 S - CH 2
Acido Galico 7,05 s - CHa, C6H 6
Acido férmico 8,45 s - CH 1
5,22 d - CH 1
Maltooligossacarideos 4.64 d 7,9 CH - b-glucopiranosil 1
3,42 dd
3,26 dd 9,4;8,2
Tetralose 5,18 dt 2,76 2
3,54
Dextrinas 4,99 M a (1-6)
5,39 m a (1-6)
Colina 3,18 S -
Betaina 3,25 S - N- CH; 9
Isoleucina 0,92 m - ¢- CH;
Leucina 0,94 m - 6 CH; 4
Valina 1,06 /1,02 d/d 7,1 CH3 3
Alanina 1,55 d 7,3 CH3; 3
Prolina 2,12/2,39 m - CH, 2
Triptofano 7,58 s - CH 1
Fenilalanina 7,37 m - CH 5
Tirosina 7,17 d 8,6 CH 1
Citidina 6,08 S 7,9 CeH
Uracil 5,79 d 7,7 C 1
Guanosina 8 S R
Inosina 8,22 S - CH 1
Adenina 8,21 S -
Histidina 8,59 D 1,4
Uridina 7,86/5.89 d 8,1 CH 1
5-hidroximetilfurfural 9.44 s - CH 1

Fonte: ALMEIDA et al., 2006; BYEON et al., 2020b; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002b, 2003;
JEONG; CHO; KIM, 2017; JOHNSON et al., 2017; KEW; GOODALL; UHRIN, 2019; MONAKHOVA;
KUBALLA; LACHENMEIER, 2012; NORD; VAAG; DUUS, 2004; RODRIGUES et al., 2010.

A cevada maltada ¢ a principal fonte de agtiicares fermentaveis usados na fabricacao

da maioria das cervejas. Até recentemente, as contribui¢cdes da cevada para o sabor da cerveja
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eram atribuidas principalmente aos produtos de reacdo de Maillard desenvolvidos durante a
secagem do malte e as interagdes dos maltes com o lapulo (WINDES et al., 2021).

No mosto dos maltes especiais, que apresentam maiores EBC, temos a presenga de
dois compostos que sdo resultado dos processos que envolvem altas temperaturas, tais como
secagem ou torra, o 5-HMF que tem como sinais os dois dubletos em 6,67 ¢ 7,45 ppm e um

singleto em 9,45 e o 4cido férmico, com um singleto em 8,4 ppm.

Carboidratos
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Figura 8 — Ampliagdo dos espectros de RMN de 'H mosto dos maltes Cara Ruby, Chocolate ¢ Wheat Crystal,
em destaque as regides dos aminoacidos aromaticos.

Ao se analisar os espectros do mosto dos maltes avaliados, observar-se de maneira
clara que os compostos que participam dos processos de formag¢ao do 5-HMF apresentam
variagdo de intensidade a depender do tipo de malte que deu origem ao mosto, como pode ser
observado na figura 13.

Isso ocorre pois, quando algumas cetoses ou aldoses sdo aquecidas com aminas, ocorre
uma série de reagdes que produzem numerosos compostos, alguns dos quais constituem
saborizantes, aromas e materiais poliméricos escuros, a formagdo desses compostos ocorre
através da reagoes de escurecimento de Maillard (DAMODARAN; PARKIN, 2018).

A avaliagdo qualitativa dos espectros mostra que os sinais dos aminoacidos
aromaticos, tirosina, fenilalanina e triptofano perdem suas intensidades dando lugar aos sinais
do 5-HMF e do 4cido formico. Na regiao dos carboidratos, acontece 0 mesmo com os sinais da

sacarose, os dubletos da a-glicose e da B-glicose quando se realiza a comparagdo com 0 mosto
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de outro malte de maior torra.

COGHE et al., (2005) em seu trabalho demostrou que quanto maior ¢ o EBC, menores
sdao os niveis de carboidratos fermentdveis e aminoacidos, que vao diminuindo
significativamente com o aumento da cor do mosto, provavelmente como resultado de reacdes
de escurecimento ndo enzimaticas durante a secagem ou torra do malte.

Resultado que também pode ser observado nos espectros do mosto dos maltes
avaliados através da RMN de 'H. Para isso dois maltes, Pale Ale e Café, foram sobrepostos

para avaliacao das areas dos compostos que participam da formacao dos produtos da reagao de
Maillard.

O malte Pale Ale ¢ um malte base de baixo EBC que varia entre 7 a 10, pode-se
produzir cervejas usando somente o malte Pale Ale, ja o malte Café ¢ um malte especial de
EBC que varia que a temperatura de 350 — 450 e temperatura de torra de 210°C, essa
temperatura resulta na formacao de diversos compostos, dentre eles o S-HMF. O malte café tem
sua utilizagdo limitada a 20% da formulacao total, o intuito de sua utilizagdo na formulagdo da

bebida ¢ a alteracao sensorial de cor, sabor e aroma.
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Figura 9 - Avaliagdo qualitativa da intensidade dos hidrogénios anoméricos e da regido dos aminodacidos
aromaticos nos espectros RMN de 'H do mosto dos maltes avaliados.

De maneira clara observa-se em ambas as figuras 14 e 15, que os sinais dos hidrogénios
anoméricos da glicose, na figura 14, e os dos aminoacidos aromadticos tirosina, fenilamina e
triptofano sdo degradados ao passo que os sinais do 5-HMF e do 4cido férmico ganham

intensidade, como pode ser observado na figura 15
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Figura 10 — Ampliacdo da regido dos aminoacidos aromaticos de diferentes tipos de malte com destaque nos
aminoacidos fenilalanina, tirosina € no 5-HMF.

A tabela 14 mostra os valores das integragoes das regides dos sinais dos hidrogénios

anoméricos e aminoacidos mostrando essa diferenca.

Tabela 14 — Valores das integrais relativas de regides que participam das reagdes que produzem 5 -HMF.

Leucina Acido
Isoleucina Alanina Carboidratos  B-glicose o-glicose Tirosina Fenilalanina Triptofano . " HMF
. Formico
Valina
Chateau ) 44, 0.2161 139.1603 1.8261  3.1955  0.1687 0.24 0.0316 0.015 0
Pale Ale
ggfa}geau 0.6343 0.1265 78.8971 0.1327 0.369 0.0827 0.0963 0.1428 0.0519 0.0382

De maneira geral as integracdes relativas das areas dos aminoacidos encontrados no
malte Café sao menores do que no malte Pale Ale, apresentando os aminodcidos leucina,
isoleucina e valina uma regido 55% menor, os carboidratos um decréscimo 56% na sua
intensidade e a formagdo de acido formico e 5S-HMF.

O 5-HMF e o acido formico estdo presentes nos maltes arome, Black, Café, Cara Gold,
Chocolate, Melano, Special B, Trigo Torrado, Wheat Crystal, Wheat Munich, Light.

A tabela 15 traz a relagdo dos compostos encontrados nos diferentes tipos de malte

avaliados.
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Tabela 15 - Compilagdo dos compostos encontrados de acordo com o tipo de malte avaliado.
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4.4. ANALISES QUIMIOMETRICA DOS ESPECTROS DE MOSTO DE
DIFERENTES TIPOS DE MALTE AVALIADOS

Para as analises quimiométricas, as amostras dos 24 tipos de malte foram classificadas
quanto de acordo com seu EBC em duas categorias, amostras com EBC de até 50, que foram
codificados com a sigla ESC, totalizando 15 amostras e os maltes com EBC acima de 50
codificados com a sigla ESE, totalizando 9 amostras. A tabela 16 traz os maltes avaliados e sua

classificacdo de acordo com sua coloragao.

Tabela 16 - Tipos de maltes separados de acordo com seu EBC e a codificacdo utilizada para as analises
quimiomeétricas.

Tipo de Malte EBC Sigla
Diastatic 3 ESC
Vienna Nature 5 ESC
Cara Clair 5 ESC
Wheat Blanc 5 ESC
Maris Otter 7 ESC
Pilsen Alemao 7 ESC
Pale Ale 7 ESC
Rye 7 ESC
Spelt 7 ESC
Wheat Munich light 15 ESC
Cara Blond 20 ESC
Melano Light 40 ESC
Biscuit 45 ESC
Cara Ruby 50 ESC
Munich Light 50 ESC
Melano 80 ESE
Arome 100 ESE
Cara gold 120 ESE
Wheat Crystal 150 ESE
Crystal 150 ESE
Special Belgium 300 ESE
Café 300 ESE
Chocolate 900 ESE
Black 1300 ESE

A avaliacdo preliminar das regides espectrais de maior variagdo entre 0s mostos
avaliados foi realizada através da funcao surveySpectra? gerando um grafico que, através do

método igr que determina a mediana da area dos espectros que compdem as amostras avaliadas.
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Areas de maior variabilidade do conjunto de espectros dos extratos de malte
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Figura 11 - Inspegdo das areas de maior variabilidade do conjunto de espectros RMN de 'H do mosto dos maltes
avaliados.

A figura 11 mostra que as regides dos espectros de RMN de 'H do mosto dos maltes
avaliados que tem apresentam variagdo sao regido dos carboidratos e seus hidrogénios
anoméricos, denotando que os maltes mesmo tendo perfil quimico distintos tem baixa variagao
em suas caracteristicas espectrais do ponto de vista quimiométrico. A partir dessas informagdes
as PCS de toda a regido espectral e da regido dos carboidratos foram geradas.

No gréfico de loadings, como mostra a figura 12, € possivel observar que as regioes que
tém maior peso no agrupamento dessas amostras sao as regioes dos carboidratos e da ligacao
glicosidica a(1-4) em 5.40 ppm.

Grafico de Loadings
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Figura 12 - Gréfico de Loadings em barras exibindo areas de maior variabilidade do conjunto de espectros de
RMN 'H do mosto dos maltes avaliados.

A partir das informagdes obtidas através do grafico de loadings foi realizada a geragdo
dos graficos de scores da regido espectral 1 a 10 ppm. Através do grafico de escores (figura 13),
foi possivel o agrupamento dos grupos de amostras dos maltes claros e escuros.

A primeira PCA tem suas componentes principais com explica¢do de 51% dos dados
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em PCl1 e 29% em PC2.

Grafico de Scores
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Figura 13 - Grafico de Loadings dos espectros de 'H do mosto dos maltes avaliados.
Os maltes especiais, aqui descritos como escuros, se agruparam na por¢ao negativa de

PC1 (51%) e positiva de PC2 (29%), os compostos responsaveis pelo agrupamento desse tipo
de malte, sdo apresentados na figura 14, grdfico de loadings, os sinais responsaveis pelo
agrupamento seu grupo sdo os sinais em 5,31, 5,33, 5,37, 5,41 e 5,43, 5,44 ppm, esses sinais
fazem parte os sinais os hidrogénios anoméricos da ligagdo glicosidica a (1 —4), a intensidade
desses sinais nas amostras do mosto de malte de alto EBC, provavelmente se da pelo fato desse
acgucar ser mais complexo e ndo participar das reagdes de Maillard, dada sua complexidade.
Alguns dos maltes especiais sdo utilizados para dar corpo a cerveja por ser fonte de aglicares
ndo fermentesciveis, sendo um deles os maltooligossacarideos.

Ja o grupo de amostras de malte claros (ESC) apresentaram-se nos quadrantes negativo
de PC1 (51%) e positivo e negativo de PC2, os sinais responsaveis pelo agrupamento das
amostras foram os sinais que fazem parte da regido de carboidratos, os sinais incidem na regiao
entre 3,19 a 4,61 ppm.

Os maltes claros sdo fonte de compostos essenciais para tanto para um bom
desenvolvimento da fermentacdao, quando para as caracteristicas sensoriais do produto. Eles
servem de fontes de agucares fermentesciveis, nitrogénio amino livre (FAN), além de trazer o
sabor maltado para a bebida(CASTRO; AFFONSO; LEHMAN, 2021; COGHE et al., 2004;
MALLETT, 2014) .
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Grafico de Loadings
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Figura 14 - Grafico de Loadings dos espectros de RMN de 'H do mosto dos maltes avaliados.

Outra caracteristica do uso de diferentes maltes ¢ sua utilizagdo como fonte de proteinas
e aminoacidos, para verificarmos quimiometricamente a possibilidade de agrupamento dos
diferentes maltes avaliados procedemos com analise de componentes principais da regiao
espectral no intervalo 6 a 10 ppm, regido em que boa parte dos aminoacidos dos maltes ¢
presente.

As PCA’s geradas mostram que ¢ possivel agrupar os tipos de malte de acordo com seu
EBC, utilizando como referéncia a regido aromatica dos espectros de RMN.O grafico de scores
da figura 15 explica 52% dos dados em PC1 e 19% dos dados em PC2 e exibe o agrupamento

das amostras dos maltes claros e o agrupamento dos maltes escuros.
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Figura 15 - Gréfico de Scores dos espectros de RMN de 'H do mosto dos maltes da regido dos aminoécidos
aromaticos.

Na regido dos aminoacidos aromaticos (5,6 a 10 ppm) apresentam-se também diversos
nucleotideos, nucleosideos e compostos gerados a partir da reacdo de Maillard.
No decorrer do processo de malteacdo alguns compostos sdo consumidos € outros

gerados, trazendo aos maltes as caracteristicas sensoriais esperadas, tais com aroma, sabor e
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cor. A reacdo que governa a formagdo desses compostos sdo as reacdes de Maillard e de
caramelizagdo, tendo como resultado a formagao de 5-HMF, acido formico e degradagao de
aminoacidos. O fato desses compostos se apresentarem nessa regido, faz com que haja a
possibilidade do monitoramento da sua formacao ou degradagao.

A reacdo de caramelizagdo envolve a degradagdo de agucares e a remocao de adgua, ja a
reacdo de Maillard envolvem agucares redutores e o grupo amino de aminodacidos livres, ambas
as reacdes processos em que se desenvolvem em altas temperaturas, como resultado ocorre a
formacdo de melanoidinas (DAMODARAN; PARKIN, 2018; LEE et al., 2019)

O gréfico de loadings apresentado na figura 16, mostra que os maltes especiais que se
concentraram na por¢ao negativa de PC1 e positiva de PC2 tem como responsaveis pelo seu

agrupamento os sinais do 5-HMF em 9,41ppm e o &cido formico 8,40 ppm.
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Figura 16 - Gréfico de Loadings dos espectros de RMN de 'H dos do mosto dos maltes da regido dos
aminoacidos aromaticos.

J& os maltes claros que ndo foram agrupados tdo proximos, um dos provaveis motivos
desse agrupamento pode ser a variabilidade de compostos encontrados nesses maltes. Porém,
alguns paralelos podem ser tragados, avaliando as amostras de maltes claros que se agruparam
no quadrante positivo de PC1 e negativo de PC2, essas amostras tiveram como sinal responsavel
de agrupamento a uridina em 5,84 ppm e a citidina 5,92 ppm dois nucleotideos oriundos do
processo de germinacao durante o processo de maltagem.

O conteudo de nucleotideos estdo intimamente ligados as condi¢des de maltagem a qual
os maltes foram submetidos, sendo encontradas em sementes durante sua germinagao (LIU et
al., 2016). Isso mostra que tratamentos térmicos brandos durante a malteagdo favorecem a

permanéncias desses compostos no malte.
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Outros compostos que favoreceram o agrupamento dos maltes claros quadrante positivo

de PC1 e PC2 foram os sinais dos aminoacidos tirosina (6,82, 6,86, 7,12, 7,16 ppm) ¢ a
fenilalanina (7,31, 7,33, 7,35 ¢ 7,39 ppm), ambos aminoacidos envolvidos na reagdo de
Maillard, mostrando que outro fator que influencia o agrupamento entre os maltes claros e
especiais ¢ a presenca desses aminoacidos em maltes claros e sua auséncia em maltes especiais.
Essa informacdo ¢ importante, pois ao se avaliar qualitativamente a presenca de
aminoacidos aromaticos conseguimos observar a presenca dos aminoacidos que sao
encontrados tradicionalmente em cervejas, sendo eles a tirosina (7,05 ppm), fenilalanina (7,38
ppm), triptofano (7,64 ppm), uridina (7,88 ppm) e os nucleotideos adenosina e inosina com dois
singletos 8,30 e 8,42 ppm e a hipoxantina com dois singletos em 8,31 e 8,42 ppm, além desses
aminoacidos também ¢ observado a presenca dos sinais de sacarose e glicose, indicando que a
formac¢do do 5-HMF ndo ocorreu somente durante o processo de mostura e pode ser originado

dos maltes utilizados.
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4.5. CONCLUSAO

Através do uso da técnica de RMN de 'H foi possivel tragar o perfil quimico de vinte e
quatro tipos de malte e através da analise de componentes principais identificar quais compostos
foram responsaveis pelo agrupamento dos maltes que receberam a mesma classificacao.

Foi possivel identificar vinte e seis compostos: um alcool o 2,3 — butandiol, trés acidos
organicos: acido latico, acido acético e acido galico; oito aminoacidos: leucina, isoleucina,
valina, triptofano, fenilalanina, tirosina, prolina, alanina, dois nutrientes: colina e betaina,
nucleosideos e nucleotideos: uracila, citidina, histidina, uridina, adenosina, guanosina nos
maltes avaliados.

O 5-hidroximetilfurfural, um composto relacionado a qualidade final do produto foi
identificado nos seguintes maltes: Black, Café, Cara Gold, Chocolate, Melano, Special B, Trigo
Torrado, Wheat Crystal, Wheat Munich, Light.

Através da quimiometria aliada a técnica de RMN 'H foi possivel agrupar os maltes
escuros e claros em dois grupos. O agrupamento dos maltes escuros foi descrito pelos sinais do
5-HMF e acido férmico, dois compostos gerados pelos processos de torra. J& os compostos
responsaveis pelo agrupamento dos maltes claros foram os sinais dos carboidratos, dos

aminoacidos aromaticos tirosina, fenilalanina, triptofano, uridina citidina e uridina.
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5 PERFIL QUIMICO DE DIFERENTES ESTILOS DE CERVEJA

5.1. INTRODUCAO

A cerveja ¢ uma das bebidas mais consumidas do mundo, cujo sabor e aroma final ¢ a
soma resultante de varias centenas de compostos com sabor ativo produzidos no decorrer de
cada etapa da fabricagdo de cerveja (PIRES et al., 2014).

A cerveja especial ¢ uma categoria de produto que continua a se expandir, os
consumidores de cerveja especial geralmente sao distintos dos que bebem cerveja tradicional
(convencional). O crescimento do consumo de cerveja especiais em diversos paises de todo o
mundo levou as cervejarias a incorporar novos sabores e ingredientes em suas cervejas.
(CASTRO et al., 2022; HAYWARD; WEDEL; MCSWEENEY, 2019)

Nesse cenario nasce a necessidade do conhecimento do perfil quimico de diferentes
estilos de cerveja, uma vez que, isso facilita o controle de qualidade e a padronizagdao dos
processos, além do desenvolvimento de técnicas objetivas para avaliacao do alcance ou ndo do
padrao proposto pelo estilo.

As etapas envolvidas nesse estudo consistem nas analises de RMN para caracterizagao
dos principais compostos quimicos em diferentes estilos de cervejas comercializadas no estado

de Goias.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Obtenc¢ao das amostras

As amostras de cervejas foram adquiridas em lojas especializadas no comércio local do
municipio de Goiania, entre os meses de agosto de 2018 a outubro de 2019 e transportadas para
o Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear, do Instituto de Quimica da Universidade

Federal de Goiés.
5.2.2. Preparo das amostras
5.2.2.1.Cervejas

As embalagens das amostras de cervejas acondicionadas em garrafas e latas foram

higienizadas a fim de remover quaisquer sujidades. Apods sua higienizagdo as cervejas foram
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abertas no momento da andlise sendo retirada aliquotas de 500 pL para ser descarbonatada em
banho ultrassom por 10 minutos. Em seguida, 200 uLL de amostra foram solubilizados em 400
uL de solugdo com agua deuterada (D-.O) e padrao Trimetilsililpropionato de sédio (TSMP)
0,1% (v/v).

5.2.3. Medic¢ao de pH

Os dados de pH foram obtidos com auxilio de um potenciometro portatil (Toledo AG
FiveGo — FG2), foi coletada uma aliquota de 400 uL de amostra previamente exposta a um
sonicador por 10 minutos, para posterior leitura, em triplicata, no equipamento ja previamente

calibrado com solugdo tampao pH 4,0 e 7,0, segundo técnica n® 981.12 da AOAC (2016).

5.2.4. Aquisi¢io e processamento dos experimentos de RMN

As anélises de ressonancia magnética nuclear de 'H foram realizadas em um
espectrometro Bruker Avance 1l de 11,75 T (500 MHz para a frequéncia do 'H), com as sondas
multinuclear de detecc¢do inversa (TBI) e a sonda de detecgdo inversa (BBI), ambas para tubos
de 5 mm. Todos os experimentos foram obtidos com a temperatura do equipamento de 25°C.

Os parametros para aquisi¢ao dos espectros sao mostrados na tabela 17.

Tabela 17 - Parametros de aquisi¢do utilizados nos experimentos RMN de hidrogénio de cerveja.

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo (TD) 65,536
Janela espectral (SW) 25 ppm
Tempo de aquisi¢ao (AQ) 3,99 s
N.° de varreduras (NS) 128
Durag@o do pulso de 90° (p1) 8,86 ms
Frequéncia central do pulso (O1P) 4,701 ppm
Tempo de relaxagdo (d1) 16,0 s

Os espectros foram adquiridos em sonda TBI e BBI e o procedimento de aquisi¢ao foi
dividido em aquisi¢do sem supressao (ZG), calibragdo de pulso utilizando comando
PULSECALL, supressao parcial (ZGPR) para a calibragdo do ponto de irradiagao da sequéncia
de supressao e por fim realizado um experimento de supressao (NOESYPRID).

A aquisicdo foi realizada utilizando pulso o pulso zg, um pulso unico que nao apresenta

supressao, por esse motivo o espectro adquirido apresenta um sinal de grande intensidade em
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4,8 ppm, que nada mais € que os sinais de hidrogénio da dgua. Por ser caracteristica da amostra,
a alta concentragdo de dgua impede que haja qualquer avaliagdo do espectro, uma vez que os
compostos de menor intensidade nao podem ser analisados.

Apo6s a aquisicao dos espectros fez-se necessario a supressao do sinal dos hidrogénios
da agua dada sua concentragdo nas amostras de cerveja. Para a sele¢do da frequéncia (O/7) do
sinal a ser suprimido foi utilizado um pulso seletivo de pré-saturacdo, o ZGPR, um pulso
seletivo de baixa poténcia que contém um bloco de pré-saturacdo que atua na frequéncia de
ressonancia do sinal a ser suprimido durante o tempo de espera (d1).

Posteriormente a aquisi¢do de pulso simples (ZG), a frequéncia central do sinal da 4gua
(O1) é utilizada na sequéncia ZGPR e testada exaustivamente até se obter um sinal com formato
caracteristico, o formato dispersivo, que € exibido ao se encontrar o ponto central do sinal a ser

suprimido como mostra a figura 17.
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Figura 17 - Ampliag@o do espetro de RMN de 'H de cerveja IPA usando a sequéncia de pulsos para a supressao
de sinal zgpr-.

Apo0s a obtencao da frequéncia do sinal a ser suprimido, referentes aos hidrogénios da
agua, foi realizada a aquisicao com a sequéncia de supressao NOESYPR 1D, uma sequéncia de
pulso de supressdo que utiliza um pulso de baixa poténcia na frequéncia dos hidrogénios a
serem suprimidos. Para a supressdo, um pulso de baixa frequéncia irradia os hidrogénios a
serem suprimidos durante o tempo de espera (d/), apos o tempo de espera hé aplicagcdo de dois
pulsos curtos de 90° com tempo de aproximadamente 10us em seguida ocorre a pré-saturagao
da frequéncia a ser suprimida durante todo tempo de mistura (d9) e por fim um pulso final de
magnetizacao.

A Figura 18 traz o efeito da supressao utilizando a sequéncia de pulsos NOESYPRI1D
em comparagao com o pulso ZG, com a utilizagao da sequéncia de pulsos NOESYPR 1D, temos

o ganho de intensidade dos sinais permitindo a avaliacdo de compostos concentrados.
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Figura 18 - Ampliagdo do espetro de RMN de 'H de cerveja IPA usando a sequéncia de pulso zg ¢ sequéncia
de supressio NOESYPR1D

A alta concentragdao de agua nas amostras analisadas impede a supressdo completa do

sinal dos hidrogénios da 4dgua, o que pode ser verificado na figura 19.
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Figura 19 - Ampliacdo do espetro de RMN de 'H de cerveja IPA da regido no qual ocorreu a irradiacdo na
sequéncia de supressdo NOESYPR1D utilizada para supressdo do sinal da agua.

A utilizagdo da sequéncia NOESYPRID permite a avaliagdo dos sinais de grande
importancia que se encontram na vizinhanga do sinal suprimido, como ¢ o caso dos hidrogénios
anoméricos de a e B-glicose, além dos sinais dos compostos minoritarios que se apresentam na
regido aromatica, pois com a supressao temos uma melhor relagdo sinal-ruido do espectro.

Apo6s a aquisi¢ao dos espectros ¢ utilizada a transformada de Fourier em seguida sao
realizados os ajustes manuais da fase, da linha de base e a suavizagao do espectro aplicando LB
= 0,3, por fim a calibragdo do deslocamento quimico do espectro utilizando o padrdao de
referéncia, o TMSP.

As atribui¢cdes foram realizadas por comparagdo com espectros de referéncia obtidos
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usando compostos padrao, atribui¢des descritas na literatura, além dos bancos de dados Human
Metabolome Database e Banco de Dados de Ressonancia Magnética (ULRICH et al., 2008;
WISHART et al., 2018).

5.2.5. Analises Quimiométricas

As andlises quimiométricas foram realizadas utilizando o software estatistico livre o R,
versao 4.1.0.

O tratamento de dados utilizados ao longo desse trabalho foi realizado com o pacote
ChemoSpec (HANSON, 2021) , que ¢ desenvolvido para analises com UV-Vis, RMN, IR,
cromatogramas.

Previamente todos os espectros RMN de todos os estilos de cervejas foram organizados
em uma matriz de dados. A conversdo dos espectros em planilhas eletronicas ocorreu através
da utiliza¢ao de uma versao modificada do programa AU da Bruker, o convbin2asc, que associa
cada ponto do espectro a uma intensidade especifica compondo assim um arquivo de extensao
csv, arquivo separado por virgulas. Apos a criagao dos arquivos csv, foi desenvolvido um script
no software R para a leitura de cada um dos arquivos csv e a montagem de uma matriz de dados
que foi utilizada pelo pacote Chemospec para os pré-tratamentos dos dados e as analises
quimiométricas.

As andlises quimiométricas seguiram o fluxo de trabalho proposto por HANSON,
(2021), iniciando-se pelo pré-processamentos através da corre¢ao de linha de base, alinhamento
espectral com o algoritmo c/luPA (VU et al., 2011), selecdo de faixa espectral de interesse,
“binning” ou “bucketing”, aplicagdo do filtro Savitzky-Golay (SAVITZKY; GOLAY, 1964) .

Para a Analise em Componentes Principais (PCA) foram construidas as matrizes dos
espectros das amostras, o primeiro passo foi remover as regides dos hidrogénios da agua (4,77
ppm). Apos a constru¢do desse espectro base foram realizadas analises de PCA avaliando a
influéncia dos sinais do etanol (1,17 e 3,65 ppm), a segunda PCA foi gerada retirando os sinais
do etanol (1,17 e 3,65 ppm) e a terceira PCA foi construida avaliando a possibilidade de
agrupamento das amostras utilizando a regido espectral de incidéncia dos hidrogénios
anoméricos (4.8 a 5.10 ppm). Esses espectros receberam os pré-tratamentos acima descritos.

Apbs o pré-processamento foram obtidos os espectros normalizados e os seguintes
graficos: Loading, Scores, variancia explicada, loading em termos de espectros, PC1 versus
PC2 e covariancia versus correlagao.

O alinhamento espectral ¢ uma etapa muito importante para a constru¢do das PCA’s,
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uma vez que existe variacdes no pH das cervejas analisadas, modificando o ambiente quimico
e deslocando assim os sinais das amostras. O alinhamento dos sinais ¢ uma alternativa a ser
utilizada para minimizar problemas que essas variagoes de pH trazem. A figura 20 mostra os
espectros de RMN de 'H gerados, antes e depois do alinhamento realizado utilizando o

algoritmo cluPA, para a posi¢do de ressonancia 6 3,65 ppm correspondente ao metileno do sinal

do etanol.
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Figura 20 - lustracao do procedimento de alinhamento dos espectros de RMN de diversos estilos de cerveja: a)
espectro ndo alinhado e b) espectro alinhado.

53. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Identificagao e atribuicdo dos sinais de RMN Iy

Foi tragado o perfil quimico de vinte e cinco estilos de cervejas, sendo eles American
Pale Ale, American IPA, American Wheat, Belgian Blond, Belgian Dark Strong Ale, Belgian
Pale Ale, Belgian Strong Golden Ale, Dunkel, Foreign Stout, Imperial Stout, IPA, IPA
Experimental, Kolsch, Lager, Lager Puro Malte, Malzbier, Munich Helles, Porter, Saison, Sem
Alcool, Session IPA, Sour, Stout, Sweet Stout, Weissbier.

Apos a aquisicdo e as corregoes dos espectros temos como resultado um espectro com
regides bem definidas e sinais caracteristicos. Dentre eles, temos dois sinais caracteristicos,
sendo eles um tripleto em 1,18 ppm, que representa a metila e um quarteto em 3,65 ppm, que
representa o metileno do etanol. Por apresentarem concentragdes maiores, seus sinais também
sd0 0s mais intensos.

Apo6s a indicacdo do composto encontrado ele foi relacionado as caracteristicas

sensoriais da bebida ou usado para controle de processo durante a produgao cerveja.
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5.3.1.1. Alcoois

Em todos os espectros de RMN de 'H das amostras de cerveja dos diferentes estilos
analisados foram encontrados o conjunto de alcoois chamados de alcoois superiores que sao
formados pelos seguintes alcoois: o propanol, butanol e o iso-butanol e apresentam-se no
intervalo 0,86 a 0,90 ppm. Esses compostos tém como caracteristica espectral a sobreposi¢ao
impossibilitando sua identificagdo individual. Ao contrario dos alcoois superiores, sao
facilmente identificaveis o etanol, glicerol, 2,3 butandiol e 3-metil-1-butanol. Os sinais desses
alcoois também foram encontrados na literatura (ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al.,
2021; DUARTE et al., 2002, 2003; JEONG; CHO; KIM, 2017; JOHNSON et al., 2017; NORD
et al., 2004; RODRIGUES et al., 2011, 2010) .

A tabela 18, traz a relacdo dos alcoois que foram identificados nas cervejas analisadas.

Tabela 18 - Deslocamentos quimicos de 'H (8 'H), valores de acoplamento (J) e multiplicidade (m) dos alcoois
encontrados nos estilos de cerveja avaliados.

Composto 0 1H Multiplicidade J (Hz) Atribuicio N
Iso-butanol 0,87 d 6,6 CH3 6
Iso-pentanol 0,88 d 6,6 CH3 6
1-propanol 0,87 t 7,1 CH3 3

1,17 t 7,1 CH3 3
Etanol 3.64 g 7.1 CH; 2
2,3 —butandiol 1,13 d 5.9 CH3 6
Glicerol 3,55 dd 11,7;4,4 CH,, CH, 2
3-methil-1-butanol 1,43 q 6,7 CH, 2

Fonte:(ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002, 2003; JEONG; CHO; KIM, 2017,
JOHNSON et al., 2017; NORD et al., 2004; RODRIGUES et al., 2010).

A figura 26 mostra os compostos organicos encontrados na regido alifatica das cervejas
analisadas.

O fato de os sinais dos alcoois superiores serem sobrepostos impede que se consiga
avaliar sua concentragdo de maneira individual, entretanto, através da integracdo relativa da
regido em que eles se apresentam ¢ possivel avaliar a variacdo de sua concentragdo nos

diferentes estilos de cerveja avaliados, o que ¢ mostrado na figura 21.
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Figura 21 - Ampliagdo da regido alifatica do espetro de RMN de 'H de cerveja do estilo American.

A tabela 19 traz as proporg¢des relativas entre as areas dos alcoois superiores para os
sinais dos vinte e cinco estilos de cerveja avaliados. Esses valores correspondem aos

compostos Iso-Butanol, Iso-Pentanol e Propanol, que sao produzidos durante a fermentagao.

Tabela 19 - Proporcao relativa da 4rea dos alcoois superiores presentes nos estilos de cervejas avaliados.

Estilo Alcoois Superiores
Stout 0,398
Belgian strong golden ale 0,349
Belgian dark strong ale 0,313
Weiss 0,288
Session ipa 0,281
Saison 0,270
Belgian blond 0,269
Porter 0,266
Sweet stout 0,266
Imperial stout 0,259
American wheat 0,244
Foreign stout 0,237
Apa 0,232
Sour 0,215
Belgian pale ale 0,198
Dunkel 0,186
Kolsh 0,154
Ipa experimental 0,151
Lager 0,142
Ipa 0,137
American ipa 0,132
Lager puro malte 0,124
Munich helles 0,102
Malzbier 0,092
Sem Alcool 0,060

Os estilos de cervejas Stout, Belgian Dark Strong Ale, Belgian Strong Golden Ale,
Weiss, Session IPA, Belgian Blond, Porter, Sweet Stout, Imperial Stout, American Wheat
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obtiveram dareas de integrais relativas bem proximas, tendo como fatores em comum
temperaturas de fermentacdo maiores em comparagdo com as temperaturas de fermentacao de
cervejas lagers. Esses dados sdao corroborados por dados existentes na literatura
(KOBAYASHI; SHIMIZU; SHIOYA, 2008; LANDAUD; LATRILLE; CORRIEU, 2001;
PIRES et al., 2014).

Os estilos Saison, Weiss, Belgian Dark Strong Ale, Belgian Strong Golden Ale,
American Wheat que foram avaliados tém em comum a utiliza¢do de trigo em sua formulagao,
uma matéria-prima rica em proteinas, a fermentacdo desses estilos geralmente ocorre em
temperaturas entre 20-24 °C, o metabolismo de altos niveis de proteinas nessas temperaturas
tem por consequéncia a geracdo de alta concentragdo de alcoois superiores no produto final
(VANDERHAEGEN et al., 2003).

Ja as cervejas Dunkel, Kolsh, Lager, IPA, American IPA, IPA Experimental, Lager,
Lager Puro Malte, Munich Helles, Malzbier, Sem dlcool apresentaram as integrais relativas das
regides dos alcoois superiores menores, isso se deve as menores temperaturas de fermentacgao
desse estilo de cerveja, variando entre 8 a 14°C.

A ocorréncia de fermentagao acima de 20°C pode resultar em maiores concentragoes de
compostos volateis, aumentando as velocidades das reagdes metabolicas e a taxa de producao
e concentracao final do alcool fasel (KOBAYASHI; SHIMIZU; SHIOYA, 2008; LANDAUD;
LATRILLE; CORRIEU, 2001)

As cervejas lagers tem como caracteristicas perfil sensorial mais limpo, essas
caracteristicas sdo alcancadas pela reducdo do metabolismo celular propiciado pela baixa
temperatura de fermentagao (8 a 14°C) a qual esse tipo de cerveja é submetia e a reabsorcao de
desses metabolitos durante a maturacdo prolongada (BAMFORTH, 2003; LABRADO et al.,
2020).

As menores proporg¢oes das integrais relativas dos alcoois superiores foram encontradas
nas cervejas sem alcool, de acordo com a IN 65/2019 as cervejas sem alcool ou cerveja
desalcoolizada podem apresentar até 0,5% de alcool em sua concentracdo, podendo ocasionar
a presenga de tracos de alcoois superiores a bebida.

As cervejas sem alcool contém tragos de iso-butanol e/ou 3-metilbutanol o que pode ser
devido a sua remogdo incompleta durante o processo de desalcoolizagio (SANCHEZ-
ESTEBANEZ et al., 2018).

As cervejas com baixo teor alcoolico/sem alcool sdo produzidas por métodos fisicos ou
biologicos, o primeiro retirando o alcool da cerveja ja fermentada e o segundo através do

controle da formagdo do etanol formado durante a fermentagio (ANDRES-IGLESIAS et al.,
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2015; CATARINO; MENDES, 2011).

Outro alcool que foi verificado em alguns estilos foi o 3 metil-1-butano, que ¢ o
composto quantitativamente mais significativo para o aroma do grupo de alcoois superiores,
concentracoes altas desse composto torna a cerveja mais “pesada” afetando negativamente a
“drinkability” da bebida. (KOBAYASHI et al., 2006). Sensorialmente esse composto remete a
odores como vinilico e banana, as maiores propor¢des desse composto foram identificadas em

estilos que também apresentavam maiores propor¢des de alcoois superiores, como mostra a

tabela 20.

Tabela 20 - Proporg¢éo relativa do 3-methil-1-butanol nas amostras de cerveja avaliadas.

Estilo 3-metil-1-butanol
Belgian pale ale 0.1261
Porter 0.1158
Sweet stout 0.1074
Imperial Stout 0.0943
Stout 0.0850
Belgian Dark Strong Ale 0.0841
Ipa 0.0664
Dunkel 0.0571
Lager puro malte 0.0547
Belgian blond 0.0540
American ipa 0.0532
Apa 0.0531
Lager 0.0529
Ipa experimental 0.0521
Belgian strong golden ale 0.0491
Malzbier 0.0455
Sem Alcool 0.0208
American wheat 0.0191
Foreign stout 0.0178
Sour 0.0168
Kolsh 0.0110
Session ipa 0.0108
Weiss 0.0089
Saison 0.0067
Munich Helles 0.0000
5.3.1.2. Acidos Organicos

O segundo grupo de compostos atribuidos aos estilos avaliados foram os acidos
organicos, parte dos sinais caracteristicos desses compostos foram encontrados na regido
alifatica e parte deles na regido aromatica, a tabela 21 traz os dados do deslocamento quimico

dos sinais de RMN de 'H dos 4cidos encontrados nos estilos de cervejas analisados.
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Tabela 21 - Deslocamentos quimicos de 'H (8 'H), valores de acoplamento (J) e multiplicidade (m) dos acidos
orgénicos encontrados nos estilos de cerveja avaliados.
Acidos organicos

Composto Shift (ppm) Multiplicidade J (Hz) Atribuicao N
Acido latico 1,33 d 7,0 CHs 3
Acido succinico 2,67 S - CH2 4
Acido acético 2.08 S - CH3 3
Acido piravico 2,36 s - CH; 3
Acido Citrico 3,02,2,86 d, d 15,8 CH2 4
Acido Fumérico 6,55 S - CH 2
Acido Galico 7.05 s - CH 2
Acido férmico 8,45 s - CH 1

Fonte: (ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002, 2003; JEONG; CHO; KIM,
2017; JOHNSON et al., 2017; NORD et al., 2004; RODRIGUES et al., 2010).

Foram encontrados cinco acidos orgénicos: acido latico, succinico, acético, piravico e
citrico na regido alifatica, outros trés acidos na regido aromatica, sendo eles: acido fumadrico,
gilico e formico, esses mesmos compostos foram em trabalhos utilizando RMN de 'H
encontrados na literatura (ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al.,
2002, 2003; JEONG; CHO; KIM, 2017; JOHNSON et al.,, 2017; NORD et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2010).

A figura 22 traz perfil espectral dos acidos organicos encontrados nas amostras

avaliadas.
Acido Latico

Acido Acético

Acido Succinico Acido PirGvico

e~~~

T v A T T T T T T T T T T T T T T T o A T 1
3.00 295 29055 250 245 240 235 230 225 220 215 210 205 2.00 195 190 150 1.45 1.40a.35 130 1.
f1 (ppm)

Acido Galico
Acido Férmico

8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8

Figura 22 - Ampliacdo de regides do espetro de RMN de 'H de cerveja do estilo American IPA que apresenta
os acidos organicos encontrados nesse estilo.

A formagao dos acidos organicos podem ocorrer através de duas vias, a do ciclo do
acido tricarboxilico ou via de Ehrlicher, o fato de algumas cervejas especiais ndo passarem por
processo de pasteurizagdo ou filtracdo as tornam mais suscetivel a deterioracdo microbiana
sendo as bactérias laticas o micro-organismo mais comum na deterioragdo da cerveja

(RODRIGUEZ-SAAVEDRA; GONZALEZ DE LLANO; MORENO-ARRIBAS, 2020).
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As caracteristicas sensoriais que os alcoois organicos desempenham na cerveja ¢ dificil
de se interpretar de maneira dissociada. Entretanto sabe-se que a quantidade e os tipos de 4cidos
organicos produzidos durante a fermentacao estao intimamente ligados a cepa de levedura e do
controle geral do processo de producao (TAING; TAING, 2007).

Diferentes estilos de cervejas apresentam diferentes valores de pH, resultando na
mudan¢as do ambiente quimico o que faz com que os sinais de alguns acidos organicos
apresentem labilidade, ou seja, tenham mudangas sutis em sua localizagao no espectro de RMN,
dentre eles o acido acético, piravico e succinico fazendo com que seus singletos se apresentem
em 2,04, 2,35, e 2,57 ppm respectivamente (DA SILVA et al., 2019a). Essa labilidade pode ser

vista na figura 23.

SOUR
Acido Acético

Acido Succinico
A Acido Piravico

Acido Succinico

PORTER o cii
Acido Acético

Acido

Acido Piravico Prolina Latico

Acido Succinico

Acido Acético . Acido
BELGIAN PALE ALE Prolina 3-methil-1-butanol Latico
/ \ Alanina\ N L/
\

Acido Pirdvico

AMERICAN IPA Acido Succinico 3-methil-1-butanol

Prolina

T \ AIanini‘

Acido
Latico

T T T T T T T T T T T T T T T T T

2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3

Figura 23 - Ampliagdo da regido alifatica de espectros RMN de 'H de amostras de diferentes estilos de cerveja
mostrando a labilidade dos sinais de diferentes acidos organicos.

O 4cido latico tem como caracteristicas sensoriais o gosto acido (BETTENHAUSEN et
al., 2018a). O acido latico esta presente em todos os estilos, as areas proporcionais aos seus
sinais sa0 mais intensas em cervejas que tém temperaturas de fermentagao acima de 18°C como
nos estilos Belgian Pale Ale, Belgian Dark Strong Ale, Belgian Blond, Imperial Stout, Belgian
Strong Golden Ale, Malzbier, Stout, Porter, Seus valores decrescem em cervejas de perfil
sensorial mais limpo como nos estilos American Wheat, Weiss, Lager Puro Malte , Lager,
Session Ipa, Sweet Stout, Dunkel, Apa, Ipa Experimental, Ipa, Foreign Stout, American Ipa,
Kolsh, Munich Helles, Sem dlcool.

A tabela 22, traz os dados relativos as proporcdes relativas dos sinais dos diversos acidos

organicos encontrados nos estilos de cerveja analisados.



Tabela 22 - Proporcao relativa das areas dos sinais dos acidos organicos das cervejas avaliadas.
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Estilos Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Formico Galico Fumairico Citrico  Succinico pirivico Acético latico
Sour 0,000 0,003 0,000 0,000 0,1773 0,085 0,58 0,55
Saison 0,000 0,003 0,001 0,000 0,0350 0,006 0,23 0,35
Belgian pale ale 0,002 0,003 0,002 0,000 0,0990 0,050 0,06 0,25
Belgian dark strong ale 0,005 0,003 0,000 0,000 0,1520 0,046 0,03 0,23
Belgian blond 0,004 0,004 0,000 0,044 0,1173 0,000 0,12 0,23
Imperial stout 0,004 0,005 0,000 0,000 0,0746 0,087 0,20 0,22
Belgian strong golden ale 0,003 0,004 0,000 0,047 0,1493 0,058 0,11 0,22
Malzbier 0,021 0,002 0,000 0,015 0,2220 0,047 0,06 0,19
Stout 0,000 0,001 0,004 0,000 0,1634 0,118 0,06 0,18
Lager 0,003 0,003 0,000 0,060 0,0459 0,056 0,06 0,18
Porter 0,004 0,005 0,006 0,000 0,1730 0,084 0,11 0,17
American wheat 0,000 0,004 0,004 0,000 0,0816 0,078 0,16 0,16
Weiss 0,000 0,004 0,003 0,000 0,0669 0,103 0,07 0,16
Lager puro malte 0,008 0,009 0,004 0,025 0,0317 0,063 0,06 0,15
Session ipa 0,000 0,002 0,002 0,030 0,0102 0,092 0,02 0,15
Sweet stout 0,000 0,001 0,000 0,000 0,1938 0,069 0,07 0,14
Dunkel 0,005 0,001 0,000 0,000 0,0775 0,081 0,15 0,14
Apa 0,000 0,002 0,004 0,041 0,0788 0,073 0,10 0,13
Ipa experimental 0,003 0,010 0,000 0,111 0,1324 0,056 0,04 0,13
Ipa 0,002 0,002 0,002 0,000 0,0721 0,074 0,05 0,13
Foreign stout 0,004 0,006 0,003 0,000 0,1656 0,071 0,13 0,10
American ipa 0,005 0,005 0,001 0,031 0,0281 0,070 0,02 0,09
Kolsh 0,000 0,002 0,000 0,000 0,0562 0,062 0,09 0,08
Munich Helles 0,000 0,003 0,000 0,000 0,0000 0,000 0,05 0,07
Sem Alcool 0,004 0,003 0,000 0,036 0,0301 0,039 0,05 0,06

O estilo de cerveja sour € o que apresenta maiores niveis de acidos organicos, seguido
do estilo saison, que teve a proporcdo das areas dos sinais 69% menor do que o estilo sour.
Esses estilos tém como caracteristicas seu perfil sensorial acido. Essa diferenca pode estar
relacionada a adi¢do de 4cido latico durante a producdo das cervejas sour para aumentar ainda
mais as caracteristicas acidas do produto.

As cervejas sour sdo produzidas tradicionalmente por fermentacdes espontineas
envolvendo diversas espécies de leveduras e bactérias. Algumas caracteristicas que separam as
cervejas sours de ales e lagers € a alta concentragdo de acidos organicos, como acido latico e
acido acético, resultando em pH baixo e aumento do sabor acido (DYSVIK et al., 2020).

As areas proporcionais ao sinais do acido succinico foram maiores nos estilos Malzbier,
Sweet Stout, Sour, Porter, Foreign Stout, Stout, Belgian Dark Strong Ale, Belgian Strong
Golden Ale, IPA Experimental, Belgian Blond, Belgian Pale Ale, alguns paralelos podem ser
tracados sobre essa relacdo, o primeiro ¢ utilizagdo de maltes torrados nesses estilos, a utilizacao
de malte de trigo e por fim, no estilo /P4 experimental a ha adicao de poupas de frutas, essas
caracteristicas trazem ao mosto uma quantidade grande de agucares fermentaveis, dentre eles a
glicose.

Existe uma correlagdo entre a producdo de acido succinico e o conteudo de glicose do
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substrato, ocorrendo um crescimento linear entre a producdo de 4cido succinico e o conteudo
de glicose do substrato até uma certa concentragao (TYRELL, 2014).

Acido succinico é presente em bebidas fermentadas é geralmente visto como um
componente de menor importancia, porém, o acido succinico em bebidas alcodlicas, como a
cerveja, sdo estimulantes poderosos da producdo e liberacdo de acido géstrico em humanos
(TYRELL, 2014).

As caracteristicas espectrais favorecem o monitoramento da qualidade final de cervejas
através da intensidade dos sinais dos acidos acético, succinico e pirtivico € em alguns estilos de
cerveja do acido latico.

Niveis elevados de alguns acidos organicos podem ser relacionados a contaminacao de
cervejas por bactérias gram-negativas dos géneros Pectinatus € Megasphaera. A deterioragao
causada por esses organismos inclui a produgdo de 4cidos propidnico, acético e succinico, metil
mercaptano, sulfeto de dimetila e sulfeto de hidrogénio, bem como turbidez da bebida
(OLANIRAN et al., 2017).

As bactérias acéticas (Acetobacter spp., Gluconobacter spp.) sdo aerdbicas e podem
causar problemas em cervejas acondicionadas em barril € nos bicos enchedores. Elas podem se
proliferar rapidamente, formando acido acético dando a cerveja um sabor de vinagre
(BAXTER, E.; HUGHES, S, 2001).

Os 4acidos acético e piruvico tém como caracteristica espectral serem singletos e
apresentam-se sobre os multipletos da prolina, impedindo uma quantificagao adequada da sua
concentracdo, entretanto, pode-se utilizar esses sinais de maneira qualitativa a partir de um
espectro de amostras que tenham as caracteristicas ideais de concentragdes dos acidos acético,
piravico e succinico.

O 4cido latico diferentemente dos outros acidos, pode ter seu sinal de dubleto em 1,33
ppm sobreposto pelos satélites da metila do etanol, entretanto, modificagdes no pH podem
resolver esse problema alterando o ambiente quimico, fazendo com que essa sobreposicao seja
desfeita e haja a possibilidade do célculo da sua concentragdo em diferentes estilos de cerveja.

O 4cido piravico € presente em todos os estilos de cerveja analisados, nao foi encontrado
nenhuma relacao de sua concentracdo e caracteristicas sensoriais, porém, do ponto de vista de
controle de qualidade ele pode ser utilizado para avaliar se o processo fermentativo ja foi
finalizado. No metabolismo de agicares em anaerobiose gera, como produto intermedidrio, o
acido piruvico, que, dependendo das condigdes nutricionais do meio, € convertido em diferentes
compostos como acido latico, etanol e acido acético (HENRIETTE M. C. DE AZEVEDO,
2012; SWIEGERS et al., 2005).
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Os valores das proporcdes relativas das areas desse sinal nos estilos de cerveja avaliadas
foram maiores para os estilos Stout, Weiss, Session Ipa, Imperial Stout, Sour, Porter, Dunkel,
American Wheat, Ipa, Apa, Foreign Stout, American Ipa, Sweet Stout que sao cervejas especiais
que podem ter seu processo fermentativo cessado antes da conversdao completa do acido
piravico.

O 4cido citrico esta presente em dez estilos, o estilo Ipa Experimental apresentou
maiores areas relativas seguidos dos estilos Lager, Belgian Strong Golden Ale, Belgian Blond,
Apa, American Ipa, Session Ipa, Lager Puro Malte, Malzbier, Kolsh. A maior concentragao de
acido citrico no estilo Ipa Experimental aparentemente tem relacdo com as frutas que foram
utilizadas na sua produgao.

O 4cido fumarico tem como caracteristicas sensoriais o sabor azedo, sendo associado
também aos sabores acido, sulfitico, fendlico. E uma de suas fontes na cerveja ¢ o malte
utilizado (BETTENHAUSEN et al., 2018a).

O 4cido formico ¢ um dos subprodutos da degradacio da sacarose em altas temperaturas,
que ao ser submetida nessa situagao ¢ clivada frutose e glicose, formando além de acido
formico, acido levurinico, acido latico e 5-metilfurfural e hidroximetilfurfural (WOO et al.,
2009). Isso ¢ evidenciado ao se avaliar esse composto nos estilos analisados, pois a sua presenca
ocorreu em cervejas que havia em sua composi¢do maltes especiais, para gerarem cor, maltes
de trigo e cervejas que em seu processo produtivo foram submetidas a longos processos de
mosturacao. Os estilos que apresentaram maiores valores proporg¢des relativas do sinal do acido
formico foram os estilos Malzbier, Lager puro malte, Dunkel, Belgian Dark Strong Ale,
American Ipa, Imperial Stout, Foreign Stout, Zero, Belgian Blond, Porter, Lager, IPA
Experimental, Belgian Strong Golden Ale, Ipa.

As areas proporcionais ao sinal do acido galico foram maiores nos estilos Ipa
Experimental, Lager puro malte, Imperial stout, American Ipa e Foreign Stout.

O Acido galico, um 4cido fenélico é um antioxidante presente numa infinidade de frutas,
folhas de cha, nozes e outros tipos de materiais bioldgicos, apresenta capacidade antioxidante,
forte adstringéncia e amargor. O acido galico ¢ sensivel a temperaturas extremas, exposi¢cao a
luz e ao oxigénio, em especial durante o processamento e armazenamento de alimentos (CHOI;
CHANG, 2018; DE CRISTO SOARES ALVES; MAINARDES; KHALIL, 2016;
KARAMAN, 2021; LI et al., 2016). A cerveja que apresentou maior area proporcional ao sinal
do acido galico foi a Ipa Experimental, na qual foi inserido frutas durante a producao, podendo

ser a principal fonte de 4cido gélico.
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5.3.1.3. CARBOIDRATOS

A regido em que se apresentam os sinais dos carboidratos ¢ a regido que consiste entre
3 a 5 ppm, essa regido tem como caracteristica alta obstru¢cdo impedindo a atribui¢ao de grande
parte dos carboidratos, entretanto, conseguimos identificar alguns compostos importantes,
sendo eles a maltose, tetralose, rafinose, dextrinas e a glicose. Assim como o relatado na
literatura (ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002, 2003;
JEONG; CHO; KIM, 2017; JOHNSON et al., 2017; NORD et al., 2004; RODRIGUES et al.,
2010).

Tabela 23 - Deslocamentos quimicos de 'H (& 'H), valores de acoplamento (J) e multiplicidade (m) dos
carboidratos encontrados nos estilos de cerveja avaliados.

Carboidratos

Composto Shift (ppm) Multiplicidade J (Hz) Atribuicio N
5.22 d - CH 1

Maltooligossacarideos 4.64 d 7,9 CH - B-glucopyranosyl 1
342 dd
3.26 dd 9.4;8.2

Tetralose 5.18 dt 2.76 2
3.54

Dextrinas 4,99 M a (1-6)
5,39 m a (1-4)

Lactose 4,68 d 7,9 B-anomérico 1

Fonte: (ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002, 2003; JEONG; CHO; KIM,
2017; JOHNSON et al., 2017; NORD et al., 2004; RODRIGUES et al., 2010).

Pode-se dividir a &rea dos carboidratos em duas partes, a parte obstruida que se localiza
entre 3 e 4.22 ppm e a area dos hidrogénios anoméricos 4.22 a 5.5ppm.

Existe uma grande quantidade de pesquisas envolvendo RMN avaliando essa regido
espectral, ela ¢ utiliza para diferenciacdo de diferentes tipos de cervejas de acordo com as
matérias-primas que sao fonte de acticares fermentesciveis.

A avaliagdo da area em que incide os hidrogénios anoméricos dos carboidratos tem
importancia na producdo de cervejas de baixo teor de caldrico, possibilitando sua correcao
através da adicdo de adjuntos, para melhorar suas caracteristicas de corpo; avaliacdo da
possibilidade de introducdo adjuntos com o intuito de modificar as caracteristicas sensoriais,

tais como lactose, agucar de cana de agucar e maltodextrina.
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Figura 24 — Ampliago do espetro de RMN de 'H de cerveja do estilo American IPA mostrando sinais dos hidrogénios
anoméricos dos carboidratos.

Para entender essas diferengas, a figura 25, traz o empilhamento de espectros de
diferentes estilos de cervejas para a avaliagdo das regides dos hidrogénios anoméricos da
solucdo padrao de lactose, do estilo de cerveja Sweet Stout que tem adigdo de lactose e do estilo
Lager Puro Malte.

Avaliando o perfil espectral da cerveja Lager Puro Malte e Sweet Stout, conseguimos
observar que além dos hidrogénios anoméricos a (5,22 ppm) e B (4,64 ppm) da glicose, que
estdo presentes em todos os estilos de cerveja, na cerveja Sweet Stout temos a presenga dos
sinais de um dubleto em 4,44 e o multipleto em 3,95 ppm que sdo sinais caracteristicos da

lactose mostrando de maneira clara que foi adicionado a esse estilo lactose.
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B-lactose Lactose

LACTOSE
B-lactose
a-lactose
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Figura 25 - Ampliacdo dos espetros de RMN de 'H da regido anomérica das cervejas do estilo Lager, Sweet
Stout e lactose.

Na figura 25, outro exemplo da importancia da avaliacdo dessa regido, pois mostra a
possibilidade da identificagdo de adjuntos adicionados na produ¢do de cerveja, neste caso a
adicao de glicose e frutose, resultado da adicao do xarope de cana-de-aglcar, em cervejas do
estilo Malzbier. Os sinais que mostram a presenca desses compostos sao os sinais que estao
presentes na regido 3,95 a 4,15 ppm, em que o multipleto em 4,11 ppm € o sinal caracteristicos
da frutose.

Esse estilo ¢ conhecido como estilo de alto dulgor e coloracdo escura, para trazer a
coloragdo escura os fabricantes fazem uso de corantes de caramelo que sao fabricados utilizando
glicose e frutose submetidos a altas temperaturas, isso fica claro quando se observa a
intensidade dos sinais dos hidrogénios anoméricos da glicose, além da presenca dos sinais de

frutose.
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Figura 26 — Ampliago dos espetros de RMN de 'H da regido anomérica das cervejas do estilo Lager , Malzbier e
dos espectros de solugdo padrdo de frutose e glicose.

A tabela 24 traz as areas relativas da regido dos carboidratos € mostra que cervejas que tem

como caracteristica maior dulgor apresentam também maiores proporgdes relativas dessa area.

Tabela 24- Proporgdo relativa dos carboidratos das cervejas avaliadas.

Dextrina Limite

Estilo o (1-4) o-Glicose Tetralose a (1-6) B-Glicose Glicose Carboidratos
Belgian dark strong ale 2,732 0,41 0,03 0,29 0,22 1,969 63,372
American wheat 2,144 0,17 0,00 0,11 0,00 1,331 60.511
Weiss 1,977 0,15 0,00 0,11 0,00 1,218 58,829
Stout 3,983 0,35 0,04 0,24 0,09 1,896 57,781
Session ipa 1,814 0,14 0,00 0,13 0,00 1,059 52,074
Porter 2,437 0,22 0,03 0,16 0,18 1,313 50,229
Belgian strong golden ale 1,754 0,16 0,01 0,18 0,09 0,843 48,655
Sweet stout 0,599 0,66 0,03 0,03 0,55 0,615 46,259
Malzbier 2,010 0,58 0,03 0,13 0,51 2,660 44,823
Belgian blond 2,043 0,29 0,01 0,20 0,16 1,227 44,039
Sour 1,225 0,09 0,00 0,03 0,01 0,789 43,982
Foreign stout 1,954 0,16 0,02 0,16 0,16 0,837 39,764
Dunkel 1,524 0,14 0,01 0,15 0,06 0,834 36,771
Apa 1,396 0,16 0,02 0,16 0,10 0,758 36,319
Kolsh 1,193 0,18 0,00 0,02 0,02 1,059 35,123
Munich Helles 1,008 0,10 0,00 0,07 0,01 0,697 33,340
Lager 1,421 0,17 0,02 0,16 0,09 0,854 32,895
American ipa 1,193 0,16 0,01 0,10 0,12 0,785 31,996
Ipa 1,400 0,15 0,01 0,09 0,08 0,823 31,566
Lager puro malte 1,119 0,15 0,02 0,18 0,12 27,851
Belgian pale ale 1,036 0,12 0,03 0,30 0,10 26,951
Ipa experimental 0,786 0,11 0,01 0,05 0,07 26,514
Saison 0,022 0,04 0,00 0,00 0,01 25,390
Sem dlcool 2,018 0,35 0,01 0,16 0,20 19,324

Imperial stout 0,681 0,02 0,00 0,01 0,05 15,031
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Os estilos com maiores proporcdes relativas da area dos carboidratos sdo Belgian Dark
Strong Ale, American Wheat, Weiss, Stout, Session Ipa, Porter, Belgian Strong Golden Ale,
Sweet Stout, Malzbier, Belgian Blond, todas esses estilos tém grande diversidade de matérias-
primas utilizadas, que conferem a bebida maiores niveis de carboidratos.

A importancia dessa avaliacdo se deve pela possibilidade de identificagdo das matérias-
primas usadas como fonte de carboidratos que contribuem para o seu conteudo calorico das
bebidas. Assim, a presenga de diversas fontes de carboidratos pode ser corrigidas durante a
producdo de cerveja menos caldrica ou monitorada para que seja alcancada alguma
caracteristica esperada para o atendimento a um determinado estilo.

Outro sinal de importancia para as caracteristicas sensoriais da cerveja sao os sinais dos
seguintes maltooligossacarideos as dextrinas limites, em 4,95 ppm, e da ligacao glicosidica a
(1-4) em 5,30 a 5,45 ppm.

Durante a mosturacdo o controle de temperatura favorece a atividade de diversas
enzimas, presentes no malte, que tem como resultado a clivagem do amido em agucares
fermentesciveis através das enzimas o-amilase (o-1,4-glucano 4-glucano-hidrolase) que
hidrolisam ligagdes a (1,4) em polipeptidios de amido, além da B-amilase, dextrinase limite, a-
glucosidase e fosforilase. Dependendo do local na qual as cadeias de glucana sdo clivadas temos
como produto dessa degradacdo a glicose, maltose e uma variedade de oligossacarideos
ramificados e ndo ramificados e dextrinas (PETERSEN; MEIER; DUUS, 2012; VAN
DONKELAAR et al., 2016).

Diferentes niveis de degradacdao do amido podem ser evidenciados pela abundancia de
dextrinas limites, pois tantos os maltooligossacarideos quanto as dextrinas limite derivam do
amido e sua presenga na cerveja reflete conversdo incompleta do amido em carboidratos ndo
fermentesciveis pelas leveduras (PETERSEN et al., 2014).

Sensorialmente as dextrinas trazem a cerveja corpo, aumentando a percep¢ao do
preenchimento bucal. Isso fica evidente durante a producao de cervejas de baixa caloria em que
dextrina ¢ degradada resultando em percepcdo de boca reduzida (LANGENAEKEN; DE
SCHUTTER; COURTIN, 2020; RUBSAM; GASTL; BECKER, 2013).

Os estilos Belgian Pale Ale, Belgian Dark Strong Ale, Stout, Belgian Blond, Belgian
Strong Golden Ale, foram os que apresentavam maiores propor¢des de dextrinas limites, eles
tém como caracteristica uso de trigo em sua composicao, esse pode ser um dos fatores para
maiores indices de dextrinas limites, uma vez que o trigo € utilizado para dar corpo as cervejas

em que ¢ utilizada.
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Outros dois compostos foram encontrados na regido dos carboidratos, os nutrientes
colina e betaina, assim como o relatado na literatura. (ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et
al., 2021; DUARTE et al., 2002, 2003; JEONG; CHO; KIM, 2017; JOHNSON et al., 2017;
NORD et al., 2004; RODRIGUES et al., 2010).

Tabela 25 - Deslocamentos quimicos de 'H (6 'H), valores de acoplamento (J) e multiplicidade (m) dos nutrientes
encontrados nos estilos de cerveja avaliados.

Nutrientes

Composto Shift (ppm) Multiplicidade J (Hz) Atribuicao N
Colina 3.18 S -

Betaina 3.25 S - N-CHj3 9

Fonte: ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002b, 2003; JEONG; CHO; KIM,
2017; JOHNSON et al., 2017; NORD; VAAG; DUUS, 2004; RODRIGUES et al., 2010.

Nao foram encontradas relagdes diretas entre a betaina e a colina com caracteristicas
sensoriais ou de processamento na producdo de cervejas. Entretanto esses compostos possuem
propriedades nutricionais importantes para os seres humanos.

Os cereais sdo a principal fonte de betaina e, seu percussor, colina. A colina, ¢ um
nutriente essencial na alimentacdo humana, ela ¢ fundamental para a sintese da acetilcolina, um
importante neurotransmissor, o doador do grupo metil, betaina e fosfolipidios, por isso, a colina
esta envolvida em uma ampla gama de fungdes fisioldgicas criticas em todos os estagios do

ciclo de vida (ROSS; ZANGGER; GUIRAUD, 2014; WIEDEMAN et al., 2018).

5.3.14. Aminoacidos

Encontramos os seguintes aminodcidos essenciais isoleucina, leucina, alanina,
fenilalanina, prolina, tirosina, triptofano, valina nas amostras de cerveja avaliadas esses dados
semelhantes aos dos trabalhos de RMN encontrados literatura. (ALMEIDA et al., 2006;
CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002, 2003; GIL et al., 2003; JEONG; CHO; KIM,
2017; JOHNSON et al., 2017; KHATIB et al., 2006; NORD et al., 2004; PALMIOLI et al.,
2020; RODRIGUES et al., 2010).

Do ponto de vista sensorial os aminodcidos estdo ligados a formagdo de diversos
compostos aromaticos, sendo eles importantes precursores de aldeidos e de alcoois superiores,
duas classes de compostos muito importantes para o desenvolvimento de sabores estranhos na
cerveja (FERREIRA; GUIDO, 2018).

A tabela 26 traz os deslocamentos quimicos dos diversos aminoacidos encontrados nos

estilos de cervejas avaliados.
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Tabela 26 - Deslocamentos quimicos de 'H (& 'H), valores de acoplamento (J) e multiplicidade (m) dos
aminoacidos encontrados nos estilos de cerveja avaliados.

Aminoacidos

Composto Shift (ppm) Multiplicidade J (Hz) Atribuicio N
Isoleucina 0.92 m - &-CH3

Leucina 0.94 m - 6CH3 4
Valina 1.06/1.02 d/d 7,1 CH3 3
Alanina 1,55 d 7,3 CH3 3
Prolina 2,12/2,39 m - CH; 2
Triptofano 7,58 S - CH 1
Fenilalanina 7,37 m - CH 5
Tirosina 7,17 d 8,0 CH 1

Fonte: (ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002, 2003; JEONG; CHO; KIM,
2017; JOHNSON et al., 2017; NORD et al., 2004; RODRIGUES et al., 2010).

A figura 27 traz o perfil espectral dos aminodcidos presentes em diversos estilos de
cerveja e mostra que algum aminoacido tem caracteristicas espectrais que nao possibilitam a
medida de sua area relativa, sendo eles a isoleucina, leucina, valina e a prolina.

A alanina, acido aspartico, prolina, glicina, treonina e serina t€ém grande influéncia no
sabor doce dos alimentos, pois apresentam forte dulgor (BIAN et al., 2022). Entretanto, nao foi
encontrado trabalhos que avaliassem as diferencas de dul¢or em cervejas com diferentes
concentracoes de alanina.

A prolina ¢ um aminoacido que influencia a composicdo dos aromas durante a
fermentacdo da cerveja, sendo importante na formagao do aroma pela sintese de glutamato, por
ndo ser totalmente absorvida pelas leveduras durante a fermentacdo parte da concentragdo

presente na cerveja € oriunda dos maltes utilizados em sua producao (HE et al., 2014)

Leucina

Isoleucina

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.10 109 1.08 1.07 1.06 1.05 1.04 1.03 1.02 1.01 1.00 0.99 0.98 0.97 0.96 0.95 0.94 0.93 0.92 0.91 0.90 0.89 0.88 0.87 0.86 0.85
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Figura 27 — Ampliacdo dos espetros de RMN de 'H mostrando os aminoacidos presentes nas cervejas do estilo
American [PA.
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Na regido aromatica, onde hd a presenca dos sinais dos aminoacidos triptofano,
fenilalanina e tirosina também sdo areas conturbadas prejudicando a sua integragdo, entretanto,
para entender as diferencas entre os estilos, a area que consiste entre 6,75 ppm e 7,78 ppm que
englobam aminoacidos foram integrados para avaliar de maneira separada cada um dos estilos,

os dados estdo descritos na tabela abaixo.

Tabela 27-Proporg¢ao relativa da area dos sinais dos aminoacidos das cervejas avaliadas.

Estilo Areas das integrais relativas
Saison 0,46
Lager puro malte 0,45
Apa 0,40
Sweet stout 0,38
Porter 0,34
Imperial stout 0,32
Malzbier 0,29
Foreing stout 0,28
Stout 0,25
American ipa 0,22
American wheat 0,18
Weiss 0,17
Lager 0,17
Belgian dark strong ale 0,17
Dunkel 0,17
Belgian blond 0,16
Belgian dark strong ale 0,16
Ipa experimental 0,14
Belgian pale ale 0,13
Ipa 0,12
Sesion ipa 0,12
Sour 0,11
Sem dlcool 0,08
Kolsh 0,00
Munich helles 0,00

Os estilos produzidos com maltes escuros Sweet Stout, Porter, Imperial Stout, Malzbier,
Foreing Stout, Stout tiveram valores de integrais relativas variando entre 0,25 a 0,28. As
cervejas Belgas, American Wheat, Weiss, Lager, Belgian Dark Strong Ale, Dunkel, Belgian
Blond, Belgian Dark Strong Ale Belgian Pale Ale, com utilizacdo de maltes de trigo e
fermentagdes em temperaturas proximas a 20°C tiveram valores de integrais relativas variando
entre 0,16 a 0,18.

Os estilos Session Ipa e Ipa obtiveram valores de 0,12, o estilo Sour 0,11 e cervejas Sem
Alcool com 0,08. Os estilos Kolsh e Munich Helles apresentaram valores discrepantes, sendo
entdo retiradas da tabela 27.

Do ponto de vista sensorial, o controle da concentra¢do de proteinas e aminoacidos ¢
importante, pois altas fracdes de proteinas especificas, incluindo albumina, globulina, hordeina,

além dos aminoacidos prolina, fenilalanina e dcido glutdmico (glutamina) que tem relagao com
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a turbidez de cervejas (YE et al., 2016).

Os aminodcidos influenciam o aroma e o sabor da cerveja, a fenilalanina e serina
conferem dogura, a prolina confere dogura e um sabor ligeiramente amargo, a isoleucina confere
sabor amargor, o triptofano um sabor agridoce parecido com metanol. J& aminoacidos
aromaticos fenilalanina tirosina e triptofano fazem parte dos precursores de compostos que
contribuem para aromas como rosa, flores e améndoa amarga, bem como sabores quimicos,
putridos e fecais (ARDO, 2006; LUO et al., 2017).

O malte tem um como uma das principais fungdes fornecer fontes de nitrogénio
assimilaveis a levedura, sendo entdo a principal fonte de nitrogénio no mosto. A ordem de
absor¢ao aminodacidos pelas leveduras € a seguinte: arginina, asparagina, aspartato, glutamato,
glutamina, lisina, serina e treonina, seguidos da absor¢ao mais lenta aminoacidos histidina,
isoleucina, leucina, metionina e valina e por fim aminoacidos alanina, glicina, fenilalanina,
tirosina, triptofano e também amonia que ¢ absorvida ap6s o primeiro grupo (LODOLO et al.,

2008).

5.3.1.5. Nucleosideos

Nas cervejas avaliadas foram encontrados os seguintes nucleosideos uridina, guanosina,
citidina, inosina, uracila, histidina e adenina dados semelhantes aos da literatura (ALMEIDA et
al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002, 2003; GIL et al., 2003; JEONG;
CHO; KIM, 2017; JOHNSON et al., 2017; KHATIB et al., 2006; NORD et al., 2004;
PALMIOLI et al., 2020; RODRIGUES et al., 2010).

Tabela 28 - Deslocamentos quimicos de 'H (& 'H), valores de acoplamento (J) e multiplicidade (m) dos
nucleosideos encontrados nos estilos de cerveja avaliados

Nucleosideos
Composto Shift (ppm) Multiplicidade J (Hz) Atribuicio N
Citidina 6,08 s 7,9 C6H
Uracila 5,79 d 7,7 C 1
Guanosina 8.00 s -
Inosina 8.22 S - CH 1
Adenina 8.21 s -
Histidina 8.59 d 1,4
Uridina 7,86/5.89 d 8,1 CH 1

Fonte: ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002b, 2003; JEONG; CHO; KIM,
2017; JOHNSON et al., 2017; NORD; VAAG; DUUS, 2004; RODRIGUES et al., 2010b.
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Os nucleosideos e nucleotideos sdo compostos presentes em varios alimentos originados
de células vivas, tendo maiores concentracdes encontradas em alimentos originados de
processos fermentativos com maior densidade celular ou que provém de tecidos
metabolicamente ativos (DOMINGUEZ-ALVAREZ et al., 2017).

A figura 28 traz o perfil espectral dos nucleosideos e nucleotideos encontrados nos

diversos estilos de cervejas avaliados.

Tirosina

Fenilalanina /\

Acido Galico

. g Uracil
Acido Férmico . o Triptofano
Guanosine Citidina
Desconhecido Desconhecido Uracil

Inosine

8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8

Figura 28 - Ampliagio dos espetros de RMN de 'H da regiao aromatica mostrando dos nucleotideos e nucleosideos presentes
nas cervejas do estilo American IPA.

As andlises de bases de purinas e pirimidina s3o importantes do ponto de vista de
qualidade, pois alguns desses compostos sao relacionados a sabores estranhos, enquanto outros
sdo utilizados como marcador de frescor, do ponto de vista de saude as purinas sdo precursores
de acido urico, uma substancia importante por ser um gatilho para a gota (KLAMPFL et al.,
2002).

Nao foi encontrado dados que mostram as implicagdes diretamente relacionada as
caracteristicas sensoriais de boa parte dos nucleotideos e nucleosideos em cervejas, entretanto,
alguns estudos mostram que o contetdo de uridina diminui e o conteudo de uracila aumenta a
medida que os produtos por processo fermentativo se deterioram (MORRIS et al., 1989).

A citidina ¢ dependente da quantidade de sulfitos, um produto natural da fermentagdo
na cerveja e pode desempenhar um papel na criacao de perfis de sabor frutado ao longo do
tempo, possivelmente devido a interagcdes com produtos de lupulo e a sua subsequente quebra
em outros compostos devido os processos de envelhecimento ( Briggs, 2004 ; Hughey et al.,
2015; Spevacek et al., 2016 ).

A histidina foi encontrada nos estilos American Pale Ale, American Ipa, Belgian Blond,
Dunkel, Ipa, Ipa Experimental, Lager Puro Malte, Malzbier, podendo ser um indicador de um

determinado tipo de malte.
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5.3.2. Compostos nocivos a saude ou indesejados produzidos durante a fabricacdo de

cerveja

Trés compostos foram classificados como compostos de nocivos a satde ou indesejados
produzidos durante a fabricac¢do de cerveja, sdo eles o 5-hidroximetilfurfural e o acetaldeido e
o carbamato de etila. Esses dados sdo semelhantes aos encontrados em diversos trabalhos
utilizando RMN 'H na literatura (ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE
et al., 2002, 2003; JEONG; CHO; KIM, 2017; JOHNSON et al., 2017; NORD et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2010).

Tabela 29 - Deslocamentos quimicos de 'H (& 'H), valores de acoplamento (J) e multiplicidade (m) dos compostos
relacionados a qualidade encontrados nos estilos de cerveja avaliados.

Compostos relacionados a qualidade da cerveja

Composto Shift (ppm) Multiplicidade J (Hz) Atribuicio N
Acetaldeido 9,66 q 2,9 CHO 1
9.44 s - CH 1
S5-hidroximetilfurfural 6.75 d 4 CH 1
7.52 d 4 CH 1
Carbamato de Etila 4.09 q 7,05 CH 2

Fonte: (ALMEIDA et al., 2006; CAVALLINI et al., 2021; DUARTE et al., 2002, 2003; JEONG; CHO; KIM,
2017; JOHNSON et al, 2017; KEW; GOODALL; UHRIN, 2019; MONAKHOVA; KUBALLA;
LACHENMEIER, 2012; NORD et al., 2004; RODRIGUES et al., 2010).

Tanto o quarteto do acetaldeido em 9,66 ppm, quanto o singleto do 5-HMF em 9,45
podem ser quantificados, pois ambos estdo em uma regido espectral desobstruida, como ¢

mostrado na figura 29.

Acetaldeido 5-HMF

P | N——

I T T T i T d T ¥ I ¥ T . I . I
9.75 9.70 9.65 9.60 9.55 9.50 9.45 9.40 9.35
Figura 29 — Ampliagdo da regido do espectro de RMN 'H de cerveja do estilo Identificagdo e atribuigdo dos sinais do 5-
HMEF e o acetaldeido em espectros de cervejas especiais.

Para evitar a formag¢do de acetaldeido durante o armazenamento das bebidas
fermentadas ¢ desejavel que ocorra o menor contato entre a bebida e o ar. Liu demonstrou em
seu trabalho que ha variagdes nas concentragdes de acetaldeido no decorrer do armazenamento
em condi¢des adequadas e durante o envelhecimento forgado de cervejas. Outro meio de
formagdo de acetaldeido € presenca de ar nas embalagens que armazenam a cerveja, uma vez
que ele ¢ uma molécula extremamente reativa (LACHENMEIER; SOHNIUS, 2008).

Seis estilos analisados apresentaram o sinal do acetaldeido, sendo eles American Pale

Ale, Stout, IPA Experimental, Lager Puro Malte, Porter, Saison, Malzbier.
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Sete estilos apresentaram os singletos em 9.45 ppm do 5-HMF, a maior proporcao
relativa foi apresentada pelo estilo Malzbier, seguido do estilo Imperial Stout, Belgian Strong
Golden Ale, Porter, Belgian Dark Strong Ale, Dunkel, Sem Alcool.

O S5-Hidroximetilfurfural (5-HMF) e furfural sdo compostos de indice para
envelhecimento de cerveja, pois existe correlacdo entre a perda do sabor fresco na cerveja e o
aumento dos niveis de 5-HMF durante o armazenamento. (SHIMIZU et al., 2001). A exposi¢ao
excessiva ao S-hidroximetilfurfural (5-HMF) induz efeitos colaterais graves (LI et al., 2020).

A incidéncia de carbamato de etila em cervejas pode ocorrer devido a fermentagdao ou
acondicionamento e armazenamento inadequado e o grande problema esta na concentragao que
pode representar risco a saude.

O carbamato de etila tem padrao parecido com duas substancias o etanol e o acido latico.
Tanto o carbamato de etila quanto o etanol apresentam um sinal na regido alifatica, um tripleto
em 1,22 ppm, que pode ser confundindo com o tripleto do etanol e um quarteto em 4,10 ppm
que pode ser confundido com o quarteto do acido latico na regido dos carboidratos.

Para possibilitar a diferenciagdo entre o carbamato de etila, o etanol e o acido latico uma

amostra de cerveja foi enriquecida com carbamato etila e ¢ apresentada na figura 30.

Cerveja enriquecida
com carbamato de etila

Carbamato
de etila

Carbamato
de etila
Acido Latico

Acido Latico

[ L |
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54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 14 12 1.0 0.8

Figura 30— Ampliacao da regido do espectro de RMN 1H de amostra de cervejas enriquecida com carbamato
de etila destacando as diferencas dos deslocamentos quimicos dos sinais de carbamato de etila (4,22 ppm) e
acido latico presentes na regido de carboidratos da maioria dos estilos analisados.

A partir da avaliagcdo da figura 30, podemos diferenciar de maneira inequivoca que
mesmo tendo padrdes espectrais parecidos os sinais do carbamato de etila apresentam-se em
desvios quimicos distinto, tanto do sinal de tripleto do etanol em 1,17 ppm, quanto do 4cido
latico em 4,24 ppm. Esses dados corroboram os dados de Monakhova que desenvolveu um
método rapido de quantificacdo de carbamato de etila em bebidas alcodlicas.

Analisando os vinte e cinto estilos de cerveja avaliados, foi possivel a identificagdo do

carbamato de etila nos seguintes estilos: American Pale Ale, American Light Lager, Belgian
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Blond, Belgian Dark Strong Ale, Belgian Pale Ale, Belgian Strong Golden Ale, Imperial Stout,
IPA, Munich Helles, Porter, Puro Malte, Stout, Sweet Stout, Wheat, Sem dlcool. Esses dados
sdo corroborados pelos dados de MONAKHOVA; KUBALLA; LACHENMEIER, 2012.

A regido e o assinalamento do carbamato de etila encontrado nas amostras sao
mostrados na figura 31:

Saison T -
American Light Lager e ¢ ¢
: |

.
.v !
Belgian Blond TS buro ek y b 3
o b ' Sweet Stout

'
'
2 .
. A Zero 2
Imperial Stout i v A
Belgian Pale Ale N -
Munich Helles P 7 /‘/__,\/—/k/\)\’\'
.

'

' ¢ —
M«WI\/\AA/\_/ /N/\/\—J 420 4.18 4.16 414 412 410 4
Belgian Strong Golden Ale

:

Belgian Dark Strong Ale %2 2 wheat

America Pale Ale = = Porter

Figura 31 — Ampliacdo da regido do espectro de RMN 1H de diferentes estilos de cervejas com o assinalamento
dos sinais de carbamato de etila (4,12 ppm) presentes na regido de carboidratos da maioria dos estilos analisados.

Devido a falta de seletividade ocasionada pela sobreposicao dos sinais dos carboidratos
que ocorrem na mesma regido que o sinal do quarteto do carbamato de etila, ¢ inviavel a
determinag¢do da concentragdo em matrizes complexas da bebida, entretanto através de

espectros de RMN de 'H possibilita a sua identificagdo em amostras de cerveja.

A tabela 30 traz a compilagdo dos compostos encontrados de acordo com os estilos de

cervejas avaliados.
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Composto

[a W)

a9

[a W)

Etanol

Iso-butanol

Iso-pentanol

1-propanol
2,3 — butandiol

Glicerol

3-methil-1-butanol

Acido latico

Acido succinico
Acido acético

Acido malico

Acido piravico
Acido citrico

Acido fumérico
Acido gélico

Acido formico

Maltose

Rafinose

Dextrinas
Uracil

Uridina

Citidina
Leucina

Isoleucina

Valina

Histidina

Triptofano

Fenilalanina
Tirosina
Prolina

Alanina

Trigonellina

[a W)

Acetaldeido

B

5-hidroxmetilfurfural

Colina

Betaina

Lactose

Tabela 30 - Compilagdo dos compostos encontrados de acordo com o estilo avaliado.

Letra P sinaliza a presenga do composto no estilo de cerveja avaliado.
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5.3.3. Analise quimiométrica dos estilos de cerveja American Light Lager, Puro Malte,

Malzbier e Zero Alcool.

Para as andlises quimiométricas trés estilos de cerveja, American Light Lager, Puro
Malte, Malzbier e cerveja Sem dlcool foram usados para se verificar quimiometricamente suas
diferencas.

Uma analise preliminar foi realizada com intuito de verificar quais regioes espectrais
apresentaram variagdo entre os estilos de cerveja avaliados, para isso a fun¢do surveySpectra2
foi utilizada, gerando um grafico que através do método igr que determina a mediana dos

espectros que compodem as amostras avaliadas.
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Figura 32 — Grafico de Loadings dos espectros de 'H das amostras de cerveja dos estilos Zero, Lager Puro Malte
e Malzbier.

A figura 32 mostra que as regides dos espectros de RMN de 'H que tem maior variagio
sdo regido dos sinais do etanol, seguido da regido dos carboidratos e seus hidrogénios
anoméricos, mostrando que os estilos mesmo tendo caracteristicas sensoriais distintas, tem
baixa variagdo em suas caracteristicas espectrais do ponto de vista quimiométricos.

Através do grafico de escores (figura 32) ¢ possivel verificar qual € o comportamento
dos dados com relagdo a sua localizagdo positiva ou negativa em cada uma das PC’s. A por¢ao
positiva da PC1 foi dominada pela area de carboidratos e dos hidrogénios anoméricos a(1,4) (

5,45 ppm), a — glicose ( 5,45 ppm) e B-glicose ( 5,65 ppm), na PC1 em sua porc¢do negativa a
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contribuicdo ¢ dos sinais da metila (1,16 ppm) e metileno(3,77ppm) do etanol. J& a PC3 teve
como contribuintes por¢do positiva a regido alifatica, de algumas regides dos carboidratos e
também dos hidrogénios anoméricos a(1,4) ( 5.45 ppm), a — glicose ( 5.45 ppm) e B-glicose (
5.65 ppm).

A PCA foi gerada com os espectros completos, ou seja com a presenca dos sinais do
etanol, nessa analise foram geradas duas componentes principais com explica¢do de 74% dos

dados em PC1 ¢ 5,5% em PC3.
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Figura 33 - Grafico de Scores dos espectros de 'H das amostras de cerveja dos estilos Zero, Lager Puro Malte e
Malzbier

Como resultado da PCA foi possivel a formagao de trés agrupamentos, o primeiro com
os estilos American Light Lager ¢ Puro Malte, o segundo com agrupamento das amostras de
cervejas do estilo Malzbier e o terceiro agrupamento com as amostras do estilo Sem dlcool.

As amostras do estilo Malzbier se agruparam na por¢ao positivos de PC1 (74%) e
negativo de PC3 (5,5%), os compostos responsaveis pelo agrupamento das amostras desse estilo
sdo apresentados na figura 39, grdfico de loadings, boa parte desses sinais incidem na regiao
entre 3.48, 3.94,4.08, 4.05 ppm, regido bastante obstruida em que os carboidratos se
apresentam, o sinal facilmente identificavel responsavel pelo agrupamento das amostras desse
estilo sdo os hidrogénios anoméricos da a — glicose (5,28ppm), B — glicose ( 4,68 ppm), esses
sinais, nos espectros de RMN, sdo mais intensos, pois nesse estilo foi adicionado agucar de
cana, informac¢ao contida nos rotulos das amostras.

As cervejas do estilo Sem Alcool apresentam-se na parte positiva tanto em PC1 quanto

em PC3 e o sinal responsavel pelo agrupamento desse conjunto de amostras sdo os sinais em
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5,37, 5,40 e 5,42, 5,45 ppm, esses sinais fazem parte os sinais os hidrogénios anoméricos da
ligacdo glicosidica a (1 — 4), a intensidade desse sinal mostra que os ac¢tcares fermentesciveis
nao foram totalmente clivados, podendo ser um indicativo de fermentagdao incompleta ou uma
forma de melhorar o corpo da cerveja.

Uma das caracteristicas das cervejas do estilo Malzbier, é a adi¢do agucares de cana,
trazendo ao espectro uma série de sinais que ndo sdo encontrados em cervejas de outro estilo.
Ja as cervejas Sem Alcool, sdo cervejas que por ndo terem a presenca dos sinais do etanol, tem
areas de carboidratos mais intensas, sendo essa uma das provaveis hipoteses desses dois estilos
serem agrupados e distanciados dos outros estilos.

As cervejas do estilo Lager Puro malte e American Light Lager foram agrupadas nos
quadrantes positivo PC1 e negativo PC3, tendo como sinais responsaveis por esse agrupamento
0s compostos que apresentam-se na regiao alifatica, sendo eles os sinais dos alcoois etilico
através dos sinais da metila (1,16 ppm) e metileno(3,77ppm), do 2,3 — butandiol (1,13), alcoois
superiores (0,91 ppm), do éacido latico (1,33 ppm) e os da regido dos hidrogénios anoméricos
sendo a dextrinas limite (4,88 e¢ 4,91 ppm) o mais relevante desses. A presenca desses
compostos em ambos os estilos ocorre por terem o mesmo perfil de fermentagdo, uso de
leveduras iguais, porém matérias-primas diferentes. De acordo com a legislacdo as cervejas
Puro Malte s6 podem ser produzidas com malte de cevada, ja as cervejas American Light Lager
podem ser adicionadas adjuntos, isso pode ser um indicativo por haver a presenca dois sinais

que incidem na regiao das dextrinas limite (4,88 ¢ 4,91 ppm).

Grafico de Loadings

N 3.
o Sinal da metila do Etanol '4‘030655
3.68 a(1-4 )\_.’.'
° \.ws Seg5.42 5.45 —_—
2 " ©5.40 .

— Sinal do metileno do etanol Dextrina Limite
8’ O vied ®5 37..5 029334 0382
= 2,3 - Butandiol
= L Acido Acético o1 ; :
© o Alcoois Superiores —» g
[e] o .
— : i 362

1.19 528 \/-3 9

e . o 3@?3125 Multipletos

= e
o] A . g“mgf Frutose

4 — .

w 9 o122 of5e o35y \
-~ A :
™ ok gqrr ol 03388
(@] N 0342 4 13759 0351 377
= ? B ®328 @345

o

o —

! centered/Pareto/classical 0374
I I I

PC1 (73%) loadings

Figura 34 - Gréfico de Loadings dos espectros de 'H das amostras de cerveja dos estilos Zero, Lager Puro Malte
e Malzbier .
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As PCAs iniciais, mostram que ¢ possivel agrupar os estilos de cervejas através dos
compostos formados durante sua fabricacdo, sendo eles o etanol, dlcoois superiores, acido
latico, perfil de dextrinas e pela composicao de carboidratos.

A concentragdo alcodlica pode variar de amostra para amostra, para se verificar se a
intensidade dos sinais do etanol tem relagdo direta com o agrupamento dos estilos avaliados foi

gerada uma nova PCA fazendo a exclusdo das areas em que esses sinais se apresentam.

Gréfico de Loadings sem a influéncia dos sinais do alcool.
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Figura 35 - Gréfico de Loadings dos espectros de 'H das amostras de cerveja dos estilos Zero, Lager Puro Malte
e Malzbier analisados sem as regides dos sinais do etanol.

Ao se avaliar a figura 35, o grafico de Loadings gerado dos espectros sem a presenca
dos sinais do etanol, conseguimos observar que as regides de maior concentragao sao a area de
carboidratos, area dos hidrogénios anoméricos e regido dos sinais de dextrinas.

A variancia explicada da PCA gerada sem a presenca dos sinais do etanol foi de 67%
para PC1 e 9,3% para PC2, porém, tanto os graficos de scores (figura 36) quanto os loadings
(figura 37) gerados sem a presenca dos sinais do etanol apresentam as mesmas caracteristicas

de agrupamento dos estilos avaliados.
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Figura 36 - Grafico de Scores dos espectros de 'H das amostras de cerveja dos estilos Zero, Lager Puro Malte e
Malzbier analisados sem as regides dos sinais do etanol.

O gréfico de loadings dessa regido foi gerada com a finalidade de observar a presenga

de composto que poderia auxiliar na no agrupamento do grupo de amostras Puro malte e

American Light Lager, hipotese que nao foi confirmada.

Além do padrao de separagao os compostos responsaveis pelo seu agrupamento também

foram idénticos.
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Figura 37 - Gréfico de Loadings dos espectros de 'H das amostras de cerveja dos estilos Zero, Lager Puro Malte
e Malzbier analisados sem as regides dos sinais do etanol..
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A ultima analise de componentes principais foi realizada para se verificar a possibilidade

do agrupamento das amostras de cervejas do estilo puro malte e American Light Lager através

da avaliagdo da regido espectral entre 4.8 e 5.10 ppm, regido em que se apresenta a dextrina

limite.
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Figura 38 - Grafico de Scores dos espectros de 'H das amostras de cerveja dos estilos Zero, Lager Puro Malte e
Malzbier analisados a regido dos sinais das dextrinas limite (4.8 a 5.10ppm).

O grafico de Scores (figura 43) mostra que a foi possivel a separacao e agrupamento das

amostras dos estilos American Light Lager e Lager Puro Malte através da avaliagdo

quimiométrica da regido da dextrina limite.
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Figura 39 - Gréfico de Loadings dos espectros de 'H das amostras de cerveja dos estilos Zero, Lager Puro Malte
e Malzbier analisados a regido dos sinais das dextrinas limite (4.8 a 5.10ppm).
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O conjunto de amostras do estilo Lager Puro Malte figuram nos quadrantes positivo de
PC1 e negativo de PC3, tendo como sinais responsaveis pelo seu agrupamento, os sinais 4,91,
4,97 € 4,94, j4 o conjunto de amostras de cervejas American Light Lager, figurou nos quadrantes
negativos de PC1 e PC3 e tem o sinal 4,88 ppm como sinal responsavel pelo agrupamento da
maioria das amostras.

Mesmo nao ocorrendo a separagdo total dos conjuntos de amostras dos estilos Malzbier
e American Light Lager a avaliagdo dessa regido € importante pois, ao se avaliar a composi¢ao
das matérias-primas utilizadas na fabrica¢ao dos estilos de cerveja avaliados, observa-se a
utilizacdo de adjuntos como milho, agucar de cana-de-agucar, que sdo fonte de aglcares
fermentesciveis que s3o totalmente consumidos pelas leveduras durante o processo de
fermentagdo, sendo um provavel motivo para que as cervejas American Light Lager e as
Malzbier se mantivessem agrupadas. Ja nas cervejas do Lager Puro malte, em que ndo ocorre
a presenga desses adjuntos o sinal que promoveu o agrupamento das amostras desse estilo foi o
sinal referente aos sinais das dextrinas limite, provavelmente originada do malte utilizado.

Analises de RMN de amostras de cerveja utilizando os sinais das dextrinas limite podem
ser utilizadas como teste preliminar da utilizagdo ou nao de adjuntos na produgao de cervejas.

Com relacdo ao sinal 4,97 ppm que se refere aos sinais ligacdo glicosidica a(1-6), ele
pode ser utilizado como uma forma de identificar quais foram os maltes utilizados na producao
de cerveja. Ao se avaliar essa regido em espectros de RMN de 'H de alguns estilos de cerveja
observa-se o que perfil espectral desse sinal varia de acordo com o processo de produgao e as
matérias-primas utilizadas, cervejas do tipo Ale, Porter € Trigo contém um sinal mais intenso e
disperso, pois apresentam pontos de ramificacdo mais complexos devido a amilose incompleta
do amido, ja as cervejas tipo /ager contém uma fracao maior de dextrina limites apresentando
um sinal menos intenso, pois esses pontos de ramificagdo foram clivados devido a amilose mais
completa (PETERSEN et al., 2014) .

DA SILVA demonstrou em seu trabalho que a sobreposi¢do de amostras em andlises de
PCA na regido dos carboidratos podem ser explicadas pela similaridade de carboidratos
originados de matérias-primas de mesma natureza, além de fatores como: processo de

fabricagdo e cultura de leveduras empregadas.
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5.4. CONCLUSAO

Nos vinte e cinco estilos avaliados foram identificados trinta e oito compostos, sendo
oito alcoois : etanol, iso-butanol, iso-pentanol, 1-propanol, 2,3 — butandiol, glicerol, 3-methil-
1-butanol, sendo presentes em todos os estilos avaliados; nove acidos organicos: acido latico,
acido succinico, acido acético, acido malico, acido piravico, acido citrico, acido fumarico, acido
galico, acido foérmico; oito aminoacidos: leucina, isoleucina, valina, triptofano, fenilalanina,
tirosina, prolina, alanina, dois nutrientes: colina e betaina, nucleosideos e nucleotideos: uracila,
citidina, histidina, uridina.

Do ponto de vista de seguranca alimentar, foi possivel identificar trés compostos
nocivos a saude, sendo eles o acetaldeido, o 5-hidroximetilfurfural e o acetato de etila.

Seis estilos analisados apresentaram o sinal do acetaldeido, sendo eles American Pale
Ale, Stout, IPA Experimental, Lager Puro Malte, Porter, Saison, Malzbier.

Foi possivel identifica o 5-HMF em sete estilos, a maior propor¢do relativa foi
apresentada pelo estilo Malzbier, seguido do estilo Imperial Stout, Belgian Strong Golden Ale,
Porter, Belgian Dark Strong Ale, Dunkel, Sem Alcool.

O carbamato de etila esteve presente nos seguintes estilos American Pale Ale, American
Light Lager, Belgian Blond, Belgian Dark Strong Ale, Belgian Pale Ale, Belgian Strong Golden
Ale, Imperial Stout, IPA, Munich Helles, Porter, Puro Malte, Stout, Sweet Stout, Wheat, Sem
dlcool, porém a caracteristica espectral do carbamato de etila ndo permite sua quantificacao
utilizando a RMN.

Utilizando a quimiometria aliada a técnica de RMN de 'H foi possivel realizar a
discriminagdo de um conjunto de quatro estilos de cerveja e identificar quais compostos eram
responsaveis pelo seu agrupamento.

Quimiometricamente foram avaliados, através da PCA, os espectros com a presenga ¢
auséncia dos sinais do etanol e os agrupamentos das amostras seguiram o mesmo padrao. Os
alcoois superiores, acidos organicos e a dextrinas limites foram responsaveis pelo agrupamento
dos estilos Lager e Lager Puro Malte. Ja os compostos responsaveis pelo agrupamento das
amostras de cerveja do estilo Malzbier foram os multipletos do sinal da frutose, por fim os
hidrogénios anoméricos da ligacao glicosidica a (1 — 4) foram responsaveis pelo agrupamento
das amostras do estilo Sem Alcool. A separagio das amostras dos estilos Lager e Lager Puro
Malte so foi possivel avaliando a regido das dextrinas limite. O padrdo espectral das dextrinas
limite variam de acordo com a fonte de carboidratos utilizadas, podendo entdo servir como

regido de diferenciacdo de cervejas produzidas somente com malte e cervejas produzidas com
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adjuntos.

A Técnica de RMN de 'H se mostrou robusta, uma vez que ela foi capaz de identificar
uma grande quantidade de compostos presentes em diferentes estilos de cerveja através de
analises simples e rapidas, possibilitando tragar o perfil quimico de vinte e cinco estilos de
cervejas. Através da quimiometria foi possivel identificar quais compostos eram responsaveis

pelo agrupamento de amostras do mesmo estilo.
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6 IDENTIFICACAO DE BIOMARCADORES DE ARMAZENAMENTO
INADEQUADO DE CERVEJAS

6.1. INTRODUCAO

A vida de prateleira da cerveja ¢ determinada pela sua estabilidade microbioldgica,
algumas caracteristicas sensoriais, dentre elas a estabilidade coloidal, espuma, cor e sabor
(LORENCOVA et al., 2019)

A cerveja ¢ um produto alimenticio fermentado muito conhecido, sua estabilidade ¢
altamente sensivel ao manuseio incorreto, principalmente quanto a escolha da embalagem e
armazenamento (MANGANG; DAS; DEKA, 2017)

O envelhecimento sensorial da cerveja ¢ um fendmeno que reduz a qualidade sensorial
da cerveja podendo influenciar negativamente na percep¢do do consumidor sobre o produto
final (VRZAL et al., 2019).

Durante o armazenamento, a bebida inicia seu envelhecimento, que pode alterar
completamente as suas propriedades sensoriais, seja ela pela atividade ou pela autolise das
leveduras. No envelhecimento da cerveja ocorrem varias reagdes quimicas, que podem ser
aceleradas ou retardadas dependendo das condigdes de armazenamento aplicadas as cervejas
(BERBEGAL et al., 2019; FERREIRA et al., 2022) .

Temperaturas de armazenamento elevadas sdo conhecidas por influenciar muitas
propriedades de sabor da cerveja. Temperaturas de armazenamento abaixo de 8C sdo
recomendadas para melhorar a estabilidade da cerveja engarrafada (HEUBERGER et al., 2012;
MALFLIET et al., 2008; VANDERHAEGEN et al., 2003).

O envelhecimento da cerveja inicia-se logo apos seu envase, para evitar mudangas
drasticas no perfil sensorial da bebida, a industria deve tomar diversos cuidados durante toda a
cadeira de distribuigao.

ApoOs o envase as cervejas sao distribuidas e submetidas a variagdes de temperatura,
agitacdo e exposicao ao sol. Biomarcadores gerados em cervejas expostas a essas situagdes
auxilia a industria a compreender se o problema sensorial foi originado durante sua produgao,
distribui¢do ou no armazenamento inadequado do seu produto no ultimo elo da cadeia

produtiva, nos supermercados, brewpubs, bares e etc.
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6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Amostras

As amostras de cervejas ndo pasteurizadas armazenadas em embalagens de polietileno
tereftalato (PET) de um litro e de cor transparente foram cedidas por um cervejeiro caseiro do
municipio de Goiania, transportadas para o Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear, do
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias em embalagens plasticas a temperatura

ambiente.

6.2.2. Preparo das Amostras

As embalagens de cerveja foram higienizadas a fim de remover quaisquer sujidades em
seguida, foram abertas no momento da andlise sendo retirada aliquotas de 500 pL para
descarbonatada em banho ultrassom por 10 minutos. Apds isso, 200 uL de amostra foram
solubilizadas em 400 pL de solugdao com dgua deuterada (D,0) e padrao Trimetilsililpropionato

de sédio (TSP) 0,1% (V/V).

6.2.3. Simulacio de armazenamento inadequado

Amostras foram submetidas a duas formas de armazenamento, a amostra controle foi
armazenada adequadamente em ambiente refrigerado (8 = 1 °C) e protegida do sol e a segunda
amostra foi submetida a incidéncia solar durante uma hora por cinco dias com temperatura de
30+ 1°C.

As diferengas nas concentragdes dos compostos quimicos das duas amostras foram

avaliadas através da RMN de 'H.

6.2.4. Aquisicio e processamento dos experimentos de RMN

As andlises de ressonincia magnética nuclear de 'H foram realizadas em um
espectrometro Bruker Avance 111 de 11,75 T (500 MHz para a frequéncia do 'H), com a sonda
de deteccdo inversa (BBI) e tubos de 5 mm. Todos os experimentos foram obtidos com a
temperatura do equipamento de 25°C.Os espectros foram processados com line-broadening de

0,3 Hz e recurso zero-filling. Os parametros para aquisi¢do dos espectros sdo mostrados na
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tabela 31.

Tabela 31 - ParAmetros de aquisi¢do utilizados nos experimentos de RMN 'H de hidrogénio de cerveja

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo (TD) 65,536
Janela espectral (SW) 25 ppm
Tempo de aquisi¢do (AQ) 3,99s
N.° de varreduras (NS) 128
Durag@o do pulso de 90° (p1) 10,05 ms
Frequéncia central do pulso (O1P) 4,703 ppm
Tempo de relaxagao (d1) 6,0s

O procedimento de aquisi¢ao foi dividido em aquisi¢do sem supressao (ZG), calibragao
de pulso de 90°, calibracao de pulso usando o comando PULSECAL, supressao parcial (ZGPR)
para a calibracdo do ponto de irradiagdo da sequéncia de supressdao e por fim realizado um
experimento de supressdo (NOESYPRID).

ApOs a aquisicao os espectros passaram por ajustes manuais da fase, linha de base ¢ a
suavizacao do espectro aplicando LB = 0,3, por fim a calibra¢ao do deslocamento quimico do
espectro utilizando o padrdo de referéncia, o TMSP.

As atribui¢des foram realizadas por comparagdo com espectros de referéncia obtidos
usando compostos padrao, atribui¢des descritas na literatura, além dos bancos de dados Human
Metabolome Database ¢ Banco de Dados de Ressonancia Magnética Biologica (ULRICH et
al., 2008; WISHART et al., 2018).

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira informagdo que os espectros trouxeram foi o deslocamento dos sinais de
alguns é&cidos organicos, sendo eles o acido acético, latico e succinico, como pode ser visto na
figura 45. Esse efeito ocorre, pois, as leveduras ainda presentes na cerveja voltam a atividade
em temperaturas acima de 18°C, havendo entdo a produgdo de diversos metabolitos
aumentando o pH e modificando o ambiente quimico, fazendo com que ocorra o deslocamento
desses sinais.

A figura 40 abaixo mostra a regido espectral entre 1 a 5,4 ppm, a labilidade dos acidos

e 0 aumento de sua concentragao.
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Figura 40 - Ampliagdo de regides dos espetros de RMN de 'H das amostras padrdo e de cervejas que foram
submetidas a incidéncia solar exibindo as areas de maior variabilidade do conjunto de espectros.

Na figura 40, observa-se que além do deslocamento dos sinais dos 4cidos succinico e
acético e latico, pode-se observar aumento de suas concentragdes, uma informagao relevante ¢
a formacao de um quarteto em 4,14 ppm que pertence ao acido latico, mostrando que houve um

aumento significativo desse acido organico na amostra submetida a incidéncia solar.
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Figura 41 — Sobreposicao de regides ampliadas dos espetros de RMN de 'H de amostras padrdo e de cervejas
foram submetidas a incidéncia solar exibindo as areas de maior variabilidade do conjunto de espectros.

Com a sobreposi¢do dos espectros da amostra e do controle, podemos visualizar em
quais areas houve a diminuicao da intensidade dos sinais de alguns compostos. O aumento da
intensidade dos sinais dos acidos latico, acético e succinico fica bem clara, além disso
observamos a redu¢do da intensidade das areas dos sinais dos carboidratos e dos hidrogénios

anoméricos da ligacao a(1-4), a-glicose e B-glicose.
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As proporgdes das areas relativas aos sinais dessa regido, apresentadas na tabela 32,

foram utilizadas para a avaliacao da degradagdo desses compostos.

Tabela 32 - Proporgéo relativa da area dos sinais da regido entre 1 a 5 ppm das amostras controle e amostras que
foram submetidas a incidéncia solar.

Dextrina

a- (1- a- .. . . Ac. Ac. Ac. Alcoois
4) Glicose hl(til_tg)a P-glicose  Carboidratos Succinico Acético Latico Etanol Superiores
Controle 1.2505 0.1242 0.0447 0.0147 29.9388 0.0836 0.0453  0.073  21.8874 0.0906
Amostra  1.0739  0.0958 0.0480 0.0133 -28.7357 0.0804 0.194 0.4831 24.712 0.103
Variagao O 0284 -0.0284 0.0033 -0.0014 -1.1031 -0.0032 0.1487 2.8246 0.0124

Os compostos que apresentaram incremento em suas areas relativas sdo os alcoois
superiores, com acréscimo de 12%, a area do etanol com 11%, acido latico com 85%, acido
acético com 77%. Ja a area dos carboidratos apresentou uma reducao de 4%, os hidrogénios
anomeéricos da fS-glicose reducao de 11%, a-glicose reducao de 7% e a a (1-4) reducdo de 30%.

Ja ¢ conhecido que as cervejas envelhecidas apresentam biomarcadores que estdao bem
descritos na literatura, esses estudos mostram que essas cervejas possuem maiores
concentragdes de 5-HMF, 4cidos succinico, acidos piravico e acético e acido latico (MUTZ;
ROSARIO; CONTE-JUNIOR, 2020). Isso ocorre pelo fato desses acidos serem originarios do
processo de fermentagdo alcodlica que ira ocorrer a partir da refermentardo dos carboidratos
existentes na bebida pelas leveduras que voltaram a atividade. Outro fator que pode gerar
aumento do acido acético ¢ a oxidagao do etanol (MUTZ; ROSARIO; CONTE-JUNIOR, 2020;
TANG; LI, 2017).

O decréscimo da area dos carboidratos e aumento das areas relativas dos sinais do
etanol, acido acético, latico e reducdo do 4cido succinico que sdo compostos que participam
ativamente da fermentagdo, mostram que a geracdo do acido acético ndo ¢ originada da
oxidacao do etanol.

Avaliando a regido aromatica, que ¢ exibida na figura 42, observa-se que na amostra
controle ha presenga dos nucleosideos uridina, citidina, adenosina/inosina € guanosina € 0s

nucleotideo uracila.
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Figura 42 - Ampliac@o da regido de 5.5 a 9 ppm de espetros de RMN de 'H de amostras padrio e de cervejas
submetidas & armazenamento inadequado.

Os nucleotideos, nucleosideos e nucleobases sdo os formadores dos diferentes acidos
nucleicos e sdo os componentes basicos de todas as células (WU et al., 2015).

A figura 43, mostra de maneira clara que a exposi¢cdo da amostra a luz solar também
modificou a concentragdo dos compostos organicos presentes nessa regido espectral. Nessa
amostra houve um aumento significativo da intensidade do sinal da uracila, decréscimo da

citidina, inosina e adenosina.
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Figura 43 - Ampliacdo da regido de 5.5 a 9 ppm de espetros de RMN de 'H de amostras padrdo e de cervejas
foram submetidas a incidéncia solar exibindo as areas de maior variabilidade do conjunto de espectros.

A variagdo das areas proporcionais aos sinais desses compostos ¢ mostrada na tabela 33.

Tabela 33 - Proporgao relativa da area dos sinais da regido aromatica dos espectros de 1H das amostras controle
¢ amostras submetidas a incidéncia solar.

Guanosina  Uridina Fenilalanina Tirosina Ac. galico Citidina Uridina Uracila
Controle 0.0295 0 0.0638 0.0396 0.0175 0.0171 0.0131 0.0164
Amostra 0.0309 0.0289 0.0846 0.0401 0.0187 0 0 0.0328

Variacio 0.0003 0.0289 0.0208 0.0005 0.0012 -0.0171 0.0164
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A diferenca das areas dos sinais dos aminodacidos tirosina, dcido galico, fenilalanina e
do nucleosideo guanina foram muito pequenas, podendo ser imprecisdes da medida.

Mesmo havendo um decréscimo pequeno da area proporcional ao acido galico ¢
interessante citar que estudos mostram que em comparagao com outros acidos organicos, sua
concentragdo decresce possivelmente refletindo sua reagdo com espécies reativas de oxigénio
levando a isomerizagdo e formagdo de polifendis (RODRIGUES et al., 2011;
VANDERHAEGEN et al., 2006; ZHAO et al., 2010)

Os nucleosideos que tiveram variagao em sua intensidade foram encontradas no espectro
da amostra que foi submetida a incidéncia solar, tendo a maior variacdo a citidina, uridina e
uracila. Os sinais da citidina e uridina desapareceram ao passo que os da uracila de apresentaram
um acréscimo em sua regido espectral de 50%. A uracila tem como caracteristica espectral dois
dubletos com uma constante de acoplamento de 7.7 hz um 5.72 e outro em 7.45 ppm.

Com o aumento de temperatura e a disponibilidade de nutrientes as leveduras retomam
sua atividade, entretanto essa atividade cessa por ndo haver todos os nutrientes necessarios.
Mesmo havendo uma quantidade considerdvel de carboidratos a levedura necessita de uma
gama de nutrientes, entre eles aminoacidos livres para continuarem sua atividade microbiana.
No momento em esses nutrientes sdo totalmente consumidos a levedura para manter sua
homeostase entra em autofagia.

A autofagia ¢ uma forma de autro-degragdo pela qual as células consomem alguns de
seus compostos, tais como suas proteinas, organelas danificadas ou mutantes para manter sua
homeostase (RAHMAN et al., 2021).

Em condi¢des de privacdo de nitrogénio, a autofagia ¢ induzida apos uma série de
reagdes que transportam os nucleosideos para o interior da levedura sendo subdivididos em
bases de purina e pirimidina por duas nucleosidases, Pnpl e Urhl. Essas bases sao
imediatamente convertidas nas formas desaminadas finais, uracila e xantina por meio de varias
etapas enzimaticas. Essas bases sdo excretadas no meio extracelular (HUANG et al., 2015).

Esses dados sugerem que a uracila pode ser um biomarcador da retomada da atividade
das leveduras, podendo entao ser utilizados como um dos biomarcadores para o armazenamento
inadequado de cervejas ndo pasteurizadas durante sua distribuicao.

Outra hipotese avaliada foi a formacdo de carbamato de etila nas cervejas que foram
submetidas a incidéncia solar. Para isso, a amostra padrdo foi enriquecida com carbamato de
etila para a avaliagdo da formacdo deste composto nas amostras de cerveja submetidas a
armazenamento inadequado.

A figura 44 traz o empilhamento dos espectros de RMN 'H das amostras controle e
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Figura 44 - Inspegdo das dreas de maior variabilidade do conjunto de espectros de RMN 'H do controle e das amostras que

foram submetidas a incidéncia solar.

A formagdo do carbamato de etila em cervejas que foram submetidas a incidéncia solar
nio pdde ser confirmada utilizando a técnica de RMN de 'H, uma vez que os sinais

caracteristicos do carbamato de etila ndo foram identificados.
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6.4. CONCLUSAO

Através da técnica de RMN 'H foi possivel verificar as alteracdes entre as amostras
submetidas a incidéncia solar a controle que foi armazenada na temperatura e local adequado,
através de uma abordagem simples fazendo uso da integracao relativa dos sinais de diferentes
compostos presentes nas amostras.

Nas amostras submetidas a incidéncia solar foi possivel observar o aumento da
intensidade das 4areas relativas aos alcoois superiores, a area do etanol, acido latico, acido
acético. Além da redugdo da regido dos carboidratos e seus hidrogénios anoméricos.

Esses dados associados a formacdo da uracila mostram que as variagdes nas
concentragdes se dao pelo retorno atividade das leveduras, uma que, para manter a homeostase
as leveduras quando se encontram em um meio pobre em determinados nutrientes entram em
autdlise consumindo uridina e excretando uracila.

Esses dados mostram a possibilidade da utilizagdo da técnica de RMN de 'H como
ferramenta no controle de qualidade da bebida, avaliando através da comparagdo dos espectros

a presenca de biomarcadores gerados durante do acondicionamento incorreto das bebidas.
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7 ANALISES QUALITATIVA E QUANTITATIVA DE 5-
HIDROXIMETILFURFURAL UTILIZANDO A RMN COMO FERRAMENTA PARA
A SEGURANCA NA PRODUCAO DE CERVEJAS

7.1. INTRODUCAO

A cerveja tem um amplo consumo em todas as partes do mundo, o crescimento do
consumo traz desafios ao controle de qualidade, uma vez que a alta diversidade de estilos aliada
a complexidade de ingredientes utilizados na producdo da cerveja tais como madeira,
especiarias, frutas, adjuntos, além dos ingredientes tradicionais exige o desenvolvimento de
técnicas rapidas e robustas para o controle de qualidade tanto do produto final, quanto das
matérias-primas envolvidas em sua produgao.

O hidroximetilfurfural (5-HMF) estd presente em diferentes produtos alimenticios que
sdo processados termicamente, sua concentragao varia entre os diferentes produtos alimenticios
no qual ¢ encontrado. Entre os diversos cereais, a cevada e o malte sdo as fontes mais ricas de
5- HMF resultando na presenca do composto em bebidas alcoolicas (ABRAHAM et al., 2011;
CHOUDHARY et al., 2021).

O 5-hidroximetilfurfural ¢ um composto de peso molecular de 126,11 g.mol”!, um
contaminante neoformados que surge em alimentos durante o processamento térmico, através
da reagao de Maillard ou escurecimento ndo enzimatico, esses processos envolvem reagdes de
aminodcidos, peptideos e proteinas com agucares redutores e outros compostos carbonilicos
(CHOUDHARY et al., 2021; LEE et al., 2019).

Estudos relatam que altas concentragdes de S-HMF podem ter efeitos citotoxicos no
trato respiratorio, causar irritagao nos olhos, pele e mucosas. Estudos de atividade carcinogénica
em roedores foram realizados e mostraram que o 5- HMF pode causar adenomas no intestino e
levar ao comprometimento da funcdo hepatica (DE ANDRADE et al., 2016).

Essas informagdes mostram a importancia de realizar analises a fim de verificar a
presenca e a concentracao do 5-HMF em diferentes estilos de cerveja, uma vez que, as matérias-
primas e o processo de producdo de cerveja propiciam a sua formacao.

Assim, a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN traz diversas
possibilidades de aplicacdo no monitoramento de processo, além da liberagdo do produto
acabado lote a lote. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo identificar e
quantificar o hidroximetilfurfural em amostras de cerveja e de mosto produzido com diferentes

tipos de malte.
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7.2. MATERIAL E METODOS

7.2.1. Obtencao das amostras

As amostras de cervejas foram adquiridas em lojas especializadas todas sendo
escolhidas de maneira aleatéria no comércio local do municipio de Goiania, entre os meses de
agosto de 2018 a outubro de 2019 e transportadas para o Laboratério de Ressonancia Magnética

Nuclear, do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias.

7.2.2. Solucio de enriquecimento com padrio de referéncia S-HMF

A verificacao da presenga de 5S-HMF nas amostras de cerveja foi realizada por meio do
enriquecimento das cervejas utilizando solug¢do padrao de HMF como referéncia.

A solugdo de enriquecimento foi preparada utilizando 30 pL de 5-HMF dissolvida em
600 pL de solucdo com 4gua deuterada (D20) (= 99,9% D, Cambridge Isotope Laboratories) e
Trimetilsilil-2,2,3,3-d4-propionato de sodio (TMSP) 0,1% (v/v).

7.2.3. ERETIC 2

Para as concentracdes do 5-HMF contida nas amostras, foi utilizado o método de
quantificagio ERETIC 2. Essa técnica é baseado em um espectro de RMN de 'H adquirido com
uma metodologia quantitativa (razdo s /n > 100: 1) usando uma solugdo padrao de concentragio
e pureza conhecidas para calibracdo. O padrdo de calibragdo ERETIC 2 foi a sacarose na
concentragio de 2 mmol g.L! solubilizada em 90,0% de H.0 + 10,0% de DO + 0,05% de DSS
em um tubo de Smm selado. Os parametros de aquisi¢cdo, processamento, sonda e temperatura
foram os mesmos utilizados nos experimentos de RMN de 'H dos diferentes estilos de cerveja

e do mosto dos maltes avaliados.
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7.2.4. Preparo das amostras

7.2.4.1. Cervejas

As embalagens de cerveja, garrafas e latas, foram higienizadas a fim de remover
quaisquer sujidades em seguida foram abertas no momento da analise sendo retirada aliquotas
de 500 pL para ser descarbonatad em banho ultrassom por 10 minutos. Logo em seguida, 200
uL de amostra foram solubilizadas em 400 pL de solugdo com agua deuterada (D20) e padrao

Trimetilsililpropionato de sédio (TMSP) 0,1% (v/v).

7.2.4.2. Malte

As amostras de malte, por estarem em estado solido, foram moidas em almofariz manual
e pistilo at¢ formar um p6 fino do qual foi retirado uma aliquota de 100 mg sendo
posteriormente solubilizadas em 600 uL de solugdo com agua deuterada (D,0) e passaram por
um processo de mostura em temperatura de 60°C durante trinta minutos. Apds o processo €
mostura, 200 uL do mosto foi solubilizado em 400 puL de solugdo padrao Trimetilsililpropionato

de sédio (TSP) 0,1% (v/v).

7.2.5. Medi¢ao de pH

A analise de pH foram realizadas com auxilio de um potencidmetro portatil (Toledo AG
FiveGo — FG2), foi coletada uma aliquota de 400 uL de amostra previamente exposta a um
sonicador por 10 minutos, para posterior leitura, em triplicata, no equipamento ja previamente

calibrado com solugdo tampao pH 4,0 e 7,0, segundo técnica n® 981.12 da AOAC (2016).

7.2.6. Aquisicao e processamento dos experimentos de RMN

As analises de RMN de 'H, foram realizadas em um espectrometro Bruker Avance 111
de 11,75 T (500 MHz para a frequéncia do 'H), com as sondas multinuclear de detec¢io inversa
(TBI) e a sonda de detecgao inversa (BBI), ambas para tubos de 5 mm. Todos os experimentos
foram obtidos com a temperatura do equipamento de 25°C.

Os parametros para aquisicao dos espectros sao mostrados na tabela 34.
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Tabela 34 - Parametros de aquisi¢do utilizados nos experimentos 1D de hidrogénio de cerveja

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo (TD) 65,536
Janela espectral (SW) 25 ppm
Tempo de aquisi¢ao (AQ) 3,99 s
N.° de varreduras (NS) 128
Durag@o do pulso de 90° (p1) 10,05 ms
Frequéncia central do pulso (O1P) 4,703 ppm
Tempo de relaxagdo (d1) 6,0s

Os espectros foram adquiridos BBI e o procedimento de aquisi¢ao foi dividido em
aquisi¢cdo sem supressao (ZG), calibracao de pulso utilizado o comando PULSECAL, supressao
parcial (ZGPR) para a calibra¢dao do ponto de irradiagdo da sequéncia de supressdo e por fim
realizado um experimento de supressdo (NOESYPRID).

ApOs a aquisi¢ao dos espectros foram realizados os ajustes manuais da fase, da linha de
base e a suavizacdo do espectro aplicando LB=0.3, por fim a referenciacdo do espectro
utilizando o padrao de referéncia de deslocamento quimico, o TMSP.

As atribui¢des foram realizadas por comparagdo com espectros de referéncia obtidos
usando compostos padrao, atribui¢des descritas na literatura, além dos bancos de dados Human
Metabolome Database e Banco de Dados de Ressondncia Magnética Biologica (ULRICH et
al., 2008; WISHART et al., 2018).

7.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.3.1. Atribuicao dos sinais de 5-HMF
A amostra padrio de 5-HMF foi analisada através da técnica de RMN de 'H avaliando

assim suas caracteristicas espectrais, como mostra a figura 45.
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Figura 45 - Espectros de RMN de 'H da solugdo padrdo de 5-HMF .
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O 5-HMF apresenta dois sinais de dubleto a 6,68 e 7,53 ppm com constante de
acoplamento de 3,7 hz, produzidos pelos protons aromaticos e um sinal singleto a 9,44 ppm,
gerado pelo proton aldeidico, como ¢ mostrada na figura 45 (Del Campo, 2010).

A alta dispersao dos sinais apresentados pelo 5S-HMF lhe conferem facil identificagao
e a seletividade necessdria para sua quantificagdo em determinadas matrizes alimentares com
alta concentracdo de carboidratos, dentre eles a cerveja e o malte.

Tanto nas amostras do mosto dos maltes avaliados quanto nas amostras de cerveja, um
dos sinais do 5-HMF apresenta-se em uma regido totalmente desobstruida, o singleto em 9,45

ppm, como pode ser observado na figura 46.
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Figura 46 - Espectros de RMN de 'H de amostras de cerveja e do mosto com destaque para os sinais do 5-HMF
presentes em ambas as amostras.

Os dubletos, 6,75 € 7,52 ppm, encontram-se em uma regido em que varios aminoacidos
se apresentam, entanto, suas constantes de acoplamento e auséncia de dubletos que figuram
nesses deslocamentos servem como fator de identificagdo qualitativa da presenca de 5-HMF
em cervejas e maltes.

O singleto em 9,45 por apresentar-se em uma area isolada e totalmente desobstruida,
sugere sua seletividade, ou seja, o0 método instrumental ¢ capaz de determinar a concentragao
desses compostos, em diferentes estilos de cerveja e mostos produzidos a partir de diferentes
tipos de malte, sem a presenca de interferentes que ¢ um dos pré-requisitos para que esse sinal

possa utilizado em sua quantificacao.



7.3.2. Avaliacio qualitativa dos espectros do mosto dos maltes avaliados

35 traz a lista dos maltes utilizados e os valores de cor (EBC) de cada um deles.

Tabela 35 - Maltes ordenados de acordo com seu EBC.

Malte

EBC

Pilsen Global Malt
Diastatico - Castle Malting
Spelt - Castle Malting
Wheat Blanc - Castle Malting
Viena - Castle Malting
Cara Clair - Castle Malting
Maris Other — Thomas Falcet
Pale Ale - Castle Malting
Rye (centeio) - Castle Malting
Munich Light - Castle Malting
Wheat Munich Light - Castle Malting
Cara Blend - Castle Malting
Melano light - - Castle Malting
Biscuit - Castle Malting
Cara Ruby Belga - Castle Malting
Melano - Castle Malting
Arome- Castle Malting
Cara Gold - Castle Malting
Wheat Crystal - Castle Malting
Cara Ruby - Castle Malting
Special B- Castle Malting
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Foram avaliados vinte e quatro tipos de maltes de diferentes valores de EBC. A tabela

Em maltes especiais, que apresentam maiores EBC, temos a presenca de dois

compostos que sao resultado do processo de secagem, o S-HMF que tem como sinais os dois

dubletos em 6,67 e 7,45 ppm e um singleto em 9,45 e o acido formico, com um singleto em 8,4
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Figura 47 - Espectros de RMN de 'H do mosto do malte do tipo Pilsen, Chocolate € Wheat Cristal destacando os diferentes
compostos presentes em cada um dos mostos dos diferentes tipos de maltes.

A tabela 36 traz os dados da relacao sinal-ruido dos maltes avaliados, dentre os vinte
e quatro amostras dos mostos produzidos, dez deles apresentaram os sinais caracteristicos do
5-HMF, apds isso foi necessario realizar a mensuragao da relagdo sinal-ruido de cada um desses

espectros a fim de verificar sua possibilidade de quantificagdo via método ERETIC2.

Tabela 36 -Relagao sinal-ruido dos espectros do mosto dos maltes avaliados que apresentaram 5-HMF.

Malte Relacio S/N
Special B - Castle Malting 680.48
Café - Castle Malting 219.59
Cara Gold - Castle Malting 157.69
Chocolate Belga - Castle Malting 86.68
Wheat Crystal - Castle Malting 78.00
Black- Castle Malting 48.86
Arome- Castle Malting 18.95
Wheat Munich Light - Castle Malting 16.93
Melano - Castle Malting 6.17

Dentre os dez mostos de diferentes tipos de maltes avaliados que apresentavam o sinal
aldeidico em 0 9,45 do 5-HMF, quatro apresentaram a relagao S/R > 100, sendo eles Cara Gold,
Café, Wheat Crystal e Special B.

A quantificagdo desses compostos foi realizada através ERETIC2 ¢ presentada na
tabela 37.
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Tabela 37 - Concentracdo de 5S-HMF mosto dos maltes avaliados.

Malte Concentracio mg L!
Special Belgium - Castle Malting 43,25 +/- 0.006

Cara Gold - Castle Malting 23,58 +/-2,04
Chocolate - Castle Malting 7,18 +/-0,51

Café - Castle Malting 3,026 +/-0,001

O amostra do mosto que apresentou maior concentragdo de S-HMF foi produzida com
o malte Special Belgium com concentragdo de 43,25 mg.L"! concentragdo préxima ao limite de

5-HMF para bebidas alcoolicas tais como uisque e agua ardente que ¢ S0mg/L.

7.3.3. Espectros de Cerveja

Foram avaliadas 89 amostras de cerveja de trinta e dois estilos, sendo eles American
Ipa, Amber Lager, American Light Lager, American Pale Ale, American Wheat, Belgian Blond,
Belgian Dark Strong Ale, Belgian dark strong golden ale, Belgian Pale Ale, Dunkel, Foreing
Stout, German Dunkel Weizen, German Weizen, Hefe Weissbier, Imperial Stout, Imperial IPA,
IPA, IPA Experimenta, Kolsch, Malzbier, Munich Helles, Porter, Premium American Lager,
Radieuse, Saisson, Schwarzbier, Session IPA, Strong Bitter, Sweet Stout, Weiss e Weiss Sem

Alcool e Cerveja Sem Alcool.
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Figura 48 - Espectro de RMN de 'H de cerveja do estilo malzbier com atribuigio dos compostos quimicos presentes.
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Na figura 48 ¢ possivel identificar os trés sinais do 5-HMF, dois dubletos, 6,75 e 7,52
ppm e um singleto em 9,45 ppm em cervejas do estilo Malzbier.

Outro fato interessante ¢ que nas cervejas Malzbier tanto os sinais do 5-hmf quanto
dos aminoacidos aromaticos estao presentes com intensidades proximas. Esse resultado sugere
que o 5-HMF ndo ¢ formado durante o processo de producdo de coc¢do durante a mostura e
sim pela sua extracdo de outras matérias-primas, no caso da produgdo de cerveja o uso de maltes
de coloracao escura ou pela utilizagdo de corantes caramelo.

Dentre as cervejas analisadas, a presenca do 5-HMF foi encontrado em 17 amostras,
dos seguintes estilos Amber Lager, American Ipa, Belgian Dark Strong Ale, Belgian Dark
Strong Golden Ale, Dunkel Weissbier, Foreign Stout, Lager, Porter, Premium American Lager,
Radieuse, Red Lager, Schwarzbier, Standard American Lager — Sem Alcool, Stout, Weiss,
Weissbier - Sem Alcool, no estilo Standard American Lager cinco marcas diferentes
apresentaram sinais de 5-HMF.

Através das analises de RMN foi possivel a avaliagdo qualitativa do 5-HMF nos
seguintes estilos Belgian Dark Strong Ale, Premium American Lager, Standard American
Lager, Amber Lager, Dunkel, Foreign, Malzbier, Radieuse, Stout, Sem Sem Alcool e Cerveja

de Trigo Sem Alcool, como mostra a figura 49.

Malzbier [ Schwarzbier \

| W
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A AP Pt A \'M.MW, At e A A j\_,\ e an e cosrmnnt
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Figura 49 — Ampliagdo da regido dos espectros de RMN de 'H diferentes amostras de cervejas que apresentam 5-HMF
em diferentes relacdes sinal/ruido.

Ap6s avaliagdo qualitativa, procedemos com a avaliacdo da relacdo sinal/ruido das
amostras que apresentaram 5-HMF, verificando a possibilidade de quantificagcdo do 5-HMF

através do método ERETIC2.
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Tabela 38 - Relagdo sinal-ruido dos estilos de cervejas que apresentaram 5-HMF em sua composicao.

Estilo Relacdo S/R
Malzbier - Marca 01 139,62
Malzbier - Marca 02 99,64
Dunkel 24,54
Malzbier - Marca 03 23,67
Stout 19,2
Red Lager 17,07
Schwarzbier 15,61
Premium American Lager — Marca 01 10,53
Belgian Strong Golden Ale 8,52
Standard American Lager - Marca 01 7,94
Foreign Stout 7,37
Belgian Dark Strong Ale 7,18
Radieuse 6,77
Malzbier - Marca 04 6,62
Premium American Lage - Marca 02r 6,31
Weissbier Zero Alcool 5,7
Standard American Lager - Marca 02 5,47
Standard American Lager - Marca 03 5,47
American Ipa 5,27
Dunkel 5,1
Standard American Lager - Marca 04 5,05
Cerveja Sem Alcool - Marca 01 4,81
Cerveja Sem Alcool — Marca 02 3,38
Cerveja Sem Alcool - Marca 03 3,33
Amber Lager 2,94
Standard American Lager — Marca 05 2,47
Weissbier 1,2

Apos o célculo da relacdo sinal ruido, foi realizado o célculo da concentragdo do 5-
HMF através do método ERETIC 2.

Os dados relativos as concentracdes sao apresentados na tabela 40.

Tabela 39 - Concentragdo de 5-HMF presente em cervejas especiais.

Estilo de cerveja Concentracio mg.L!
Malzbier — Marca 1 2,52 +/- 0,001
Malzbier — Marca 2 3,65 +/-0,012

Dos doze estilos de cervejas em que foram identificados o 5-HMF somente em em
duas amostras de um estilo foi possivel sua quantificacdo devido baixa relacao sinal/ruido do
restante das amostras. As concentragdes S-HMF nas amostras variaram de 3,65 a 2,52 mg/L
valores abaixo dos valores limites de 50 mg/L de 5-HMF estipulados pela legislagao brasileira

para agua ardente e uisque.
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8 CONCLUSAO.

A técnica de RMN se mostrou apta para a avalia¢do qualitativa e quantifica¢do de 5-
HMF em amostras de malte e cerveja. Vinte e quatro amostras de malte e oitenta e novo
amostras de cerveja de trinta e quatro estilos foram avaliadas.

Em dez amostras de mostos dos diferentes tipos maltes avaliados apresentavam o 5-
HMF, porém foi possivel a quantificagdo em cinco deles. As suas concentragdes variam de
3,026 a 43,25 mg.L"!, 0 mosto do malte que apresentou maior concentragio de 5-HMF foi o
malte Special Belgium com concentragao de 43,25 mg/L.

Nas amostras de cerveja, em doze estilos de cervejas foi identificado o S-HMF, porém
a quantificagdo s6 foi possivel em duas amostras do estilo malzbier. As concentragdes S-HMF
nas amostras variaram de 3,65 a 2,52 mg/ L.

As concentragdes apresentadas tanto para as amostras de cerveja, quanto para as
amostras do mosto produzido a partir de diferente tipos de malte foram valores abaixo dos
valores limites de 50 mg/L de 5S-HMF estipulados pela legislacdo brasileira para dgua ardente e

uisque.
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