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STUDY OF THE CHEMICAL PROFILE OF BRAZILIAN BEERS: AN ASSESSMENT BETWEEN ARTISANAL AND
INDUSTRIAL DRINKS. Beer is commonly produced with four inputs: water, malt, hops, yeast and, in some cases, brewing
adjuncts. Industrial and artisanal processes essentially follow the same steps and may undergo minor changes due to the style of
beer. Despite this, many consumers attribute higher quality to craft beer compared to industrial ones. In this study, we applied the
analytical techniques of infrared (IR), hydrogen nuclear magnetic resonance ("H NMR) and mass spectrometry (ESI(+)FT-ICR MS)
to discriminate craft beers from industrial ones (brands common to the Brazilian market). In addition, Partial Least Squares (PLS)
and Support Vector Machine (SVR) regression were used to estimate some beer properties (pH, total acidity (meq-L, color (EBC),
bitterness (IBU), alcohol content (%v/v) and density (g-mL")). The use of the IR allowed the identification of vibrations attributed to
chemical compounds common to beverages, such as water (3320 and 1640 cm™), carbohydrates (1500 cm™) and ethanol (1050-1040
and 875-865 cm™). 'H NMR showed good applicability in identifying classes of organic compounds in the beverage, where signs
attributed to alcohols, organic acids, carbohydrates and amino acids were observed. The ESI(+)FT-ICR MS allowed the identification
of chemical compounds present in beverages, allowing the construction of a fingerprint of the beers. In addition, the application of
chemometric tools enabled the prediction of physicochemical properties, presenting promising results in the prediction of alcohol
content (RMSEC 0.2430 and RMSEP 0.3929) and bitterness (RMSEC 1.3022 and RMSEP 1.6008), and also in the classification

regarding the manufacturing process (craft and industrial beer).

Keywords: chemometrics; regression; PLS; SVR; PCA.

INTRODUCAO

A cerveja € uma bebida fermentada de cereais produzida a partir
de quatro ingredientes bdsicos: a dgua, malte, ldpulo, levedura e,
em alguns casos, adjuntos cervejeiros.! No Brasil, observa-se um
aumento expressivo no nimero de cervejarias. Segundo dados do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento — MAPA,
o pais encerrou o ano de 2020 com 1383 cervejarias autorizadas
(Figura 1.A), concentradas, principalmente, nas regides Sul e Sudeste
(Figura 1.B).2 E importante destacar que, somente entre os anos de
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2018 22020, o nimero de cervejarias teve aumento superior a 100%,
quando comparado a somatéria de 2000 a 2017. Nesses anos, ndo
foram registrados antincios expressivos de novas plantas fabris pelas
grandes cervejarias nacionais e multinacionais, responsdveis pela
produgdo de cervejas de larga escala.’ Dessa forma, esse aumento
estd fortemente relacionado & expanséo de cervejarias artesanais.*
Segundo a Associacdo Brasileira da Cerveja Artesanal
(ABRACERVA), a cerveja artesanal € aquela especial, que preza
pela qualidade, ligada a cervejarias independentes, registradas no
MAPA, sem ligagdo com grandes grupos econdmicos e que produz,
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Figura 1. Evolugdo do niimero de cervejarias registradas no Brasil de 2000 a 2020 (A); Niimero de cervejarias registradas, por unidade da federagdo, em 2020

(B). Dados do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento — MAPA?
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no méaximo, 416 mil litros/més.> Essa defini¢do guarda alinhamento
com a Brewers Association, associagdo norte americana de cervejeiros
artesanais, que define a cerveja artesanal como aquela produzida por
uma cervejaria independente, com menos de 25% da empresa sob
propriedade de um membro da inddstria de bebidas alcodlicas, com
volume inferior a 714 milhdes de litros/ano, cuja producéo deve
ser voltada a inovacdo, através da releitura de estilos cldssicos e
desenvolvimento de novos, mantendo foco na qualidade dos insumos
tradicionais e no sabor no produto final.® A produg¢do em menor
escala pode interferir no poder de negocia¢do dos produtores que,
combinado com processos que demandam maior tempo de execucio,
pode fazer com que o custo de produgdo da cerveja artesanal seja
maior, quando comparado a cerveja industrial. Enquanto a cerveja
industrial, € produzida em larga escala para alta distribui¢do. Essas
cervejas, em geral, possuem processos e ingredientes que visam
menor custo possivel, resultado da combinacdo do maior poder de
negociacdo devido a quantidade de insumos demandado e do tempo de
produgdo que pode durar apenas um dia. Além disso, outra estratégia
para redug@o dos custos estd na substituicdo do malte de cevada por
outros cereais de menor valor.’

A produgdo das cervejas industriais e artesanais, em geral,
seguem procedimentos semelhantes, os quais podem ser descritos
em sete etapas: moagem, mostura, fervura, fermentagio, maturag@o,
filtracdo e envase. A moagem do malte e, se for o caso, demais
cereais, consiste na separac¢do da casca e do endosperma do grio,

Carboidrato

Melanoidina

Estudo do perfil quimico de cervejas brasileiras 519

permitindo seu melhor contato com a dgua. Na mostura, os cereais
sdo colocados em dgua e submetido a um aquecimento gradual de
40 a 78 °C, permitindo a hidratagdo do grdo e a ativag@o das enzimas
(a-amilase e B-amilase) que converterdo o amido do cereal em
acucares fermentdveis e soldveis em dgua.® Posteriormente, 0 mosto
(liquido agucarado) € submetido a fervura, etapa na qual serd realizada
a adicdo do ldipulo. A elevagdo na temperatura resulta na contragio
do anel dos a-4cidos, resultando na formagao de isdmeros cis e trans,
transformando-os em iso-a-dcidos, responsdveis pelo amargor da
bebida.” Na fervura também ocorrem reagdes de Maillard, na qual
aminodcidos e carboidratos presentes no mosto reagem formando
melanoidinas (cor amarelo dmbar), maltol (sabor de caramelo ou
tostado) e funareol (sabor de morango), conforme representado na
Figura 2.1

Ao término da fervura, o mosto € resfriado para posterior
inoculacdo e inicio da fermentacdo alcodlica. Nesse processo
(Figura 3), a glicose € oxidada formando piruvato que por sua vez
sofre descarboxilagdo, na forma de CO,, devido a agdo da enzima
piruvato descarboxilase. A presencga da coenzima tiamina pirofosfato
nesse sistema resulta na formacéo de acetaldeido, o qual sofre redugio
produzindo etanol, impactando no teor alcodlico final da bebida."!

A maturacdio procede a fermentacio, consistindo na remocao
das leveduras mortas e permitindo que as leveduras que ainda estdo
ativas no liquido catalisem a conversdo de substincias indesejadas
em outras com sabores neutros, em adicional, a continua producio

OH

Furaneol Maltol

Figura 2. Mecanismo da reagdo de Maillard resultando na formagdo de melanoidinas, Furaneol e Maltol. Glc = Glicina e R = H, proteina, aminodcido ou Glicina’®
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de CO, auxilia na eliminac¢do de compostos volateis indesejaveis.
Terminada a maturaciio a bebida poder ser submetida a filtragdo,
objetivando a remocao de sélidos.! O envase, geralmente, € feito em
recipientes metdlicos, pldsticos ou de vidro. No envase, também &
feita a adi¢@o de gds carbdnico (CO,), denominada carbonatacio. A
carbonatacio pode ser de maneira artificial por injegdo ou natural
por refementagdo.'> Apés todo o processo produtivo, a bebida
pode ser caracterizada quanto a cor (medido em EBC, do inglés
European Brewery Convention), amargor (medido em IBU, do inglés
International Bitterness Units), teor alcodlico (medido em %v/v),
densidade (medido em g-mL™), acidez total (medido em meq-L!) e
pH, refletindo a contribui¢o das etapas descritas anteriormente nas
propriedades da cerveja.

Apesar dos processos produtivos seguirem as mesmas etapas e,
em muitos casos, ingredientes similares, existem diversos relatos de
consumidores acerca da superioridade na qualidade, diversidade e
sabor das cervejas artesanais frente as cervejas industriais.'> Muitos
trabalhos tem abordado o emprego de técnicas analiticas, combinadas
a quimiometria, voltadas a autenticagdo, classificacdo, monitoramento
de processos produtivos e caracterizagdo da bebida, adotando nessa
abordagem a espectroscopia na regifio do infravermelho médio (MIR)
e préximo (NIR),'*?? a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN de 'H) 3! e a espectrometria de massas (MS).3>%

No estudo de Giovenzana e colaboradores® a técnica de NIR
foi empregada para determinagdo de pH, enquanto Mignani e
colaboradores'” obtiveram sucesso com a utilizagdo da técnica
na validac@o de cervejas belgas. Ghasemi-Varnamkhasti e
colaboradores? utilizaram o NIR para monitorar o envelhecimento
da bebida. Nos estudos de Almeida e colaboradores,” Rodrigues e
colaboradores® e Petersen e colaboradores® foi possivel notar que o
uso de RMN de 'H tem boa aplicagio na determinagéo da composicdo
da bebida, em especial, na identificacdo de carboidratos. Entretanto,
mais recentemente, no trabalho de Silva e colaboradores,* foi
apresentado o emprego desta técnica na discriminacio de cervejas
lager brasileiras. A aplicagdo de MS tem se mostrado promissora
na identificac@o de falsificacdo de cervejas, conforme abordado no
estudo de Pereira e colaboradores.*

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar
o perfil quimico de cervejas brasileiras artesanais e industriais
mediante aplicacdo das técnicas analiticas de MIR, NIR, RMN de 'H
e ESI(x)FT-ICR MS, visando a identificagdo de compostos quimicos
presentes nas cervejas industriais e artesanais por meio de modelos
quimiométricos de regressdo (Minimos Quadrados Parciais, PLS, e
Regressdo por Vetores de Suporte, SVR) e andlise por componentes
principais, PCA. Adicionalmente, as bebidas avaliadas foram
caracterizadas quanto as propriedades fisico-quimicas (pH, cor,
amargor, teor alcodlico e densidade).
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PARTE EXPERIMENTAL
Amostras

Para a realizacdo do estudo foram selecionadas um total de
30 amostras de cervejas. Dentre elas,? cervejas industriais de rétulos
comuns ao mercado brasileiro e 9 produzidas artesanalmente no
escopo deste trabalho.

Amostras industriais

As amostras industriais foram adquiridas em supermercados
da Grande Vitéria/ES, comercializadas em latas de aluminio,
contemplando 21 diferentes rétulos de 10 cervejarias distintas, sendo
10 puro malte e 11 com Adjuntos (Tabela 2). Nela, podemos observar
que as amostras industrias selecionadas sdo, majoritariamente,
cervejas do Estilo Pilsen e Lager com teor alcodlico entre 0,00 (L5
e P8) a 5,5 %v/v (R2). Além disso, € possivel notar que os rétulos
trazem poucas informacdes quanto as propriedades fisico-quimicas
das bebidas, sendo o teor alcodlico a tnica propriedade informada em
todas as embalagens. Dentre os rétulos analisados, somente a cerveja
S10 traz informacéo sobre o amargor e a cor. A partir da avaliagdo da
composi¢do da bebida fornecida pelo fabricante, as cervejas foram
classificadas em “Adjunto Industrial”’, amostras produzidas com malte
de cevada e adjuntos (cereais ndo maltados e carboidratos), e “Puro
Malte Industrial”, sendo aquelas fabricadas com malte de cevada e
isenta de adjuntos.

Amostras artesanais

Com intuito de verificar possivel distingdo no perfil quimico
e nas propriedades fisico-quimicas das cervejas em funcdo da
composicdo e do processo fabril, foram produzidas 09 amostras de
cervejas artesanais. Dentre elas, 1 puro malte (PPM) e 8 com adjuntos
(P15M, P30M, P45M, P15A, P30A, P45A, PPM SC e P15M SC).
Das amostras produzidas com adjuntos, 06 derivaram da substituigdo
do malte de cevada, em 15, 30 e 45% m/m, por milho (P15M, P30M
e P45M) e arroz (P15A, P30A e P45A) na etapa da brassagem e
carbonatadas com 12 g-L! extrato de malte. Enquanto duas derivam
na adi¢do de sacarose 10 g-L! na etapa de carbonatagio (PPM SC
e P15M SC). A quantificagdo dos insumos usados na produgdo
foi realizada no software BeerSmith, versdo 2.3.12," conforme
caracteristicas apresentadas na Tabela 1.

As etapas de mostura e fervura foram realizadas no equipamento
BeerMax, o qual foi desenvolvido especialmente para as etapas quentes
da produgdo cervejeira artesanal, possuindo sistema de aquecimento
elétrico controlado por computador. As temperaturas empregadas sao
apresentadas na Figura 4. Para as etapas de fermentagao e maturacio
(etapas frias) foi utilizado o freezer horizontal da marca Eletrolux,

Tabela 1. Perfil parametrizado, com os valores desejados, para a produgdo das cervejas artesanais puro malte e com adjuntos. Classificacdo com base na com-

posicao: Puro Malte Artesanal (PMA) e com Adjunto Artesanal (ADA)

Cerveja Estilo Teor alcodlico (%v/v) Amargor (IBU) Cor (EBC) Classificagao
PPM Pilsen 4.8 10 12 PMA
PI5SM Pilsen 4.8 10 12 ADA
P30M Pilsen 4,8 10 12 ADA
P45M Pilsen 4,8 10 12 ADA
P15A Pilsen 4,8 10 12 ADA
P30A Pilsen 4.8 10 12 ADA
P45A Pilsen 4.8 10 12 ADA

PPM SC Pilsen 4,8 10 12 ADA

P15M SC Pilsen 4,8 10 12 ADA
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modelo H500, acoplado a um controlador de temperatura marca
Ageon, modelo G101.

Atuacéo da a-amilase e
formag&o de maltose,
glicose, frutose, etc.

Atuagdo da B-amilase e
formacao de maltose
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Figura 4. Rampa de temperatura aplicada durante a mostura'’

A bebida foi mantida no fermentador a (18 + 1) °C durante 15 dias.
Ap0s esse periodo, foi transferida para um maturador, a (15 + 1) °C
por 30 dias. A carbonatagdo da bebida ocorreu por refermentagao,
conforme descrito na Tabela 1 em garrafas de vidro &mbar de 600 mL.

Preparo da Amostra

Como etapa preliminar a caracterizacdo fisico-quimica e
obtencdo dos dados instrumentais foi realizada a remocao dos gases
caracteristicos as cervejas, em especial o CO,. Para tal, 350 mL de
cerveja foram transferidos para um béquer com capacidade de 1 L
e posteriormente acondicionados em banho ultrassdnico, fabricante
LimpSonic, modelo LS-55DA-2/X, preenchido com dgua deionizada.
As condigdes de otimizacio do banho de ultrassom foram: frequéncia
de 40 kHz, poténcia 400 W, tempo de cavitagdo de 6 minutos e
temperatura do banho de 20 °C.*® As amostras submetidas a esse
processo foram denominadas amostras “desgaseificadas”.

Propriedades Fisico-Quimicas

As propriedades fisico-quimicas das bebidas desgaseificadas
foram determinadas de acordo com os métodos contidos no MOBV,*
quanto a densidade, grau alcodlico real, pH e acidez total.

A densidade do mosto, a 20 °C, foi medida através de densimetro
eletrobnico marca Anton Paar, modelo Density Meter DMA 35. O grau
alcodlico foi determinado através da destilagdo da bebida e posterior
medicdo da densidade do destilado a 20 °C. O grau alcodlico real
é expresso em %v/v e estd tabelado no MOBV de acordo com a
densidade do destilado.

O pH foi determinado por potenciometria a 20 °C, usando
pHmetro marca Metrohm, modelo 827 pH lab, calibrado com solugio
Buffer, marca SpecSol, com pH (7,00 = 0,02) a (20,00 + 0,02) °C
e depois outra solucdo da mesma marca com pH (4,00 = 0,01) a
(20 £0,02) °C.

A acidez total foi determinada por titulagdo acido-base, no qual
10 mL da amostra foi diluida em 100 mL de d4gua deionizada e titulada
com hidréxido de sédio 0,1 N em meio com 3 gotas de fenolftaleina.
A concentragdo total de compostos dcidos na bebida foi calculada
conforme a Equagdo 1, em que At representa a acidez total em meq-L"!,
n o volume em mL de solucdo titulante gasto, N a normalidade da
solu¢@o de hidréxido de sédio e V o volume da amostra em mL.
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O amargor da bebida foi determinado em unidades internacionais
de amargor (IBU, do inglés International Bitterness Units). O método
mais utilizado para determinacio dessa propriedade € o EBC. Ele
consiste na acidificagdo de 10 mL de cerveja com 0,5 mL de 4cido
cloridrico 6 mol L' e com posterior adi¢do de 20 mL de isooctano.
Posteriormente a mistura foi agitada em agitador magnético por
15 minutos e centrifugada a 1000 rotagdes por minuto (rpm)
durante 3 minutos. O sobrenadante (iso-a-acidos) foi removido e a
absorbancia no UV medida a 275 nm, usando isooctano como branco.
O amargor, em IBU, € determinado de acordo com a Equag@o 2, onde
AbS,;s,,, € a absorbancia.*

IBU = Abs,,,, - 50 )

A colorag@o foi determinada através do método EBC 9.6,* nele a
cerveja desgaseificada € filtrada para retengao de particulas superiores
a 45 um e, posteriormente, realizada a medi¢do da absorbancia da
amostra a 430 nm, por intermédio do equipamento de UV/VIS marca
Perkin Elmer, modelo Lambda 45, e emprego da Equagéo 3, em que
EBC representa a cor da bebida, Abs,,,, a absorbincia e f o fator
de dilui¢do da amostra.

EBC = Abs,,,, - f-25 3)
Analises Instrumentais

Espectroscopia na regido do infravermelho

As amostras desgaseificadas foram analisadas por infravermelho
no equipamento Perkin Elmer, modelo Spectrum 400. Os espetros
de NIR foram obtidos em 10000 a 4000 cm™, com resolugdo de
8 cmm! e 128 scans. Os espetros de MIR foram obtidos em 4000 a
650 cm™, foram programados com resolucdo de 8 cm' e 32 scans.
Vale destacar que as medidas foram realizadas em triplicata sendo
avaliado o espectro médio resultante.

Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear

As andlises de RMN de 'H foram realizadas no equipamento marca
Varian, modelo VNMRS 400, operando com um campo magnético
de 9,4 T, utilizando uma sonda de 5 mm. Os espectros foram obtidos
das amostras desgaseificadas de cerveja (600 pL), a 26 °C, utilizando,
como padrdo externo em tubo de inser¢do, solu¢do de dcido maleico
(6,28 ppm) em dgua deuterada na concentragdo de 6,7 mg-mL". Os
pardmetros de aquisi¢do foram definidos com frequéncia de 399,73
Mhz, janela espectral de 6410,30 Hz, tempo de aquisigdo de 3,834 s,
frequéncia de pré-saturacdo de 4,6092 Hz, tempo de espera (relaxacdo)
de 2 s, sequéncia de pulso PRESAT (supressdo do sinal atribuido aos
hidrogénios da agua em 4,64 ppm), pulso de 90° e 32 scans.

ESI(+)FT-ICR MS

Os espectros de massas foram adquiridos em triplicata no
espectrometro de massas ESI(+)FT-ICR MS, marca Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha, modelo 9.4 T Solarix. A calibragdo
do equipamento foi feita a partir da solu¢io de Arginina (m/z 200
a 1500). No preparo da amostra, 20 pL de cerveja foram diluidos
em 1 mL de acetonitrila, observando a formagdo de precipitados,
os quais foram filtrados para evitar possivel entupimento do capilar
do equipamento. A faixa de aquisicdo foi de m/z 150 a 1500, modos
positivo e negativo, e precisdo massa de < 2 ppm.

Analise Quimiométrica

Os dados obtidos por meio das técnicas analiticas descritas no
tGpico anterior foram tratados utilizando o software Matlab R2013a*



522 Coelho Neto et al.

para criacdo dos modelos de regressdo PLS e SVR e Andlise por
Componentes Principais (PCA). As amostras foram divididas, sendo
70% delas (21 amostras) para o grupo de calibra¢do e 30% para o
grupo de teste (9 amostras), de acordo com o algoritmo Kennard-
Stone.* As amostras do grupo de calibragio e teste foram as mesmas
para todos os modelos.

Para RMN de 'H, o tratamento interval correlation shifting
(icoshift)*** foi usado para alinhamento dos espectros. Os pré-
tratamentos utilizados para criagdo dos modelos quimiométricos
foram o adaptive iteratively reweighed penalized least squares
(airPLS),* derivada de primeira ou segunda ordem com 3, 9, 7 ou
15 janelas e polindmio de segundo grau, autoescalar, centralizagdo
e normalizacdo na média, standard normal variate (SNV),
multiplicative scatter correlation (MSC), autoescalar, também
combinagdes deles. O pré-tratamento com melhores resultados para
predi¢do de cada propriedade fisico-quimica € apresentado na sessiao
de Resultados e Discussio.

A calibragdo cruzada para otimizacdo do nimero de varidveis
latentes (VL) das regressdes por minimos quadrados parciais (PLS)
foi realizada por metodologia k-fold,*” com k igual a 5. Também
foram realizados modelos de regressdes por maquina de vetores de
suporte (SVR), no qual mapeia amostras em espaco de alta dimensao
através da funcdo Kernel e as amostras podem ser separadas pelo
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hiperplano de separagio otimizado (OSH).*#*% Os pardmetros dos
modelos SVR também foram otimizados (custo (C), margem (¢) e
gama (y)). Os modelos SVR foram avaliados segundo os parametros
de desempenho de acuricia (root mean square error of calibration
[RMSEC] e root mean square error of prediction [RMSEP]) e de
linearidade (coeficiente de determinagdo, R?). J4 os modelos de
PLS também foram avaliados segundo os parimetros de acuricia,
linearidade, limite de detecc¢do (LD) e limite de quantificagdo (LQ).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Propriedades Fisico-Quimicas

Nesta secdo apresentaremos os resultados obtidos, quanto as
propriedades fisico-quimicas (pH, cor, amargor, acidez total, teor
alcodlico real e densidade), de todas as bebidas avaliadas no presente
estudo (Tabela 2). Na Tabela 2 € possivel observar que todas as
cervejas apresentam carater dcido, com pH variando entre 4,52 (12)
e 5,00 (Q9 e T8), valores que vdo ao encontro com os relatados na
literatura.®® Em geral, as cervejas puro malte apresentam maiores
valores quando comparadas as bebidas com adjuntos. Em relacdo
a acidez total foram observados valores entre 18 (J7) a 40 meq L
(K6), condizentes com relatos da literatura.>!

Tabela 2. Caracterizacao fisico-quimica das amostras cervejas comerciais e artesanais. Desvio-padrao informado entre paréntesis. Dado ndo informado (N/I).

Amostras Estilo  Classificagdo! pH A(Cnilizz-li(')‘t)al Cor (EBC) A(I;ISIUg)O ' T;Z;é};js/l\i;o Teor(%i]c/(‘)]()’)lico D(egnifdjc)ie

Al N/T PMI 4,91(0,02)  39,00(0,02) 10,85(0,50) 10,267 (0,001) 4,1 3,70 (0,05) 1,0066 (0,0001)
B2 Pilsen ADI 4,77 (0,01) 30,00 (0,02)  7,25(0,10) 9,450 (0,001) 4,6 4,10 (0,05) 1,0058 (0,0001)
C3 Lager PMI 4,95 (0,01) 37,00 (0,04) 11,13 (0,33) 11,300 (0,001) 4,7 4,20 (0,01) 1,0074 (0,0001)
DI Pilsen ADI 4,55(0,01) 29,00 (0,10) 8,90 (0,01) 10,016 (0,001) 4,7 4,50 (0,08) 1,0065 (0,0001)
E4 Lager PMI 4,75 (0,03) 28,00 (0,02) 6,90 (0,20) 18,316 (0,001) 5,0 4,10 (0,10) 1,0047 (0,0001)
F5 Pilsen ADI 4,67 (0,02) 25,00 (0,40) 7,53 (0,10) 9,933 (0,001) 4,5 4,20 (0,10) 1,0067 (0,0001)
G6 Pilsen ADI 4,65 (0,03)  23,00(0,10)  5,90(0,15) 10,333 (0,001) 4,6 4,50 (0,10) 1,0054 (0,0001)
H2 Pilsen ADI 4,78 (0,01) 24,00 (0,03)  6,00(0,10) 9,633 (0,001) 4,7 3,80 (0,10) 1,0087 (0,0001)
12 Pilsen ADI 4,52 (0,01)  24,00(0,02) 6,88 (0,10) 10,133 (0,001) 4,8 4,00 (0,10) 1,0057 (0,0001)
J7 N/T ADI 4,81 (0,01) 18,00 (0,05) 6,58(0,10) 9,200 (0,001) 4,7 4,70 (0,05) 1,0075 (0,0001)
K6 Lager PMI 4,75 (0,01) 40,00 (0,02)  7,95(0,10) 8,100 (0,001) 44 3,90 (0,10) 1,0082 (0,0001)
L5 Pilsen ADI 4,82 (0,02)  34,00(0,02) 8,33(0,10) 9,316 (0,001) 0,0 0,00 (0,00) 1,0252 (0,0001)
M6 Pilsen ADI 4,60 (0,01) 29,00 (0,01) 6,30 (0,03) 7,750 (0,001) 4,7 4,60 (0,10) 1,0044 (0,0001)
N5 Pilsen ADI 4,70 (0,01) 27,00 (0,02)  6,45(0,10) 10,950 (0,001) 4,5 4,50 (0,10) 1,0069 (0,0001)
o7 Pilsen PMI 4,91 (0,01)  45,00(0,02) 10,35 (0,10) 13,700 (0,001) 4,7 4,50 (0,10) 1,0080 (0,0001)
P8 Pilsen ADI 4,76 (0,01) 21,00 (0,02) 5,40 (0,03) 13,500 (0,001) 0,0 0,00 (0,00) 1,0195 (0,0001)
Q9 N/1 PMI 5,00 (0,05) 30,00 (0,15) 8,73 (0,10) 19,816 (0,001) 5,0 4,30 (0,10) 1,0034 (0,0001)
R2 Lager PMI 4,95 (0,01) 48,00 (0,02) 10,15 (0,05) 14,016 (0,001) 5,5 4,40 (0,10) 1,0082 (0,0001)
S103 Pilsen PMI 4,96 (0,01)  36,00(0,10)  8,95(0,10) 10,516 (0,001) 4,8 3,90 (0,10) 1,0058 (0,0001)
T8 Lager PMI 5,00 (0,05) 28,00 (0,02) 6,08 (0,10) 13,350 (0,001) 4,6 4,40 (0,10) 1,0069 (0,0001)
u7 Lager PMI 4,96 (0,01)  31,00(0,02) 10,32 (0,12) 16,183 (0,001) 4,7 4,00 (0,10) 1,0037 (0,0001)
PPM Lager PMA 4,88 (0,01)  32,00(0,02) 11,95(0,25) 12,316 (0,001) 4.8 5,00 (0,05) 1,0077 (0,0001)
PI5M Lager ADA 4,78 (0,02)  33,00(0,02) 10,50 (0,10) 11,483 (0,001) 4.8 4,90 (0,02) 1,0097 (0,0001)
P30M Lager ADA 4,67 (0,01)  31,00(0,02) 10,38 (0,30) 12,983 (0,001) 4,8 4,80 (0,30) 1,0111 (0,0001)
P45M Lager ADA 4,59 (0,01)  34,00(0,02) 9,78 (0,10) 13,250 (0,001) 4,8 4,60 (0,02) 1,0134 (0,0001)
PI5SA Lager ADA 4,80 (0,04) 37,00 (0,60) 10,30 (0,10) 11,900 (0,001) 4,8 4,90 (0,02) 1,0082 (0,0001)
P30A Lager ADA 4,69 (0,01) 30,00 (0,01) 9,00(0,20) 11,233 (0,001) 4,8 4,10 (0,05) 1,0084 (0,0001)

'Puro Malte Industrial (PMI), Adjunto Industrial (ADI), Puro Malte Artesanal (PMA), Adjunto Artesanal (ADA). *Teor alco6lico informado pelo fabricante das
cervejas industriais ou estimando para as cervejas artesanais. *Apenas o fabricante da cerveja S10 informou a intensidade de cor da bebida e amargor da bebida,

sendo, respectivamente, de 10 EBC e 11 IBU.
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A determinagdo da cor permite classificar todas as cervejas
estudadas como “claras” (EBC < 20). Pode-se observar que, em geral,
as cervejas puro malte sdo aquelas que possuem maior intensidade
de cor. Nas amostras artesanais, foi observado que o aumento na
concentragdo de adjuntos pode provocar reducdo na cor (EBC) da
bebida que pode ser associada a menor concentragdo, no mosto,
de aminoécidos e carboidratos derivados do malte os quais sofrem
reagdes de Maillard, conforme descrito anteriormente.

As amostras analisadas possuem amargor que variam entre 7,750
a 19,817 IBU. Observou-se que os valores obtidos para as amostras
artesanais indicaram que a adi¢do de milho colaborou para o aumento
do amargor da cerveja, enquanto o emprego do arroz como adjunto
teve efeito inverso.

Destaca-se que, dentre as amostras industriais, apenas S10 traz
informagdes sobre cor e amargor. Comparando a cor e 0 amargor
experimental/informado pelo fabricante (Tabela 2), observou-
se que os valores foram préximos, sendo eles, respectivamente,
(8,95 +0,10/10,00) EBC e (10,516 + 0,001/11,000) IBU.

Quanto ao teor alcodlico, a legislagio brasileira® determina que
“cerveja sem dlcool” € aquela que possui concentragdo de dlcool
<0,5 %vl/v, ndo havendo necessidade de constar no rétulo do produto
essa informacdo. Enquanto a “cerveja com dlcool” € aquela que
possui concentragdo superior a 0,5 %v/v, havendo obrigatoriedade
em apresentar esse dado na embalagem. Nesse sentido, as amostras
analisadas estdo situadas na faixa de 0,00 (L5 e P8) a 5,00 %v/v (PPM
e PPM SC), sendo 02 classificadas como cervejas sem dlcool (L5 e
P8), enquanto as demais sdo cervejas com dlcool.

Uma comparagiio entre o teor alcodlico experimental/
informado pelo fabricante (Tabela 2) mostra que apenas as cervejas
industriais G6 (4,50 = 0,10/4,6) %v/v, J7 (4,70 £+ 0,05/4,70) %v/v,
L5 (0,00 = 0,00/0,00) %v/v, N5 (4,50 = 0,10/4,5) %v/v e
P8 (0,00 + 0,00/0,00) %v/v apresentaram igualdade, dentro do desvio
padrio, entre esses valores. Maiores diferengas foram observadas para
as bebidas E4 (4,10 = 0,05/5,00) %v/v, H2 (3,80 + 0,10/4,70) %v/v,
12 (4,00 = 0,10/4,80) %v/v, R2 (4,40 = 0,10/5,50) %v/v e S10
(3,90 + 0,10/4,80) %v/v.

O preparo das amostras artesanais, objetivou a obtencdo de
bebidas com teor alcodlico igual a 4,80 %v/v (Tabela 1). Os resultados
(Tabela 2) indicam maior eficiéncia na fermenta¢io quando utilizado
exclusivamente malte de cevada na mostura, PPM e PPM SC,
resultando em bebidas com maior teor alcodlico, respectivamente,
(5,00 = 0,05) %v/v e (5,00 £ 0,08) %v/v.

Os resultados apontam para uma reducdo no rendimento alcodlico
em funcio do aumento na concentracio (%m/m) de adjuntos (milho
e arroz) durante a mostura (Tabela 2). Nas cervejas P15M, P30M e
P45M, produzidas com milho, quando comparadas a cerveja puro
malte (PPM), observa-se reducdo no teor alcodlico das bebidas
obtendo valores de, respectivamente, (4,90 + 0,02), (4,80 + 0,30) e
(4,60 = 0,02) %v/v. Nota-se ainda uma redugdo mais acentuada na
concentracio alcodlica quando utilizado o arroz como adjunto, visto
que as amostras P15A, P30A e P45A, apresentaram teores alcodlicos
com valores iguais a (4,90 £ 0,02), (4,10 £ 0,05) e (3,40 £ 0,10) %v/v,
respectivamente. O malte de cevada possui enzimas (a-amilase e
[-amilase) que atuam na conversdo do amido presente no cereal em
acucares fermentdveis e solliveis em 4dgua, os quais sdo convertidos
pelas leveduras durante a fermentacdo em, basicamente, gds carbonico
e etanol. A menor concentracdo de malte pode resultar numa
redugdo de enzimas no mosto e, por consequéncia, na quantidade de
agticares fermentdveis disponiveis para as leveduras.® Além disso,
considerando uma por¢ado de 100 g de cada cereal, o milho possui
maior quantidade de carboidratos (86,3 g) frente ao arroz (79,7 g),*
fator que, combinado as diferentes estruturas dos polissacarideos
que constituem cada cereal, também pode ter influenciado na menor
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formacao de dlcool nas cervejas produzidas com esse adjunto (P15A,
P30A e P45A).

Adicionalmente, duas amostras de cervejas artesanais foram
carbonatadas com sacarose na concentragdo de 10 g L, sendo
uma puro malte (PPM SC) e uma com 15% m/m de milho como
adjunto (P15M SC). A utilizagdo de sacarose na carbonatacio
dessas bebidas, em substituicdo ao extrato de malte, foi realizada
com intuito de verificar possiveis alteracdes na propriedades fisico-
quimica da bebida, visto que a carbonatagdo com sacarose € uma
técnica comumente utilizada por cervejeiros artesanais devido ao
facil acesso a sacarose em supermercados (agucar cristal) e a0 menor
preco quando comparado a outras técnicas.

Foi observado que as cervejas carbonatadas com sacarose, PPM
SC e P15M SC, quando comparadas as amostras carbonatadas com
extrato de malte, ndo apresentaram alteragdes nos valores obtidos
para teor alcodlico, mantidos, respectivamente, em 5,00 e 4,90 %v/v.
Contudo, mantendo tal pardmetro de comparagao, foi observado
aumento no pH e densidade e redug@o na intensidade de cor, amargor,
e acidez total.

As cervejas estudadas, apresentam valor de densidade, a 20 °C,
pouco superior a da 4gua, possivelmente devido a presenga de aclicares
residuais e outros compostos organicos dissolvidos na bebida. Nota-se
que, dentre as amostras analisadas, as cervejas 0,00% v/v de alcool
(L5 e P8) sdo as que tem maior valor de densidade, respectivamente,
1,0252 e 1,0195 g mL". O etanol, dlcool caracteristico da bebida,
possui densidade de 0,7890 g mL" a 20 °C, inferior a da 4gua a mesma
temperatura (0,9982 g mL"). Desta forma, a auséncia do etanol pode
ter colaborado para o aumento na densidade da bebida.

Espectroscopia na Regido do Infravermelho

As andlises dos espectros no infravermelho médio (MIR) foram
realizadas a partir dos espectros médios (triplicata) das 30 amostras
de cervejas selecionadas e produzidas para o estudo (industriais e
artesanais), conforme ilustrado na Figura 5. Nela, foram observadas
absor¢des importantes em 3320 e 1640 cm™, as quais, devido
a composicdo majoritdria das amostras, podem ser atribuidas,
respectivamente, a sobreposicio de sinais associados a deformagdo
angular da ligagdo O-H e deformagdo axial das ligacdes H-O-H
da dgua.”!

Na regido de impresséo digital (Figura 5), abaixo de 1500 cm™,
foram observadas vibragdes de baixa intensidade que podem ser
associadas as ligagdes C—C e C—H que podem estar associadas aos
carboidratos. Além disso, sdo observadas bandas em 1050-1040 e
875-865 cm™', que podem ser atribuidas a ligagdo C-O de dlcool
primdrio, caracterfstico do etanol.”! Nas cervejas industriais zero
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Figura 5. Espectros MIR (4000 a 650cm™) das amostras de cervejas analisa-
das. Destaque para as bandas em 1050-1040 cm™ (amarelo) e 875-865 cm™
(verde)
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alcool (L5 e P8), como esperado, ndo foram observadas essas
bandas. Para além disso, na andlise visual do espectro MIR, ndo foi
verificada diferenciagdo composicional entre cervejas industriais e
artesanais, nem tampouco entre bebidas puro malte e com adjuntos.
Nos espectros (NIR) das trinta amostras de cervejas estudadas,
foi possivel observar bandas em 6880 e 5115 cm™, que podem ser
associadas a presenga de dgua, componente majoritdrio da bebida

Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear

Para as andlises de RMN de 'H foram obtidos espectros com e
sem supressao do sinal dos hidrogénios atribuidos a presenca de dgua
(4,64 ppm). A supressdo do sinal a 4,64 ppm resultou em maior ganho
no receptor, possibilitando a melhor identificac@o de sinais de menor
intensidade, em especial, na regido dos alifiticos (0 a 5,8 ppm). Por
esse motivo, apenas os espectros com supressao em 4,64 ppm foram
avaliados no presente trabalho.

Nas amostras de cervejas com dalcool (Figura 6.A) verifica-
se, como esperado, a presenga dos sinais a 1,03 ppm (tripleto) e
3,5 ppm (quadrupleto) caracteristicos dos hidrogénios metilicos e
metilénicos do etanol, respectivamente. Esses sinais apresentam-se
com maior intensidade nas amostras, visto que o etanol, apds a dgua,
€ o componente de maior concentra¢do nessas bebidas.”!

Além disso, foi observado um dubleto a 1,32 ppm que foi atribuido
ao hidrogénio metilico da alanina e, devido a sobreposi¢do de sinais
naregifio de 3 a 4 ppm, néo foi possivel identificar o sinal referente ao
hidrogénio metinico (singleto a 3,77 ppm). Esses compostos também
foram observados nos estudos realizados por Almeida e colaboradores,?
Rodrigues e colaboradores® e Duarte e colaboradores.?!

Nas anadlises realizadas para as cervejas sem alcool (L5 e P8),
Figura 6.B, ndo foram observados sinais relacionados ao etanol
(1,03 ppm e 3,50 ppm) e a alanina (1,32 ppm). Porém, foi observado
um tripleto a 0,95 ppm e um singleto a 2,20 ppm, caracteristicos
dos hidrogénios metilicos e da hidroxila do propanol, assim como
um dubleto a 1,17 ppm caracteristicos dos hidrogénios metilicos do
isopropanol. Esses resultados corroboram com aqueles presentes na
literatura cientifica,”>*% os quais indicam a existéncia de propanol e
isopropanol (dlcoois superiores) em cervejas ndo alcodlicas.

Cabe destacar que, em nossas andlises, devido a sobreposi¢do de
sinais nessa regifo, ndo foi possivel atribuir com precisdo sinais que
podem ser atribuidos aos dlcoois superiores em cervejas com dlcool.

Em todo o universo de amostras selecionadas para o presente
estudo, foram observados sinais que podem ser atribuidos a 4cidos
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orgénicos, sendo eles produtos da fermentagdo alcodlica por
leveduras, durante a producéo de cerveja. A 2,42 ppm foi observado
um singleto que foi atribuido aos hidrogénios metilénicos do 4cido
succinico. Além disso, a 1,32 ppm (J = 6,92 Hz) foi identificado
um dubleto associado ao hidrogénio metilico do acido latico. Por
fim, a 1,87 ppm foi observado um singleto atribuido ao hidrogénio
metilico do dcido acético.* Ainda foram identificados um dubleto a
7,27 ppm (J = 7,32 Hz) que pode ser associado a um dos sinais da
fenilalanina. Atribuidos ao tirosol (derivado do alcool fenetilico)
foram identificados dubletos AB a 6,74 ppm (J = 8,32 Hz) e 7,04 ppm
(J =8,32 Hz), referentes aos hidrogénios aromaéticos, e um tripleto a
3,11 ppm referente ao hidrogénio metilénico (J = 6,92 Hz).

A regido entre 3-6 ppm ¢ relacionada a sinais de hidrogénios
carbindlicos de carboidratos e de alguns dlcoois. Contudo, nos espectros
obtidos (Figura 6), a presenca de sinais sobrepostos nessa regiao
impossibilitou a distingdo e atribui¢do da maioria dos sinais. Dessa
forma, foi possivel identificar apenas um dubleto a 5,08 ppm (J =
3,64 Hz) caracteristico de hidrogénio anomérico, com acoplamento
equatorial-axial, indicativo de acticar com configuragdo o.

ESI(+)FT-ICR MS

A andlise dos espectros ESI(+)FT-ICR MS (Figura 7), permitiu a
identificacdo de cations (Tabela 3) que sdo caracteristicos as amostras
analisadas, possibilitando a distin¢do entre as bebidas industriais
e artesanais. Os {ons foram atribuidos a moléculas protonadas
([IM+H]*), adutos de sédio ([M+Na]*) e de potdssio ([M+K]*),
conforme apresentado na Tabela 3 e ilustrado na Figura 7. Em todos
os espectros, foram observados sinais atribuidos aos cations de malto-
oligossacarideos na forma de adutos de sédio e potdssio (Tabela 3 e
Figura 7). Esses carboidratos derivam da hidrélise do amido presente
nos cereais durante mostura dos gréos, indicando que as leveduras ndo
consumiram todos os agucares durante a fermentagdo e a maturagio
da bebida. Para todas as amostras foram observados sinais de menor
intensidade relacionados a presenca de glucose (m/z 219 [M+K]*),
maltose/sacarose (m/z 365 [M+Na]*e m/z 381 [M+K]*), maltotriose
(m/7 543 [M+K]*), maltotetraose (m/z 705 [M+K]*) e maltopentaose
(m/z 867 [M+K]*). Os sinais atribuidos a esses agucares ja foram
descritos em outros estudos presentes na literatura cientifica,*
corroborando com os resultados apresentados em nossa pesquisa.

Nas amostras artesanais (com excecdo de PPM SC e P15M
SC) foram identificados sinais de maior intensidade relacionados
a compostos derivados da frutose (m/z 673 [M+Na]*) e galactose/
manose (m/z 697 [M+Nal*). E importante destacar que nessas
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Figura 6. Espectros de RMN de 'H com destaque aos compostos caracteristicos presentes nas amostras de cervejas estudadas. (A) Cerveja com dlcool — Amostra
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amostras também foram identificados sinais atribuidos ao
inostamycin B (m/z 709 [M+Na]*), isolado originalmente da
bactéria Streptomyces sp. MH816- AF1542,°%57 ¢ ao TMC-151C
(m/z 797 [M+Na]*), isolado inicialmente do fungo Gliocladium
catenulatum,’®>* ambos os compostos com atividade antibidtica.
Em nossa busca na literatura cientifica, esse € o primeiro relato
da presenca destes compostos em cervejas e, possivelmente,
reflete a contribui¢do do método de cultivo dos graos utilizados na
producido da bebida (malte de cevada e/ou extrato de malte, visto
que a Streptomyces sp e a Gliocladium catenulatum podem ser
empregadas no controle de patégenos caracteristicos em cultivares
de milho, cevada, trigo, etc.®!

Além de agticares, durante a etapa de fermentac@o, as leveduras
demandam em seu metabolismo compostos nitrogenados, sendo
suas principais fontes os aminoécidos, proteinas e peptideos.®? Os
compostos nitrogenados estdo presentes em quantidades satisfatérias
no malte de cevada, os quais sdo solubilizados no mosto durante a
hidrélise dos carboidratos.®® A presenca de amino dlcoois, purinas
e pirimidinas em cervejas € esperada, visto que sdo metabdlitos das
leveduras, e, ao final da fermentac?o, estima-se que sejam exauridos
a maioria dos aminodcidos e proteinas, restando apenas a prolina.>*

Os sinais identificados, apresentados na Tabela 3 e Figura 7,
mostram que os sinais [M+H]* de maior intensidade podem estar
associados, a amino alcoois (m/z 218, 230, 246, 262, 362, 386 e 406
[M-+H]"), purinas (m/z 268, 369 e 401 [M+H]*), pirimidinas (rm/z 317
e 785 [M+H]*), esfingolipidios (m/z 274 e 318 [M+H]*) piperazinas
(m/z 397 e 445 [M+H]"), proteinas (m/z 477, 497, 521, 533, 609,
629, 653, 853 e 1077 [M+H]*) e aminodcidos (m/z 391, 440, 532,
541, 570, 635, 663, 756 € 798 [M+H]").** Neste contexto, destaca-se
a maior quantidade e intensidade de sinais atribuidos a aminodcidos
e proteinas nas cervejas artesanais (Figura 7.B), com excegéo
de PPM SC e P15M SC, as quais possuem perfil semelhante as
cervejas industriais (Figura 7.A). Considerando que todas as cervejas
artesanais seguiram as mesmas condi¢des durante sua producdo, uma
possivel explicacdo para a semelhanga entre o perfil quimico das
amostras PPM SC e P15M SC com o das amostras industriais pode
estar relacionada a sua carbonatacdo. Pois, ambas amostras foram
carbonatadas por refermentagdo com adi¢do de sacarose. Nesse
processo, as leveduras consomem o acticar adicionado, gaseificando
a bebida, e junto a ele os compostos nitrogenados ainda presentes na
bebida. Enquanto as demais amostras artesanais foram carbonatadas
por refermentacéo com adicéo de extrato de malte, proporcionando
a essas leveduras quantidade extra de agucares, mas também de
compostos nitrogenados naturalmente presentes no malte, dentre eles
proteinas e aminodcidos, aumentando sua concentracio na bebida,
quando comparada as carbonatadas com sacarose.
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Em geral, os processos produtivos industriais buscam maior
eficiéncia no menor tempo possivel. Possivelmente, as bebidas das
cervejarias industrias utilizam meios produtivos que visam acelerar
o processo de fermentagao buscando alta eficiéncia na conversio dos
acticares presentes no mosto, resultando também em bebidas com
menor presenca de aminodcidos e proteinas. E importante destacar
que a maior presenga de proteinas e aminodcidos resulta em bebidas
com melhor qualidade nutricional.®

Em adicional, foi observado no espectro das amostras Al, B2
e U7, sinal que foi atribuido ao Piriminobac (m/z 348 [M+H]*), um
éter aromdtico que possui acdo herbicida e que pode ser utilizado
no controle de vegetagdes indesejaveis. Sua aplica¢éio, assim como
sua estrutura metilada (Piriminobac-metil), € relatada em plantagdes
de cereais para consumo humano, tais como a cevada, milho, arroz,
cana-de-actcar, etc. A presenca do Piriminobac em cervejas aponta
para a persisténcia desse herbicida, mesmo quando submetido ao
ciclo industrial da bebida.® Ressaltamos que, em nossas anélises, foi
avaliado apenas um lote de cada bebida, indicando a necessidade de
avaliagdes posteriores acerca da presenga desse composto em outros
lotes dos rétulos citados, visto que esse pode ser um resultado pontual.

ESI(-)FT-ICR MS

A Figura 8 ilustra os espectros tipicos obtidos para as cervejas
industriais (Figura 8.A) e as artesanais (Figura 8.B), tendo o resumo
dos principais fons detectados apresentados na Tabela 4. Nos espectros
das 30 amostras foram observados sinais atribuidos aos anions
presentes na bebida, os quais foram associados as moléculas em
suas formas desprotonadas ([M-H]J") e também a adutos de cloreto
(IM-CI]") no padrio isotdpico tipico 3*Cl e 7’Cl1.*

Os resultados obtidos pelo emprego de ESI(—) corroboram
com aqueles apresentados no ESI(+). Em todas as amostras foram
observados sinais associados a presenca de agucares, sendo os anions
m/z 161, 179 e 191 atribuidos, respectivamente, as formas [M-H]~ da
1,6-anidro-B-D-glicose, glicose e D-glucaro-1,4-lactona. Enquanto os
pares de anions m/z 215/217,377/379 e 549/541 foram relacionados,
respectivamente, a [M-Cl]~ da glicose, maltose e maltotriose.

O emprego do ESI (-) possibilitou a identificagdo de compostos
caracteristicos da cerveja, complementando os resultados do ESI(+).
Em todas as bebidas foram identificados os anions m/z 347 e 361,
atribuidos as formas desprotonadas da humulona e seus isomeros.
Esses compostos derivam do ldpulo e sdo responsdveis pelo amargor
da cerveja, além de contribuir no aroma, estabilizagio e conservacio
da bebida.

A andlise dos dados apresentados na Figura 8 e na Tabela 4
apontam para uma predominancia de sinais relacionados a agicares
nas bebidas comerciais, enquanto nas cervejas artesanais analisadas
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Figura 7. Espectros de impressdo digital IES(+) representativos das amostras de cervejas industriais (A) e cervejas artesanais(B). Sinais identificados na Tabela 3
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Tabela 3. Resumo dos principais fons detectados no IES(+). Cervejas Puro Malte Industrial (PMI), Adjunto Industrial (ADI), Puro Malte Artesanal (PMA),

Coelho Neto et al.

Adjunto Artesanal (ADA). *Inclui PPM SC e P15M SC. "Exceto PPM SC e P15M SC

Quim. Nova

Ne m/z Forma do sinal Estrutura proposta PMI* ADI PMA ADA’
1B 218,21135  [C,H,;NO,+H]* 2-[2-hidroxietil(octil)Jamino]etanol X X
1A 219,03773 [CeH,,04+K]* Glicose X X

2B 230,24777 [C,,H; NO+H]J* 2-(Dodecilamino)etanol X

3B 246,24268 [C,,H;,NO,+H]* 1-[2-hidroxipropil(octil)amino]propan-2-ol X X
4B 262,23761 [C,,H;NO;+H]* 2-[Bis(3-metilbutil)amino]-2-(hidroxilmetil)propan)-1,3-diol X X
5B 268,10399  [C,,H;N;O,+H]* Adenosina ou Vidarabina X

2A 27427399  [C,H;sNO,+H]* Hexadecasfinganina X X X X
6B 290,26891 [C¢H3sN;+H]* 3-((2-hidroxildodecil)metilamina)propano-1,2-diol X X X X
7B 314,24172 [C, HyyNO+H]* N-decildecan-1-amina X X X X
3A 317,12175  [C;H,,N,O+H]* Pirimidinas X X X
4A 318,30021 [C,sH;NO;+H]* Fitosfingosina X X X X
S5A 348,12347  [C,(H;;N;04+H]* Piriminobac

8B 358,36790  [C,,H,;,NO,+H]* Estearildietanolamina X X
6A 362,33641 [C,0H,;;NO+H]* Amino élcoois X X X X
7A 365,11717  [C|,H,,0,,+Na]* Maltose/sacarose X X X X
8A 369,20011  [C,,H,,N,O,+H]* Purinas X X X X
9A 381,08744 [C,H,,O, +K]* Maltose/sacarose X X X X
9B 386,39921 [C,,Hs,NO,+H]* 1-[2-hidroxipropil(octadecil)Jamino]propan-2-ol X X
10A 391,35458  [C,H,N,O,+H]* X-alanina X X X X
11A 397,27145  [C,,H;,N,O+H]* Piperazinas X X X X
10B 401,26640  [C,H;,N,O,+H]* Purinas X X
12A 406,35785  [C,,H,;NOs+H]* Aminopentol X X

13A 440,25896  [C,H,N;O.+H]* Aminodcidos X X X X
11B 445,29257  [C,3HyN,Os+H]* Piperazinas X X
14A 453,13964  [C,sH,NO,+H]* Quinoxalinas X X X X
15A 455,17765  [C,H,N,O,,+H]* Diaminofenil Glicosilado X X X X
16A 476,26650  [C,H;,NO,+H]* Derivado do Orto-catecol X X X X
12B 477,28243  [C,3H36NOs+H]* Proteina derivada da L-alanina, L-tirosina, L-leucina ou norvalina X X
13B 497,23590  [C, H;,N,O4+H]* Proteina derivada da L-histidina ou L-prolina X X
17A 518,31147  [C,H,NO,+H]* Estrofantina-3-dimetilamino acetato X X

14B 521,30867  [C,sH,N,Os+H]* Proteina derivada da L-alanina ou L-leucina. X X
18A 530,27489  [CH;NO+H]* Esteres X X X X
19A 532,29502  [C,H, NO+H]* Aminoécidos X X X X
15B 533,34502  [C,,H,NOs+H]* Proteina derivada da L-prolina ou L-leucina. X X
16B 541,26217  [C,3H36N O +H]* Proteina derivada da L-fenilalanina X X
20A 543,13020 [CsH;,0,4+K]* Maltotriose X X X X
21A 570,25589  [C;H; N,Os+H]* Derivados da norleucina e glutamina X X X X
22A 607,47325  [C;HN,O,+H]* Isoquinolinas X X X X
17B 609,36115  [C,H,sNOg+H]* Proteinas derivadas da L-lisina, L-isoleucina ou L-leucina X X
18B 629,31459  [C,;H,N(O,,+H]* L-Alanil-L-leucil-L-o-glutamil-L-a-glutamil-D-prolil-L-alanina X X
23A 635,50456  [C;HE,NO,+H]* Aminodcidos X X X X
19B 653,38732 C;,HsN,,Os Proteinas derivadas da B-alanina, L-valina e L-norleucina X X
24A 663,53859  [C,HgNO,+H]* Derivado da L-lisina X X X X
20B 673.34077  [C,,Hs,0,4+ Na]* Frutooligossacarideos X X
25A 695,39777  [C,HsN,Os+H]* Derivados de Carbamato de benzila X X

21B 697,41355  [C4sHg, O, +Na]* Oligossacarideo derivado da galactose/manose X X
22B 709,45000  [C4HO,+NaJ* Inostamycin B X X
26A 705,64548 [C,,H,0,, +KT* Maltotetraose X X X X
23B 741,44978  [CsHseN,(O+H]* Proteinas X X
24B 785,46599  [C;;HNOp,+H]* Nucleosideos de pirimidinas X X
25B 797,50231  [C,H,,0,s+NaJ* TMC-151C X X
27A 867,37193  [C,H;,0+ KJ* Maltopentaose X X X X
26B 853,21222 [C,HN,O,;+H]*  Proteina (L-Lisil-L-leucil-L-tirosil-L-histidil-L-leucil-L-seril-L-isoleucina) X X
28A 1077,74354  [C,Hg,N,;O+H]* Proteinas derivadas da norleucina, leucina, lisina e prolina X X X X
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hé a predominancia de ésteres, dcidos carboxilicos e outros compostos
que contribuem positivamente para o aroma da bebida.

Anadlise Quimiométrica

A partir dos dados experimentais obtidos por NIR, MIR, RMN de
'H e ESI(+)FT-ICR MS, foram construidos modelos quimiométricos
com intuito de correlacionar os espectros das amostras de cerveja
com suas propriedades fisico-quimicas. A melhor fonte de dados,
modelo e parametros de desempenho e de acurdcia sio apresentados
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Dentre os resultados apresentados na Tabela 5, o modelo PLS
apresentou melhores métricas para modelagem das propriedades
fisico-quimicas de amargor e teor alcodlico, enquanto o modelo SVR
obteve melhor métrica para estimativa de densidade das amostras de
cerveja. Esses modelos apresentaram percentuais de acerto, acima
de 84% na calibracdo e de 61% no grupo de teste, somados com
limites de determinag@o e quantificag¢@o. J4 quanto as propriedades
de pH, acidez total e cor, os modelos PLS construidos apresentaram
percentuais de acerto superior a 77%, porém inferiores a 31% no
grupo de teste. Nota-se que a maioria das propriedades apresentaram

na Tabela 5. boa linearidade, com excegdo da propriedade de acidez total.
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Figura 8. Espectros de impressdo digital IES(-) representativos das amostras de cervejas industriais (A) e cervejas artesanais (B). Sinais identificados na Tabela 4

Tabela 4. Resumo dos principais fons detectados no IES(-). Cervejas Puro Malte Industrial (PMI), Adjunto Industrial (ADI), Puro Malte Artesanal (PMA),

Adjunto Artesanal (ADA). *Inclui PPM SC e P15M SC. "Exceto PPM SC e P15M SC

N° m/z Forma do sinal Estrutura proposta PMI* ADI PMA ADAY
1A 161,04557 [CeH,,0s-H] 1,6-Anidro-B-D-glicose X X

2A 169,01748 [C,H;O5-H] Acido Gilico X X

3A 179,05618 [CeH,,06-H] Glicose X X

1B 188,03101 [C,,H,NO,-H] Acido 3-hidroxiquinolina-4-carboxilico® X X
4A 191,01979 [CH;O,-H] D-Glucaro-1,4-lactona X X X X
S5A 215,03443 [C¢H,,04,Cl] Glicose X X X X
6A 217,03993 [C¢H,,04,Cl] Glicose X X X X
TA 233,10485 [C,H,;04-H] Diisopropil D-tartarato X X
8A 271,05432 [C,,HgN4O5-HJ 8-(p-nitrofenil)guanina X

9A 279,03792  [C,H,N,O,+Cl] Uridina X X X X
10A 290,08829 [C,H,;NO¢-H] D-glicose-6-[(2S)-5-oxopirrolidina-2-carboxilato] X X X X
11A 293,05175 [C;H,O,-HT Gingerol X X
12A 308,09888 [C,H,,)NO,-HJ Acido 9-O-acetilneuraminico X X

13A 347,18663 [C,0H,05-H] Isocohumulona X X X X
14A 361,20226 [C,,H,,05-H] (+)-cis-isohumulona ou isoadhumulona ou humulona X X X X
2B 36525565  [C1HyO+ClJ Esteres X X
15A 377,08585 [C,,H,,0,,+Cl] Maltose X X X X
16A 379,08895 [C,,H,,0,,+ClJ Maltose X X X X
3B 393,27145  [C,H,0,+ClJ Esteres X X
17A 42222711 [CH,,O0,-H] Fenil éster X X
18A 429,12533 [C,sH,0,,-H] Acido 2-O-[a-D-manosil- (1->2-a-D-Glucosil]-D- glicérico X X

19A 449,17013  [C,H,,N,O,-HJ Piridinas X X

4B 465,33171 [C4,H,s05-H] Vitamina K epoxidada X X
20A 470,15193  [C,;H,,NO,,-HJ a-NeuSAc-(2->3)-D-Gal X X X X
21A 539,13904 [CsH3,0,6+Cl] Maltotriose X X X X
22A 541,13609 [C,sH3,0,6+CIT Maltotriose X X X X
23A 631,50803 [C4;H,,04+ClI] Estearato de 2-hidroxi-3-(palmitoiloxi)propil X X

24A 653,30212  [C,H,,N,,0,,-HJ Peptideos X X

25A 659,53465 [C3oH76O0s6+C1] 1,2-Distearato de (S)glicerilo X X
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Quim. Nova

Tabela 5. Modelos aplicados as técnicas analiticas de infravermelho médio (IVM) e préximo (IVP), RMN de 'H, ESI(+)-MS e ESI(-)-MS segundo os pari-

metros de desempenho

Propriedade Técnica Modelo RMSEC RMSEP R% R%p LD LQ
Cor (EBC) NIR PLS/MSC 1,0215 1,7954 0,77 0,31 0,2034 0,6779
Acidez Total (meq L") RMN de 'H PLS/ airPLS 4,9077 8,5213 0,31 0,14 0,0483 0,1611
pH ESI(+)FT-ICR MS PLS 0,061 0,0935 0,88 0,22 0,0167 0,0557
Densidade (g mL") MIR SVR/MSC 0,0016 0,0016 0,92 0,87 - -
Teor Alcodlico (%v/v) MIR PLS 0,2430 0,3929 0,96 0,95 0,0991 0,3305
Amargor (IBU) ESI (-) FT-ICR MS PLS 1,3022 1,6008 0,84 0,61 0,2688 0,8959

Para a estimativa da cor da bebida (EBC) o modelo que apresentou
melhor resultado, conforme apresentado na Tabela 5, foi o PLS,
pré-tratado com MSC, construidos com dados do MIR. Apesar das
5 VL utilizadas no modelo somarem 94,96% da variancia explicada o
grupo de teste resultou em predi¢do com acerto de 31%. Foi possivel
identificar que a regido entre 4000 a 7500 apresenta grande relevancia
nas informacdes contidas nas VL, o que pode ser associado a presenca
dos sinais de ligacdo H-O da dgua, componente majoritdrio da bebida,
de grande intensidade, em que abrange 6880 e 5115 cm™.

A estimativa dos valores de acidez total (meq-L!) teve como
melhor resultado o modelo PLS construido com dados de RMN
de 'H, construido com 2 VL que somam 82,11% da variincia
explicada. Nele foi possivel observar que os sinais em 1,03 ppm
(tripleto) e 3,5 ppm (quadrupleto), caracteristicos dos hidrogénios
metilicos e metilénicos do etanol, respectivamente, foram os que
mais influenciaram no modelo.

O modelo PLS construido com os dados da ESI(+)FT-ICR MS,
mostrou-se o mais eficaz na estimativa do pH das cervejas. Esse
modelo foi desenvolvido com 3 VL somando 58,03% da variancia
explicada. Os resultados indicam acerto de 88% no conjunto de
calibragdo e desempenho em 22% de linearidade (R?,) no conjunto
de teste. Para ele foi possivel observar a contribuicdo de diversos
sinais entre 500 e 1000 m/z, que podem ser associados a aminodcidos,
proteinas e carboidratos presentes na bebida e que possuem
caracteristica 4cida.

Os modelos PLS construidos com dados de MIR mostraram o
melhor desempenho para estimativa do ter alcodlico das bebidas,
considerando tanto os valores declarados pelos fabricantes, quanto
aqueles obtidos experimentalmente, possuindo linearidade maior que
95% para os valores de teste. Nesse modelo foi possivel identificar a
contribuico dos sinais abaixo de 1500 cm™, em especial, as bandas
em 1050-1040 e 875-865 cm™! que podem ser atribuidas a ligagdo C-O
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de dlcool primdrio, caracteristico do etanol. Além disso, observa-se
contribuicdo em 3320 cm™ que pode ser associada a alongamentos
da ligagdo H-O, corroborando com as andlises apresentadas
anteriormente sobre os dados MIR.

Amargor teve melhor resultado em sua predi¢ao quando aplicado
modelo PLS nos dados de ESI(-) FT-ICR MS, construido com
3 VL que somam 50,54% da varidncia explicada, no qual destaca-
se a contribuicéio dos sinal em 347,18 e 361,20 m/z, atribuidos a,
respectivamente, presenga de isocohumulona e (+)-cis-isohumulona
ou isoadhumulona ou humulona, compostos derivados do lipulo e
que sdo responsaveis por conferir amargor a bebida, corroborando
com as andlises apresentadas anteriormente sobre os dados de massas.

Adicionalmente, a partir da constru¢do de uma PCA com os
dados de MIR e ESI(+)FT-ICR MS, também foi possivel classificar
as cervejas, respectivamente, quanto a presenca de dlcool (Figura 9.A)
e o método de produgdo (Figura 9.B). Na Figura 9.A, nota-se a
formac@o de dois grupos bem definidos. As amostras isentas de dlcool
formaram um agrupamento no quadrante negativo da 1* Componente
Principal, PC1. Enquanto o eixo PC1>0 agrupa, majoritariamente,
cervejas alcodlicas, refletindo a contribui¢@o da regifio de impressio
digital e das bandas associadas ao etanol (1050-1040 e 875-865 cm™).
O resultado da PCA indica boa sensibilidade do MIR na distin¢do
das cervejas zero dlcool (sem etanol) das demais.

Na Figura 9.B sdo apresentados os graficos de scores das duas
componentes principais da PCA construidas por ESI(+)FT-ICR
MS. Nota-se a formagdo de dois grupos bem definidos. No qual, no
quadrante positivo da 1* Componente Principal, PC1, agruparam-se
as amostras artesanais, caracterizadas pela maior presenga de sinais
associados a compostos nitrogenados (proteinas e aminodcidos). E,
no quadrante negativo da PC1, estdo agrupadas, majoritariamente, as
cervejas industriais, identificadas pela menor quantidade e intensidade
de sinais atribuidos a proteinas e aminodcidos.
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Figura 9. Grdfico de scores das duas primeiras componentes principais para MIR (A). Grdfico de scores das duas primeiras componentes principais para
ESI(+)FT-ICR MS (B). Sendo: Puro Malte Industrial (PMI), Adjunto Industrial (ADI), Puro Malte Artesanal (PMA), Adjunto Artesanal (ADA)
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que as cervejas artesanais
apresentam maior intensidade e quantidade de sinais atribuidos a
aminodcidos e proteinas. Enquanto a carbonatacido por adi¢do de
sacarose aumenta a consumo dos compostos nitrogenados por meio
de leveduras. Com isso, as caracteristicas de cervejas artesanais
carbonatadas com essa técnica se tornam semelhantes as bebidas
industriais. Além disso, foi observada reducdo na eficiéncia da
fermenta¢do em fung@o do aumento na concentragdo (%m/m) de
adjuntos durante a mostura, resultando em bebidas com menor teor
alcodlico. Contudo, a adigdo de milho colabora para o aumento do
amargor da cerveja, enquanto o emprego do arroz tem efeito inverso.

A aplica¢do de modelos quimiométricos permitiu correlacionar
os espectros das amostras de cerveja com suas propriedades fisico-
quimicas e agrupar bebidas de acordo com sua composi¢ao e processos
produtivos. Dentre as técnicas utilizadas no estudo, a MIR foi a
que apresentou melhor desempenho para prever o teor alcodlico, a
densidade e classificar as bebidas quanto a presenga, ou ndo, de etanol.

Enquanto a ESI(-)FT-ICR MS apresenta potencial na predi¢ao
do amargor das cervejas e na identificagdo do processo produtivo
(artesanal e industrial). Em fun¢do da complexidade que a cerveja
apresenta em sua matriz composicional, ndo foram obtidos resultados
satisfatorios para a predig¢@o de cor, acidez total e pH. Contudo &
importante destacar que determinac@o experimental de amargor e teor
alcodlico sdo as que demanda de maior tempo e uso de reagentes,
indicando que os resultados obtidos podem colaborar para maior
rapidez na obtencao dos dados, combinado a redu¢@o de reagentes.
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