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RESUMO

AVALIACAO POR RMN DE ALTA RESOLUCAO DA PRESENCA DE
CEREAIS NAO MALTADOS NA PRODUGAO DE CERVEJAS. As estatisticas
mostram que a cerveja € a bebida alcoolica mais consumida em todo o mundo.
Essa € produzida utilizando &gua, malte de cevada, lGpulo e levedura como
ingredientes principais. O uso dos cereais ndo maltados na producdo de cervejas
€ comum para diminuir o custo do produto, porém a quantidade usada ndo é
declarada nos rotulos. Normalmente, os substitutos do malte de cevada na
producdo industrial sdo os subprodutos mais baratos do milho (Zea mays) e arroz
(Oryza sativa). Para responder a pergunta se a RMN pode detectar o uso de
diferentes cereais ndo maltados na producdo de cerveja, foram produzidas nove
cervejas com diferentes porcentagens de malte de cevada, milho e flocos de arroz.
As amostras foram coletadas durante todas as etapas importantes da producéo e
fermentacdo. O método foi desenvolvido com preparo de amostras simples, sendo
somente uma diluicdo da amostra em &gua deuterada para evitar erros associados
a esta etapa. Os espectros de RMN de H foram adquiridos em um equipamento
9.4 Tesla (400 MHz) Bruker®, modelo AVANCE Ill, usando uma sonda BBI de
5 mm, com a sequéncia de pulso NOESYGPPR1D, os espectros foram adquiridos
e processados no programa Topspin 3.5 pl.7. Para as analises quimiométricas
(PCA) foi utilizado o programa AMIX® versdo do pacote 3.9.3. Utilizando PCA
nos espectros de RMN de *H foi possivel discriminar os grupos das cervejas
produzidas exclusivamente com malte de cevada das cervejas produzidas com
30% e 45% de cereais ndo maltados. Esta analise mostrou que os principais
compostos e metabdlitos responsaveis por essa discriminacdo foram o acido
succinico, a(1,4)-glucose, acido piravico e alanina. Finalmente, é possivel
concluir que o emprego da espectroscopia RMN de 'H aliada as analises
quimiométricas foi capaz de discriminar ¢ a presenca de adjuntos na producao de
cervejas. Esses resultados demonstram a separacdo dos grupos de cervejas
produzidas com diferentes quantidades de adjuntos. Embora os resultados ainda
sejam iniciais, estes demonstram o potencial da técnica para a continuidade desse
estudo e de outros trabalhos que utilizem a RMN aplicadas em alimentos e
bebidas.
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ABSTRACT

STUDY OF THE IMPACT OF USING NO MALTED CEREALS ON BEER
PRODUCTION ACCOMPANIED BY HIGH RESOLUTION NMR. Statistics
show that beer is the most widely consumed alcoholic beverage in the world and
it is made up of water, barley malt, hops and yeast as main ingredients. The use
of non-malted cereals in beer production is common to reduce the production cost,
however the amount used is not declared in the labels. Typically in industrial
production, barley malt substitutes are the cheaper sub products from corn (Zea
mays) and rice (Oryza sativa). To know about the capability of NMR on detection
of different non-malted cereals in beer production, nine beers were produced with
different percentages of barley malt, corn grains and rice flakes. The samples were
collected during all important stages of production and fermentation. The method
was developed with easily preparation of samples, just being a dilution of the
sample in deuterated water to avoid errors associated with this step. The *H RMN
spectra were acquired in a 9.4 Tesla (400 MHz) Bruker® equipment, model
AVANCE I, using a 5 mm BBI probe, with the pulse sequence
NOESYGPPR1D, being acquired and processed in the Topspin 3.5 pl.7 software.
For the chemometric analysis (PCA) was used the AMIX® software version of
the 3.9.3 package. Using PCA in the *H NMR spectra, it was possible to
discriminate the groups of beers produced exclusively with barley malt from beers
produced with 30% and 45% non-malted cereals. This analysis showed that the
main compounds and metabolites responsible for this discrimination were
succinic acid, a(1,4)-glucose, pyruvic acid, and alanine. Finally, it is possible to
conclude that the use of *H NMR spectroscopy combined with chemometric
analyzes were able to discriminate with high precision the presence of non-malted
cereals in beer production. These results demonstrate the separation of groups of
beers produced with different amounts of adjuncts. Although the results are still
initial, they demonstrate the technique's potential for continuing this study and
other work that uses NMR applied to food and beverages.
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1. INTRODUGAO

1.1. Cerveja

A cerveja é o produto resultante da via fermentativa das leveduras que atuam
sobre o mosto cervejeiro, obtido a partir da cocgédo de malte de cevada e da infuséo
de lapulo. Este processo também pode ser realizado utilizando adjuntos durante a
producdo do mosto. A substituicdo do malte de cevada por adjuntos, que sdo outras

fontes de amido, é realizada principalmente para diminuir os custos de producéo®.

O Brasil, assim como a maioria dos paises produtores de cerveja, permite e
estabelece limites para o uso de adjuntos que substituem o malte de cevada na
producéo de cerveja. De acordo com a lei n°® 8.918 (4 de julho de 1994), o decreto n°
9.902 (8 julho de 2019) e a instrugdo normativa n°® 65 (dezembro de 2019) ficou
estabelecido que a substituicdo do malte por adjuntos pode ser feita em até 45% em

pesol?,

A cerveja € um produto popularmente conhecido e altamente consumido, sendo
gue os primeiros relatos de sua producao foram realizados ha mais de 5 mil anos. A
cerveja é a bebida alcodlica mais consumida no mundo, representado um setor

econdmico relevante e que precisa continuar evoluindo tecnologicamentes.

Segundo LARANJEIRA et al. (2010), no Brasil, a cerveja € a bebida alcodlica
mais consumida“ e isto também pode ser observado a partir da consideravel producgéo
e consumo que também faz do Brasil o terceiro maior produtor e consumidor de
cerveja do mundo. Em 2016, no Brasil foram produzidos 14,0 bilhdes de litros, sendo
gue essa producédo sé foi menor que a producédo da China (46,0 bilhdes de litros) e
dos EUA (22,1 bilhdes de litros)®. Apesar da alta producdo e consumo total, a média
de consumo de cerveja per capita brasileira é de 68 litros/ano, que € menor que em
paises como a Alemanha, a Republica Tcheca e a Irlanda, que tem suas médias de

consumo per capita acima de 80 litros/ano®.

Os nuameros que justificam a importancia deste setor ndo se restringem
somente a produgdo e ao consumo, mas também aos setores periféricos. No Brasil
estima-se que o setor cervejeiro tenha 117 mil hectares plantados com cereais
destinados a producéo de cerveja, gerando 2,2 milhdes de empregos e R$ 23 bilhdes
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em impostos por ano. Desta maneira, o0 montante gerado pela industria da cerveja

brasileira corresponde a 1,6% do Produto Interno Bruto (PIB)’.

Na ultima década € notavel o crescimento do nimero de cervejarias registradas
no Brasil. Em 1999 existiam 33 cervejarias registradas no pais, enquanto no final de
2019 o total de cervejarias registradas no Brasil chegou a 1209 (Figura 1.1), com um
total de 27.329 produtos registrados®. E provavel que nos proximos anos esse niimero
continue aumentando até chegar em um patamar onde ele se estabilize. Os dois
estados que concentram a maior parte destas cervejarias sdo Sao Paulo e o0 Rio
Grande do Sul (primeiro e segundo lugar respectivamente), totalizando 39% das

cervejarias do pais.

Cervejarias Registradas no Brasil
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Figura 1.1 — Gréfico do numero de cervejarias registradas no Brasil de 1999 até 2019.

Figura adaptada®.
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Apesar da diversidade de estilos de cervejas existentes, o grande montante da
producdo de cerveja no Brasil e no mundo esta voltado para as cervejas do estilo
american standard lager, popularmente rotulado como tipo Pilsen. Este estilo &
marcado sensorialmente por ser uma cerveja leve, clara, refrescante e com baixo teor

alcodlico (3 a 5%)°.

Os estilos de cervejas sdo separados inicialmente em dois grandes grupos que
posteriormente sdo subdivididos em grupos menores. Esses dois grandes grupos
separam as cervejas de baixa fermentacdo (Lager ou bottom fermentation) das
cervejas de alta fermentacdo (Ale ou top fermentation). Essa distincdo se deve,
principalmente, ao processo fermentativo. Existem diferengas sutis entre o processo

de producédo de cada uma, mas aqui sera abordado o contexto de uma maneira geral.

No processo produtivo das cervejas de baixa fermentagcdo, 0 processo
fermentativo € mais longo e é realizado em temperaturas mais baixas, na faixa de 10
°C. As cervejas deste grupo costumam ter sabores e aromas suaves. Desta classe,

sao algumas representantes: Pilsner, Munigue Helles, Schwarzbier e Bock.

O outro grupo € o das cervejas de alta fermentacéo, sendo que neste caso a
fermentacao é realizada durante um periodo menor e em temperaturas mais elevadas,
na faixa de 15 °C a 22 °C. Essas cervejas costumam apresentar mais aroma e sabor
e sdo representadas pelos estilos Weizenbier, Lambic, Tripel e Indian Pale Ale (IPA)°.
Essa classificacdo € amplamente aceita e usada segundo o Brewers Association
(BA)!! e o Beer Judge Certification Program (BJCP)'?, os quais redigem guias que

atualmente descrevem mais de 140 estilos de cerveja.

1.2 Matérias-primas necessarias para a producao de cerveja.

Para producéo de cerveja sdo necessarias quatro Matérias-primas: agua, malte
de cevada, ltpulo e fermento. Estas Matérias-primas sé&o importantes para a producao
e para manter as caracteristicas do produto conhecido como cerveja. Nos proximos

topicos sera abordada cada uma das Matérias-primas.
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1.2.1. Agua

O Componente majoritario na cerveja € a agua. No passado acreditava-se que
uma boa cerveja s6 poderia ser produzia a partir de uma agua de boa qualidade. Em
um determinado momento, essa afirmacdo era verdadeira devido as limitagBes
tecnologicas da época. Atualmente, essa afirmacdo ndo € verdadeira, pois existe
conhecimento e tecnologia suficientes para tratar a 4gua que € utilizada na producao
da cerveja. Deste modo, com 0s equipamentos e insumos necessarios, pode-se tratar

a dgua da maioria dos locais para produzir cerveja adequadamente.

Atualmente € comum o uso da filtragem ou osmose reversa para retirar a
maioria dos ions da agua e posteriormente padroniza-la para a producao cervejeira.
Por esse motivo, dizer que para fazer uma boa cerveja € necessaria uma boa fonte
de 4gua, ndo é verdade. No passado, por ndo existir o conhecimento e as técnicas
necessarias, se a natureza nao contribuisse para que a cervejaria tivesse uma boa

agua, ndo se fazia boa cerveja’3.

O primeiro ponto que deve ser considerado na producdo das cervejas é que
alguns estilos de cerveja devem ser produzidos com uma agua que tenha uma
determinada proporcao de ions, que definem determinados “tipos” de agua. Esses
ions presentes na agua sao cloreto, sulfato, calcio e magnésio, que sao ajustados pela
adicdo dos sais, como o sulfato de calcio. No produto final, estes ions influenciam no
perfil sensorial da cerveja. Desta maneira, para produzir determinadas cervejas, deve-

se utilizar o perfil de ions mais préximo ao padrao original de cada estilo.

No caso da cerveja Pilsen, a 4gua para a sua producdo deve ter uma
concentracdo muito baixa de ions frente aos outros estilos, esse € um dos fatores que

faz dela uma cerveja leve e com sabor e aroma neutro®.
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1.2.2. Malte

Malte € o nome dado ao cereal que passou pelo processo de malteacao e,
majoritariamente, se produz o malte de cevada (Hordeum vulgare), fato tdo enraizado
culturalmente que quando o malte € produzido com outro cereal, este recebe o nome
do cereal como sufixo, por exemplo, malte de trigo'#. Desta forma, neste texto, o termo

“malte” se refere exclusivamente ao malte de cevada.

O processo de malteagdo é o processo de germinacédo interrompido. Os gréos
de cevada sao colhidos nas plantacfes e séo levados para a maltaria, onde s&o
limpos, umidificados e colocados em grandes recipientes com controle de temperatura

e umidade onde comecardo a germinar.

Durante a germinacdo, o embrido do grdo comecga a produzir as enzimas, ad-
amilase e B-amilase, que sao necessarias para converter o amido do grdo em acucar
gue ele proprio irh consumir para multiplicar suas células e crescer. Neste momento,
0 embrido se desenvolve e a radicula cresce no gréo. Apds esta etapa é realizado o
processo de secagem, em que o teor de umidade é reduzido para a faixa de 4% e o
crescimento é interrompido. Realiza-se o processo de retirada da radicula e a partir
deste ponto o malte esta pronto para o ser usado, e passa a ser 0 grao que contém
as enzimas necessdrias para a producdo de cerveja. Alguns maltes passam por
processos de torra e/ou caramelizacdo, gerando caracteristicas sensoriais especiais
e guando séo usados para a producéo de cervejas agregardo essas caracteristicas

no produto final4.

Resumindo a funcdo do malte, pode-se dizer que ele é a fonte de amido que
contém as enzimas que transformam o proprio amido em agucares fermentesciveis,
além de conter aminoacidos, proteinas e outros compostos que serdo

importantissimos para a qualidade da cerveja.
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1.2.3. Lupulo

O lapulo, Humulus lupulus, é uma planta da familia Cannabaceae. O uso da flor
do ldpulo para a producdo de cerveja € relatado desde o século IX e antes desse
periodo utilizava-se um conjunto de ervas denominado “gruit” durante a produgéao.
Também existem relatos de diversos outros conservantes naturais utilizados para a
producdo de cervejas, como por exemplo, o gengibre. Porém, em determinado
momento o lupulo ganhou destaque e no ano de 1516 ele era oficialmente um dos trés
ingredientes para a producao de cervejas segundo a lei Reinheitsgebot (Lei da Pureza

— traducdo livre) da Baviera?®.

O lapulo possui caracteristicas quimicas que fazem da sua flor um ingrediente
excelente para a producao de cervejas. A flor de lupulo possui, a-acidos, B-acidos,
Oleos essenciais, flavonoides e outros compostos capazes de conferir, aroma, sabor

e propriedades antibacterianas para a cerveja'®.

Atualmente, no Brasil, o lUpulo é majoritariamente comercializado na forma de
pellet e ndo na forma de flor. Isso € importante para a parte produtiva, pois diminui a
carga vegetal durante a etapa de fervura do mosto. Durante o processo produtivo, 0
lpulo é usado na etapa de fervura, momento em que 0s seus a-acidos sao
isomerizados em iso-a-acidos. Estes compostos sdo 0s principais responsaveis pelo

amargor das cervejas?’.

Existem centenas de variedades de IUpulos e a regido do plantio, faz com que
a sua flor tenha aromas e sabores variados, (citrico, terroso, picante, herbal, floral,
entre outros). Desta maneira o lUpulo abre um leque de possibilidades na producéo

de cervejas, e essas caracteristicas contribuem na definicdo do estilo de cada cerveja.
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1.2.4. Leveduras

Leveduras sdo organismos unicelulares pertencentes ao reino dos fungos.
Existem mais de 500 espécies de leveduras, as quais pertencem ao género
Saccharomyces, majoritariamente. Na producéo de cervejas, existem duas espécies
predominantes: a Saccharomyces cerevisiae, que € a espécie utilizada na maioria das
cervejas de alta fermentacdo (Ale) e a Saccharomyces pastorianus, que € a espécie
utilizada na maioria das cervejas de baixa fermentacéo (Lager) 8. Além da diferenca
de espécies, existem também as diferentes linhagens que sdo desenvolvidas por cada
produtor de leveduras. Essa variedade de leveduras disponiveis no mercado ajuda no

desenvolvimento de cerveja com diferentes caracteristicas.

As leveduras tém um papel essencial na producédo das cervejas. Parte do
processo de producdo de cerveja consiste na preparacdo do mosto para que a
levedura o transforme em cerveja. Resumidamente, a levedura metaboliza o acucar
do mosto gerando principalmente etanol e CO2, além de gerar compostos minoritarios
que sdo responsaveis pelo sabor e aroma da cerveja. Quando a levedura metaboliza
0 acucar do mosto, ela produz energia que € utilizada para formar novas células de

levedura que irdo continuar o processo de fermentacéo?®.

1.2.5. Adjuntos

Adjuntos sdo produtos de origem vegetal ou animal que sao utilizados na
producédo de cerveja. Genericamente, é qualquer matéria prima utilizada na producéo

de cerveja que ndo seja agua, malte, ltpulo e levedural.

Existem duas motivacbes principais para o uso de adjuntos na producdo de
cervejas. Uma delas tem o objetivo de conferir alguma caracteristica especial a
cerveja, por exemplo, o uso de mel para agregar sabor ou aroma. A outra motivacéo
€ uso de adjuntos como fonte de amido alternativa, que séo utilizados no lugar do

malte de cevada para tornar o produto final menos oneroso.

No Brasil, de acordo com a Instru¢cdo normativa n° 65 (10 de dezembro de

2019), adjuntos cervejeiros sao as matérias-primas que substituam, em até 45% em
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peso em relacédo ao extrato primitivo, 0 malte ou o extrato de malte na elaboracéo do

mosto cervejeiro?.

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho'® e de arroz?, por esse
motivo essas fontes de amido sdo comumente utilizadas para a producao de cervejas.
Quando os gréaos sdo usados na producao, normalmente utiliza-se os gritz de milho

ou quirera de arroz (gréao quebrado) pois possuem menor valor comercial.

1.3 Processo produtivo

A producéo de cervejas € um processo longo e delicado. Existem diversos livros
gue detalham e descrevem esse processo. O conteudo descrito neste tépico do
trabalho tem como base o livro, de producé&o nacional, “Tecnologia Cervejeira”
desenvolvido pelo SENAI'# e pela maltaria agraria e a série dos livros estrangeiros do

Jonh Palmer!3 1’ como o “How to brew” e o “Designing Great Beers” do Ray Daniels??.

Um dos fatores que variam consideravelmente na producdo de cervejas é o
tempo de fermentacdo e maturacdo. Existem cervejas que sdo produzidas
rapidamente, levando em média 14 dias de producdo, por outro lado existem
processos produtivos que podem durar até mais de um ano considerando o processo
de envelhecimento da cerveja. De maneira geral, o processo como um todo é dividido

em duas etapas: a quente e a fria.

A etapa quente que € também conhecida como brassagem ou mostura e tem
duracdo de aproximadamente 8 horas. Ela é subdividida em outras etapas como:
cozimento e sacarificacdo do mosto; filtragem (ou clarificacdo do mosto); lavagem dos
graos; desnaturacao das enzimas; fervura do mosto; whirlpool; resfriamento do mosto
e a transferéncia do mosto para o tanque fermentador. Nessas etapas sé&o
consumidas trés Matérias-primas: agua, malte e lupulo. O uso da quarta matéria

prima, o fermento, marca o inicio da etapa fria nas producdes de cerveja.

A etapa fria das producdes de cerveja tem 0 seu inicio na inoculacdo do

fermento no mosto, sendo também subdividida em outras etapas: fermentacao;
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descanso do diacetil; maturacéo; decantacao; filtracdo; carbonatacao e o envase. Ao

fim de todos esses processos, a cerveja esta pronta para o consumo.

O processo de producdo das cervejas tem inicio na moagem do malte,
realizado utilizando moinhos de rolo. Existem varios modelos e marcas de moinhos,
mas todos eles tém a mesma funcdo: quebrar a casca do malte e moer a parte interna
do gréo. A casca deve apenas ser rompida, isso porque, na maneira tradicional de
producédo de cerveja, a casca € de suma importancia para compor o elemento filtrante
do mosto na etapa da sua filtragem. A parte interior do grdo deve ser quebrada em
duas ou trés partes, quanto menor for o tamanho da particula resultante da moagem,
maior sera seu contato com a agua durante o cozimento do mosto e melhor ser4 o
rendimento da producao. O limite da moagem do interior do grdo € o menor tamanho

gue ainda possibilite uma boa filtracao.

Apds a moagem do malte, inicia-se 0 aquecimento da agua que sera utilizada
na producao da cerveja. Quando a dgua estiver a 40 °C, ela é adicionada ao malte em
uma proporcao de aproximadamente 3,0 | de agua para cada Kg de malte, assim se
inicia a etapa quente da producdo. Durante o cozimento do malte, podem-se
estabelecer varias temperaturas de cozimento por tempos especificos, também
conhecidos popularmente como rampas. Esses patamares de temperatura sao as

temperaturas Otimas para a acdo das enzimas presentes no malte.

Durante o cozimento, os patamares de temperatura favorecem enzimas
especificas para atuar sob o substrato, essas enzimas atuam principalmente na
transformacao das proteinas em amino acidos e do amido em agucares. Por exemplo,
a aminopeptidase tem temperatura 6tima de acéo a 45 °C, a B-amilase na faixa de 60
°C a 65 °C e a a-amilase na faixa de 70 a 75 °C. O termo sacarificacao refere-se a
temperatura de atuacdo da a-amilase e B-amilase. Na Figura 1.2, pode-se visualizar

a faixa de temperatura e pH ideais para a atuacdo de algumas das enzimas do malte.
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Figura 1.2 — Faixa de atuacao 6tima de temperatura e pH de algumas enzimas

presentes no malte!4 (Figura adaptada).

Em uma cervejaria 0 mestre cervejeiro define as rampas que serdo feitas
durante a producéo, sendo que muitas delas sdo comuns entre Varios tipos de cerveja.
Por exemplo, a rampa da B-amilase é responsavel por otimizar a atuacdo destas
enzimas que gquebram as cadeias do amido formando os acuUcares que seréo

consumidos pela levedura gerando o alcool que estara presente na cerveja.

Existem rampas especificas para a producdo de algumas cervejas, como
acontece com as cervejas de trigo do estilo alemao. Na presenca de malte de trigo, é
realizado um patamar de temperatura a 43° C, sendo que nessa temperatura as
glucanases transformam o substrato no acido ferulico. Durante a fermentacdo das
cervejas de trigo, a levedura transforma o &cido ferulico no 4-Vinil-guaiacol que é o

composto fendlico responsavel pelo aroma de cravo, tipico das cervejas de trigo?2.

O ultimo patamar de temperatura realizado durante o processo de brassagem
€ a 78° C, sendo que nessa temperatura as enzimas sado desnaturadas e tornam-se
inativas. Esse processo finaliza a etapa de cozimento do malte e a préxima etapa € o

processo de filtragem ou clarificagcdo do mosto.

No processo de clarificagéo, o0 mosto € bombeado para circular do fundo da tina

de clarificacdo para o topo da tina, desta maneira o liquido é forcado a atravessar a
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camada de malte diversas vezes. Neste processo a casca do malte torna-se o
elemento filtrante que estd sobre um fundo falso que possui pequenos furos ou
ranhuras que permitem a passagem do mosto, mas que retém o malte. Neste
processo enquanto o liquido atravessar a massa de malte, as particulas que tornam o
mosto turvo ficam retidas na camada de malte e a continuidade desse processo torna

0 mosto mais cristalino.

Apos a finalizagdo do processo de clarificagdo do mosto primario inicia-se a
transferéncia do mesmo para a tina de fervura, enquanto isso, na tina de clarificacéo
onde estd a massa de malte, inicia-se o processo de lavagem dos gréos. Este
processo consiste em recircular agua a 80 °C pela massa de malte. Nessa etapa 0s
acucares residuais sdo extraidos desta massa, gerando o mosto secundario, que
posteriormente é transferido para a tina de fervura onde se juntara ao mosto primario.

Estes processos ajudam a melhorar o rendimento da producéo (Figura 1.3).

Agua (80 °C) Mosto Primario

A 4 v

| ——

a de

I—

Figura 1.3 — Modelo esquematico do processo de lavagem dos grdos em um

equipamento genérico de producdo de cerveja.

ApOs a lavagem dos grdos, quando todo o mostro primario e secundario
estiverem na tina de fervura, o processo de fervura € iniciado. Esse processo tem
grande importancia na producdo de cervejas, pois nele ocorre a adicdo dos Iupulos
gue contribuem para o aroma, sabor e amargor da cerveja, além de garantir a
eliminacdo dos microrganismos, a perda de agua e a volatilizagdo de componentes

indesejaveis como o dimetilsulfeto (DMS). O processo de fervura é realizado,
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normalmente, durante uma hora, contando a partir do momento em que 0 mosto

comeca a ferver.

Durante a fervura, os a-4cidos presentes no IUpulo sédo isomerizados em iso-
a-acidos e essas sdo as principais substancias responsaveis pelo sabor amargo das
cervejas. Durante este processo deve-se promover uma fervura vigorosa do mosto,
porque além do processo de isomerizacao e extragdo dos 6leos essenciais do lupulo,
também é necesséario promover a volatilizagdo de compostos indesejaveis como o
dimetilsulfeto (DMS). O DMS é um composto organico que acima de 0,15 mg/L na
cerveja € considerado como um defeito, ou um off-flavor, e sua presenca na cerveja €

associada ao cheiro de vegetal cozido.

Quando o processo de fervura € finalizado, inicia-se 0 processo conhecido
como whirlpool e posteriormente a refrigeracdo do mosto. O whirlpool € o processo
em que o0 mosto é movimentado gerando um vortex no meio da tina, esse movimento
auxilia a decantacao dos residuos do malte e do Iupulo no fundo da tina. Apds esta
decantacdo, o mosto € separado do corpo de fundo, resfriado e enviado para o

fermentador.

A etapa de resfriamento é necessaria para que a levedura seja inoculada no
mosto na temperatura adequada, para realizar esse procedimento sao utilizados
trocadores de calor. Na maioria dos equipamentos, sdo utilizados trocadores de calor,
de placas, onde de um lado circula 0 mosto quente e do outro circula um liquido
refrigerante. Na etapa de resfriamento deve ser feita rapidamente, pois € necessario
diminuir a temperatura para um patamar abaixo de 60 °C em menos de 15 minutos,
garantindo que ndo ocorra mais conversao dos a-acido e que nao sera perdido parte

do aroma do lupulo.

Como o processo de resfriamento € realizado o bombeando o mosto através
dos trocadores de calor, ele acontece simultaneamente ao processo de transferéncia

para o tanque fermentador.

ApOs 0 mosto ser transferido para o tanque fermentador e estando na
temperatura ideal para a fermentacdo, € realizada a oxigenacdo do mosto.
Basicamente, o processo de oxigenacao € realizado conectando um cilindro de O
diretamente na entrada inferior do tanque e liberando o gas para ser difundido no

mosto. Durante a difusdo do oxigénio através do mosto parte dele é dissolvido no
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liguido. Em alguns equipamentos os processos de resfriamento, transferéncia e

oxigenacdao sao realizado concomitantemente em linha de producéo.

A oxigenacgdo é um processo rapido, simples e importante durante a producao
de cervejas, pois sua falta pode gerar problemas no produto final. A cerveja € uma
bebida fermentada, porém, no inicio da fermentacdo as leveduras utilizam a
respiracao aerobica pela via metabdlica da glicolise e do &cido citrico (ciclo de Krebs)
para gerar energia, crescer e se reproduzir. Rapidamente elas consomem o0 oxigénio
do ambiente (mosto) e passam a usar a via da fermentacéo alcoolica para realizar a

respiracdo anaerébica para obter energia?s.

Assim que o mosto se encontra no tanque fermentador, na temperatura
adequada para o processo fermentativo e oxigenado, faz-se a inoculacéo do fermento.
Neste momento a etapa quente da producédo é finalizada e se inicia a parte fria da
producao de cerveja, a fase fermentativa.

Durante a fermentacédo, as leveduras crescem, se multiplicam, consomem todo
0 oxigénio do meio, além de consumirem quase todos os acgucares e amino acidos,
produzindo CO:2 e etanol, além de uma série de outras substancias. Em média, nas
cervejas de alta fermentacdo este processo ocorre em 4 dias, enquanto que em

cervejas de baixa fermentacéo ele ocorre em 7 dias.

Na fase fermentativa a levedura produz a substéncia 2,3-butanodiona
conhecida como diacetil. Este composto quando presente na cerveja pronta, remete
ao aroma de manteiga. Este off-flavor € encontrado em cervejas produzidas onde o
periodo de fermentacao foi encurtado, pois durante o final da fase fermentativa, ainda
com atividade das leveduras, deve-se elevar a temperatura do tanque em
aproximadamente 2° C para que a levedura continue ativa e consuma o diacetil. Essa

etapa é conhecida como descanso do diacetil e tem duracdo média de 2 dias.

Apos o descanso de diacetil deve-se realizar a maturagao da cerveja. O tempo
dessa etapa varia dependendo do estilo da cerveja que esta sendo produzida.
Comumente a maturagéo é responsavel pela finalizacdo da cerveja. Entende-se que
este € 0 tempo necessario para que a cerveja se aproxime do seu melhor sabor e
aroma. Normalmente a temperatura de maturacdo é cerca de 5 °C abaixo da
temperatura de fermentacéo, tendo pouca atividade das leveduras de maneira que

existe uma pequena mudanca do perfil quimico da cerveja. Para cervejas de alta
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fermentacao, 7 dias de maturacao é aceitavel, enquanto que para as cervejas de baixa

fermentacao sdo necessarios cerca de 14 dias.

A decantacdo da cerveja é um dos processos finais da producdo, sendo
realizado através da reducdo da temperatura do tanque fermentador para que a
levedura termine de flocular e decante juntamente com os restos de lapulo e outros
componentes indesejaveis no produto final. A decantacdo pode ser substituida
totalmente ou parcialmente pela filtracdo da cerveja, que pode ser feita em diversos
filtros, como os filtros de terra de diatomacea. Existem também, centrifugas de cerveja
gue sao usadas para os mesmos fins. Esses processos ndo sdo obrigatorios, mas
verifica-se que os consumidores finais tém apreco por cervejas cristalinas, pois

poucos estilos de cervejas turvas tornaram-se populares.

A carbonatacdo, ou gaseificacdo das cervejas € o processo onde ocorre a
dissolucéo do géas carbbnico, COz, na cerveja. Esse processo pode ser feito de duas
maneiras, a primeira é a forma natural, conhecida como refermentacao e a segunda

€ a maneira mais rapida, conhecida como carbonatacéao forcada.

Na indastria também € possivel aproveitar o préprio CO:2 produzido pela
levedura durante a fermentacéo para carbonatar a cerveja. Apesar do uso do proprio
gas gerado pela levedura parecer viavel, usa-lo no processo ndo € simples. Isso
porque na etapa em que a levedura produz o CO2 também sao produzidos outros
compostos que sao indesejados no produto final. Entdo, caso seja decido reter o gas
carbbnico produzido pela fermentacao para gaseificar a bebida presente no tanque, é

possivel que alguns compostos indesejados também sejam retidos.

No processo de carbonatacdo forcada, o gas sob pressdo é conectado ao
tanque maturador e nesta conexao encontra-se uma pedra difusora. Essa é uma peca
cilindrica de inox com poros de 0,5 a 2,0 micrometros que fazem com que o gas se
difunda e dissolva rapidamente na cerveja. A verificacdo da quantidade de gas na

cerveja € realizada avaliando a pressao do tanque ao longo de alguns dias.

O outro processo que pode ser realizado é a refermentacdo, onde nesse
processo adiciona-se uma fonte de acucar na cerveja. Comumente, sdo adicionados
5 g de acucar por litro de cerveja, sendo que essa quantidade de agucar é o suficiente
para reativar as leveduras que iréo transformar esse acucar em etanol e gas carbdnico

e posteriormente voltardo ao seu estado de dorméncia.
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A refermentacdo é a maneira mais simples de carbonatar a cerveja do ponto
de vista dos produtores caseiros, pois normalmente estes ndo possuem equipamentos
minimamente sofisticados para fazé-la de outra maneira. O processo leva cerca de 7
dias e é necessario manter a cerveja na mesma temperatura em que ela foi
fermentada, gerando turbidez na cerveja por conta do crescimento das leveduras e
tornando dificil o ajuste fino deste processo. Por esses motivos, industrialmente, ele é

inviavel e pouquissimas cervejarias no mundo usam esse processo.

Apo6s o processo de carbonatacdo da cerveja, ela esta definitivamente pronta
para o consumo. Deste ponto em diante se decide a forma na qual a cerveja sera
envasada e para isso existem duas maneiras comuns, que sao o barril de chope e a

garrafa de cerveja.

O processo de pasteurizacdo é importante para as cervejas que vao para o
mercado e que passarao por um longo tempo de prateleira sem refrigeracdo. Louis
Pasteur, desenvolveu um processo que hoje € conhecido como pasteurizacdo e que
consiste no aquecimento de um produto (leite, cerveja e outros) acima de 57° C por
alguns minutos ou a temperaturas proximas a 72 °C por alguns segundos, seguido de
um resfriamento rapido. Esse aquecimento € suficiente para eliminar a maioria dos
microrganismos capazes de degradar os produtos, desta maneira eles passam a ter
uma validade maior. Um produto mais estavel, com uma validade maior, pode ser
vendido em locais mais distantes e pode passar mais tempo nas prateleiras, gerando

facilidade para produtores, distribuidores, vendedores e consumidores?*.

1.3.1 O uso de adjuntos no processo produtivo

No topico anterior foi abordado todo o processo produtivo de uma cerveja
genérica. Porém, ndo foi abordado como é feito o0 uso de adjuntos, que séo fontes de
amido alternativas na produgéo do mosto, como por exemplo sub produtos do milho e

arroz.

O principal gréao, e fonte de amido, utilizado na producao de cerveja é o malte
de cevada. A conversdo do amido em agucar na producdo do mosto € um processo
que ocorre via enzimatica, e dentro de um limite a cinética da reacdo ndo depende da

guantidade de enzimas presentes na solucédo. Desta maneira, a substituicdo de parte
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do malte por cereais ndo maltados no processo produtivo € possivel, partindo do
pressuposto que uma determinada quantidade de malte ja possui a quantidade

necessaria de enzimas para a conversao do amido em agucares.

O amido é formado por dois tipos de polissacarideos, as amiloses e as
amilopectinas (Figura 1.4). Estas duas classes de compostos sdo formadas por
unidades de glicose. Nas amiloses as liga¢des glicosidicas a-1-4 formam uma cadeia
linear que resulta em uma estrutura terciéria helicoidal das amiloses. Enquanto nas
amilopectinas, as unidades, formam ligacbées a-1-6, resultando em ramificacfes da
estrutura das amilopectinas. Na constituicdo da estrutura do amido existe uma

quantidade de amilopectinas maior que amiloses?>.

/,,\ 6\/‘ \
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Amilose Ligagio "y k /

_ Ligagio 1-6 \ @ \
@@ -
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K Amilopectina / K Estrutura Ramificada /

Figura 1.4 — Modelo esquemaético da estruturacdo de amiloses e das amilopectinas.

/v

Em (a) encontra-se a estrutura quimica da amilose e a ilustracéo da ligagdo 1-4. Em
(b) encontra-se a ilustracéo da amilose como um polissacarideo com estrutura linear.
Em (c) encontra-se a estrutura quimica da amilopectina e a ilustracao da ligacao 1-6.
Em (d) encontra-se a ilustracdo da amilopectina como um polissacarideo com

estrutura ramificada.
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O malte possui todo o contetdo enzimatico necessario para converter o amido
disponivel em acucares. Destas enzimas, as B-amilases interagem com a ponta das
cadeias das amiloses e das amilopectinas, quebrando a ligacdo glicosidica e
formando um dissacarideo, a maltose (duas moléculas de glicose). Por outro lado, a
a-amilase é capaz de romper a cadeia de polissacarideos em qualquer ponto, com
excecdo do ponto de ramificacdo das amilopectinas. Desta maneira a acdo das
amilases seria suficiente para transforma qualquer amido em acucar. Porém, para
garantir esta transformacgéo € necessario que o amido esteja disponivel, dissolvido na

solucéo para que as enzimas possam atuar sobre ele.

Diversos graos tém amido na sua composicao e este € utilizado como reserva
energética para o vegetal. O amido produzido por cada espécie de planta apresenta
diferencas em sua estrutura final devido, principalmente, as proporcées de amiloses
e amilopectinas que influenciam nas propriedades fisico-quimicas do amido. Uma das
propriedades que € influenciada e que é relevante para a producao de cervejas, € a
temperatura de gelatinizacdo?®.

A gelatinizacéo é o processo em que 0s granulos de amido sdo aquecidos em
agua até que ocorra a ruptura da estrutura granular, o inchamento, a hidratacéo e por
fim, a solubilizacdo do amido. Portanto, ao fim desse processo irreversivel, o amido

esta dissolvido e disponivel na solugdo?®.

A partir do momento que o amido € gelatinizado, ele se torna disponivel para a
acao das a-amilases e as B-amilases. A Tabela 1.1 mostra porque essa propriedade
nao interfere na producéo de cerveja quando se utilizam os graos cujo amido tem a
temperatura de gelatinizacdo até 65 °C com: centeio, cevada e trigo. Por outro lado,
essa propriedade interfere em produgdes que utilizam graos que possuem amido com
temperatura de gelatinizagdo acima de 65 °C. Nesses casos, as atividades das a-
amilases e das (-amilases sdo pequenas ou até nulas quando o amido estiver

disponivel.
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Tabela 1.1 - Temperatura de gelatinizacdo do amido dos graos comumente

utilizados na producéo de cervejas!®. (Tabela ou quadro)

Gréao Temperatura de Gelatinizagao
Arroz (Oryza sativa) 82°C
Centeio (Secale cereale) 61 °C
Cevada (Hordeum vulgare) 65 °C
Milho (Zea mays) 78 °C
Sorgo (Sorghum bicolor) 75°C
Trigo (Triticum) 60 °C

Para que seja possivel utilizar grdos que possuam amido com temperatura de
gelatinizacdo acima de 65 °C na producao de cervejas, é necessario utilizar o cozedor
de adjuntos. O cozedor de adjuntos é uma tina semelhante a uma tina de mostura, em
gue sao adicionados o adjunto moido, agua e uma parte da quantidade de malte total
da producéo (10 a 20 % em massa). A quantidade de agua deve ser calculada de

forma que esteja proporcional a quantidade de malte utilizado4.

Quando as Matérias-primas estiverem no cozedor de adjuntos, inicia-se o
processo de aquecimento até a estabilizacdo da temperatura no valor em que ocorre
a gelatinizacdo do amido do adjunto em uso. Essa temperatura deve ser mantida por
30 minutos, apds este tempo eleva-se a temperatura até a fervura e essa é mantida
por mais 30 minutos. Ao fim deste processo, o amido dos grdos encontra-se
totalmente gelatinizado e deve ser transferido para a tina de mosturagédo. Recomenda-
se realizar essa transferéncia no aquecimento do mosto para a rampa de sacarificagéo

para aproveitar a temperatura do adjunto para o aquecimento.

Este processo descreve o uso de adjuntos na forma de gréos para a producao
de cerveja. E possivel utilizar adjuntos de outras duas formas, que s&o: os flocos e os
extratos dos gréos. Nestes dois casos, o amido se encontra gelatinizado e néao é
necessario utilizar o cozedor de adjuntos. Quando se utiliza os flocos de gréo, é
possivel adiciona-los na tina de mosturacao juntamente com o malte e 0 processo é
realizado normalmente. No caso do uso de extrato, este pode ser usado na
mosturacdo ou na prépria fervura, aproveitando temperaturas mais elevadas para

facilitar a solubilizagéo do extrato.
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No Brasil, independentemente do modo de utilizacdo dos adjuntos na producao
de cervejas deve-se respeitar o limite de até 45 % em massa de adjuntos para que o

produto seja considerado cerveja.

1.4. Ressonancia Magnética Nuclear aplicada a alimentos

A ciéncia dos alimentos utiliza técnicas analiticas como medida de pH,
viscosidade, densidade, indice de refracdo, dentre varias medidas fisico-quimicas
para analisar os alimentos e bebidas, essas mediadas menos complexas séo
importantes devido a sua rapidez e disponibilidade. Porém atualmente existem outras
técnicas mais complexas que tém capacidade de gerar dados relevantes para os
estudos de alimentos. Dessas técnicas, destaca-se a ressonancia magnética nuclear
(RMN), que é uma técnica importante em analises de alimentos, sendo responséavel
por resultados de determinacdo de origem, adulteracdo e quantificacdo de

substancias.

A aplicacéo das andlises de RMN em alimentos tem crescido continuamente.
Suas primeiras aplicacbes no campo da ciéncia dos alimentos foram realizadas em
meados de 1980. Desde entdo as analises de RMN vem ganhando espaco na ciéncia
dos alimentos, seja nas analises de RMN de baixa resolucao, alta resolugdo ou em
analises por imagem. As vantagens apresentadas pela técnica séo: alta seletividade,
a capacidade de analisar substancias tanto no estado liquido quanto sdlido, alta

reprodutibilidade das medidas e a facilidade do preparo das amostras?’.

Quando se compara a RMN as outras técnicas utilizadas nas analises de
alimentos, nota-se que a RMN apresenta um limite de deteccdo mais elevado quando
comparada as técnicas de espectrometria de massas (EM), a cromatografia liquida de
alta resolucédo (CLAE-DAD) e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). De uma forma geral, todas as técnicas citadas apresentam
vantagens e limitacdes. Sendo que um dos focos deste trabalho é contribuir com a
demonstracdo da potencialidade da espectroscopia de RMN como uma técnica util

nas ciéncias de alimentos e, em particular, nos estudos de bebidas alcodlicas.

Na ciéncia de alimentos um dos focos de estudo € a composicdo quimica, pois

todo alimento € composto por diversas substancias organicas como: proteinas, acidos
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graxos, carboidratos, aminoacidos, ésteres, alcoois, fendis, entre outros. A
identificacdo, caracterizacdo e quantificacdo destas substancias sdo pontos
importantes no desenvolvimento deste campo cientifico, do qual a RMN tem
capacidade de gerar dados relevantes.

Na literatura se encontram diversos trabalhos em que a RMN ¢ utilizada como
ferramenta analitica no estudo de alimentos. Nesses trabalhos séo utilizadas diversas
matrizes, tais como méis?®, vinhos??, cervejas®, leites®!, queijos®, carnes®3, éleos
vegetais34, entre outros. Esses produtos tém, individualmente, um enorme impacto na

economia e na sociedade e por esse motivo serdo continuamente objetos de estudo.

Os estudos de alimentos utilizando RMN apresentam diversas abordagens,
pois a RMN é uma técnica ampla e que gera resultados que podem apoiar estudos de
compostos alvos, andlise de perfil, razdo isotopica, entre outros. Um exemplo de
trabalho pratico com foco em compostos alvo (target compounds) foi realizado
analisando os sucos citricos. Neste estudo de adulteragdo em suco de laranja pelo
uso da agua de lavagem do bagaco da laranja, a adulteracéo foi identificada através
da presenca da dimetilprolina nas amostras de suco concentrado. Essa substancia
esta presente em maior quantidade no albedo do fruto e quando se incorpora a agua
de lavagem ao suco, ela é encontrada no produto final indicando o uso indevido desta

agua®.

Por outro lado, existem trabalhos que utilizam as analises de perfil quimico
combinando os dados de RMN ao uso das analises quimiométricas como as PCA.
DUARTE et al. (2002) utilizou a RMN no estudo da producdo de cervejas,
caracterizando as substancias encontradas nas cervejas de alta e baixa fermentacéo
utilizando as anélises de RMN de 'H e de 3C. Além disso, a aplicacdo das PCA na
regido aroméatica dos espectros de RMN de H resultaram na separacéo entre os tipos

e fermentacdo das cervejas®.

Posteriormente LACHENMEIER et al. (2005) publicaram o uso da RMN de alta
resolucéo no controle de qualidade de cervejas, apos a analise de um conjunto de 76
amostras, entre as quais haviam cervejas de alta e baixa fermentacdo. Os
pesquisadores aplicaram as PCA aos espectros de RMN de *H na regido aromatica
(7,60 — 6,70 ppm no espectro de RMN de *H) e encontram resultados que visualmente

separaram as cervejas produzidas com malte de trigo das produzidas com malte de
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cevada. Porém nesta analise as cervejas de alta e baixa fermentacdo formaram um
anico grupo na PCA que se mostrou distinto das cervejas de trigo, indicando que a
variacado das Matérias-primas utilizadas na producdo de alimentos sao detectas pela
aplicacéo das analises de RMN aliada a quimiometria®’.

Em seguida ALMEIDA et al. (2006) utilizaram a RMN aliada a PCA no estudo
de cervejas de baixa fermentacdo produzidas em trés datas e em trés locais
diferentes, estudando a reprodutibilidade das producdes dos locais A, B e C. Os
resultados revelaram que o local A teve a melhor reprodutibilidade das producbes
guando comparado aos outros dois produtores. A PCA que mostrou a distincdo entre
as amostras dos locais de produgédo utilizou a regido de 3,10 ppm a 0,50 ppm do
espectro de RMN de *H e os sinais responséaveis pela separacéo foram atribuidos aos
acidos piravico e latico. Segundo os autores, os resultados levaram a conclusdo que
a RMN aliada as PCA é um bom método para o estudo do padrédo de qualidade das

cervejas®.

Os resultados apresentados pelos trabalhos citados previamente destacam
como as analises do perfil quimico via RMN costumam estar aliadas as analises
quimiométricas em trabalhos que avaliam o perfil quimico das amostras. Esses
trabalhos conseguiram discriminar os produtos de acordo com caracteristicas como:

local de origem; matérias-primas utilizadas, variacdes de processo, entre outrosse,

1.5. Quimiometria

A quimiometria contempla estudos de planejamento experimental e otimizacao
de experimentos, além de reconhecimento de padrdes e calibragdes multivariadas®.
Dentre os métodos utilizados para reconhecimento de semelhancas e diferencas,
existe a subdivisdo das analises supervisionadas e nao-supervisionadas, que se
distinguem pela informacao prévia da existéncia dos grupos de amostras, ou seja,
quando a informacédo da natureza da amostra € disponibilizada ao algoritmo. Dois
métodos ndo supervisionados sdo vastamente conhecidos e utilizados, sendo as
analises de componentes principais (PCA) e as analises hierarquicas de

agrupamentos (HCA).
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Exemplificando um trabalho no qual as analises de padrfes tiveram grande
impacto com a aplicacdo das PCA em dados de RMN, pode-se apresentar 0s
resultados obtidos por BOFFO et. al. (2009) que analisou os méis produzidos no
estado de S&o Paulo a partir do néctar de laranjeiras, eucaliptos e o mel silvestre. As
PCA aplicadas no conjunto de espectros de RMN de *H demonstraram as diferencas

do perfil quimico dos méis de acordo com o tipo de néctar coletado pelas abelhas?®.

De acordo com FERREIRA (2015), a PCA é um método capaz de projetar
dados multivariados em um espaco de dimensdes reduzidas sem que a relacéo entre
as amostras sejam afetadas. Um conjunto de dados multivariados tratado por PCA,
passa apresentar novas variaveis conhecidas como as componentes principais,
sendo: PC1, PC2, PC3, e assim sucessivamente. Cada uma destas novas variaveis €
ortogonal a anterior, isso significa que a informacédo contida em cada uma delas néo
sera repetida em outra e que a unido de todas as PCs, descreve toda a variancia dos

dados originais*°.

As PCA sdo apresentadas na forma de dois graficos com informacdes
complementares entre si, o grafico de scores e o grafico de loadings, que devem ser
apresentados em conjunto, pois esses graficos sdo complementares. Os resultados
dessas andlises sdo apresentados na forma de graficos 2D em que cada eixo
representa uma PC. O grafico de scores apresenta as diferencas e semelhancas entre
as amostras da andlise, enquanto o grafico de loadings apresenta as variaveis que
foram relevantes para o deslocamento de determinado grupo de amostras para cada
regiao.

O guimiometrista usa diversos programas que auxiliam o tratamento dos dados,
tais como o Matlab®, o Pirouette®, o Unscrambler®, Chemostat®, entre outros. Existem
também, programas desenvolvidos para o uso em conjuntos de dados especificos,
como o AMIX®, que foi desenvolvido para o tratamento de dados de RMN. De maneira
geral, todos esses programas utilizam o mesmo principio para realizar as analises,

diminuindo a dimensionalidade dos dados e facilitando a compreensdo dos mesmos*L.
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2. Objetivos

Ainda nédo existe um protocolo de andlise simples e rapido para a determinagéo
da quantidade de cereais ndo maltados utilizados na producao de cervejas. Portanto,
0 objetivo deste trabalho consiste na avaliacdo da presenca de cereais ndo maltados
(milho e flocos de arroz) na producdo de cervejas com o uso da RMN de alta
resolucdo. Neste escopo, se destacam como objetivos especificos a serem
alcancados com esta dissertacdo: (i) desenvolver uma metodologia capaz de
identificar o uso de milho e arroz na producdo de cervejas utilizando a ressonancia
magnética nuclear (RMN) de alta resolucdo como uma ferramenta analitica. (i)
analisar o perfil metabdlico das amostras obtidas na producdo de cerveja em
laboratorio via RMN a fim de estudar o processo de producéo. (iii) propor um método
no qual seja possivel a comparacédo de cervejas produzidas em laboratério com as

cervejas comerciais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Producao das cervejas e coleta dos pontos

Para desenvolver este trabalho foi necessario obter amostras de todo o
processo produtivo, que foi realizado em um equipamento de escala laboratorial com
uma capacidade maxima de 10 litros. Cada producdo demandou 15 dias, que foram
divididos em: 1 dia de producdo do mosto, 7 dias de fermentacdo e 7 dias de
maturacdo fria. No total, foram realizadas 9 producfes de cerveja para que fosse

possivel reunir o numero de amostras necessarias para o desenvolvimento do projeto.

Para iniciar o processo produtivo do mosto, os graos (malte) foram moidos em
um moedor de trés rolos para que a parte interior do gréo (amido) fosse exposta e
triturada, enquanto a casca do grao foi apenas quebrada. No caso dos adjuntos, os
graos de milho foram apenas triturados e os flocos de arroz ndo foram moidos, sendo
utilizados diretamente no inicio das producdes juntamente com o malte de cevada,

pois os flocos de arroz ja possuem o amido pré-gelatinizado.

Na etapa de brasagem os insumos utilizados foram: agua, malte de cevada,
lGpulo, graos de milho e flocos de arroz. A dgua mineral de poco artesiano foi doada
pela empresa Refrigerantes S&o Carlos® (Sdo Carlos — SP). O malte de cevada
utilizado foi o tipo Pilsen proveniente da produtora de malte alem&o Bindewald®, a
levedura de baixa fermentacdo utilizada no processo fermentativo foi a SafLager™
W34/70 da empresa francesa Fermentis®, sendo que tanto o malte quanto o fermento
foram doados pela empresa Rohbrau® (Piracicaba — SP). Todos os insumos foram
estocados no laboratério de RMN em condi¢cdes adequadas de temperatura e
umidade. Os fermentos e ltpulos foram armazenados em geladeira com temperatura
média de 8°C, enquanto o malte e as outras fontes de amido foram armazenadas em
um ambiente com temperatura entre 20 e 23°C e na presenca de um desumidificador

de ar, prevenindo a formacéo de mofo nas fontes de amido.

Durante a pesquisa foram produzidas 11 cervejas, onde as primeiras duas
producdes foram realizadas para adequacao do equipamento e do protocolo de
producao. As producdes seguintes, foram feitas utilizando a proporcéo (em massa) de
malte de cevada e adjuntos descrito na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Proporcédo percentual em massa de cereais utilizados nas
producdes das cervejas em escala de laboratério.

Producéo Malte de Cevada (%) Flocos de arroz (%) Milho (%)

3 100 0 0
4 85 0 15
5 70 0 30
6 55 0 45
7 85 15

8 70 30

9 55 45

10 80 10 10
11 60 20 20

Na etapa da producdo do mosto foram coletadas amostras de 5 mL a cada 10
minutos a partir do inicio do processo. Essas amostras foram coletadas em tubos
Falcon ® de 15 mL e levadas imediatamente ao banho de gelo para interromper a
atividade enzimética. Na etapa de coccao do malte, foram utilizados dois patamares
de temperatura (45°C e 67°C), ambos durante 30 minutos. Por fim a temperatura foi
elevada para 78°C para garantir a desnaturacdo das enzimas e finalizar o processo
de sacarificacdo do amido. Apos a finalizacdo deste processo, iniciou-se 0 processo

de clarificagéo.

O processo de clarificacdo do mosto primario durou cerca de 20 minutos
durante as producdes das cervejas e verificou-se a eficiéncia deste processo
visualmente quando a turbidez do mosto estava suficientemente baixa. Quando foi
finalizada a clarificacdo, o mosto primario foi transferido para a tina de fervura e em
seguida ocorreu a lavagem dos graos, a clarificacdo do mosto secundario e,
posteriormente, a sua unido com 0 mosto primario para que em seguida se iniciasse

a fervura do mosto.

A etapa de fervura do mosto teve duracdo total de 60 minutos a partir do

momento em que 0 mosto entrou em ebulicdo. Nesta etapa foram coletadas amostras
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de 5 mL a cada 10 minutos a partir do inicio deste processo. Essas amostras foram
coletadas em tubos Falcon® de 15 mL e levadas ao banho de gelo imediatamente. No
processo de fervura do mosto foi realizada a adicdo do lupulo do tipo Hallertauer
Tradition com 5,7% de a-&cidos. Neste trabalho foram utilizados 8 g de Iupulo por
producdo sendo adicionado em duas partes iguais: nos tempos zero e cinquenta

minutos de fervura.

Na produgdo em escala laboratorial, a etapa de resfriamento foi realizada
utilizando-se banho de gelo que se mostrou extremante eficaz nesta escala de

trabalho, evitando a necessidade do uso de trocadores de calor.

Apos o resfriamento do mosto para aproximadamente 10 °C, 2,5 litros foram
transferidos para um frasco Erlenmeyer de 3 litros previamente esterilizado em uma
autoclave. Em seguida foram adicionadas 1,44 g de levedura seca, que foi
cuidadosamente homogeneizada. O frasco teve seu bocal tampado com plastico filme
de PVC e foi levado para a geladeira com controlador de temperatura ajustado para
12 °C. O restante de mosto que encontrava-se na tina de fervura foi utilizado para

coletar o ponto zero da fermentacao.

Neste trabalho as primeiras 48 horas do processo de fermentacdo nao
passaram por nenhuma interferéncia a fim de evitar que a levedura sofresse qualquer
perturbacdo e também para evitar contaminacdes. Ao fim das primeiras 48 horas, 0
mosto em fermentacdo foi cuidadosamente homogeneizado e dividido em frascos
Erlenmeyer de 125 mL, também previamente esterilizados em autoclave, que foram
preenchidos com 75 mL de mosto em fermentacdo que, em seguida, foram levados
de volta a geladeira com controle de temperatura ajustado para 12 °C. O processo de
particionar o mosto em fermentacéo foi realizado adequadamente em camara de fluxo
laminar com objetivo de evitar contaminagdes e facilitar a retirada das amostras

durante o processo de fermentacao.

Em seguida, os frascos foram levados de volta a cAmara de fermentagdo com
controle de temperatura onde o processo continuou até o sétimo dia. A partir do
segundo dia de fermentag&o deu-se inicio a retirada diaria das aliquotas das amostras
de cerveja (retirados dois Erlenmeyers como duplicata). A coleta de amostra foi feita
transferindo 10 mL da cerveja para um tubo Falcon® que foi centrifugado a 10 mil rpm

(temperatura controlada a 5 °C) retirando-se o sobrenadante e dividindo 0 mesmo em
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tubos Eppendorf® de 5 mL que foram identificados e devidamente armazenados no

freezer a -20 °C do laboratério de RMN da UFSCar para posterior analise.

Apés 7 dias de fermentacdo o controlador de temperatura da camara de
fermentacao foi ajustado para 5 °C e foi iniciada a coleta dos pontos da etapa de
maturacdo da cerveja. Esta coleta foi diaria e seguiu 0 mesmo protocolo da coleta dos

pontos da fermentagéo.

3.2. Preparo das amostras

O protocolo de preparo de amostra foi desenvolvido com objetivo de ser simples
e prético, pois quanto menor a manipulagdo da amostra, menor a quantidade de erros
associados ao preparo. Desta maneira o protocolo de preparo e analise das amostras
foram: descongelar a amostra; transferir uma aliquota de 450 uL da amostra para um
tubo Eppendorf® de 2 mL onde foram adicionados 50 uL de uma solucéo 0,2% de
TMSP-d4 em D20. Em seguida, homogeneizou-se a solugdo com o auxilio de um
equipamento de agitacdo automatico e entdo, foi utilizada uma micropipeta para
transferir 450 uL desta solucéo para um tubo de RMN de 5mm. O tubo foi inserido em
um rotor que em seguida foi alocado em uma posi¢cdo do amostrador automatico do

equipamento de RMN para posterior analise.

3.3. Obtencao dos espectros de RMN de "H.

As analises espectroscopicas de RMN foram realizadas em um equipamento
BRUKER de 9,4 Tesla (400,23 MHz para a frequéncia do hidrogénio) modelo
AVANCE lll, equipado com uma sonda para amostras liquidas em tubos com 5 mm
de didametro e com detecc¢do inversa e unidade de gradiente de campo na dire¢do do
eixo z. Para a obtencao dos espectros de RMN de *H foram utilizadas as sequéncias
de pulsos ZG30, a NOESYGPPR1ID e a LCIPNCWPS (denominacéo

BrukerBiospin®), cada uma delas com um propdésito especifico.

A sequéncia de pulso nomeada “ZG30” possui apenas um pulso de 30° como

observado na Figura 3.1. Os seus principais parametros de aquisicao foram: TD de
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65.536, DS de 4, NS de 8, SW 20,6 ppm, AQ de 3,98 s, RGde 2, D1 de 4se O1P 4,7

ppm (denominacéo BrukerBiospin®).

ZG30
30°

D1 AQ

|

Figura 3.1 — Modelo explicativo da sequéncia de pulso ZG30 (Denominagao

BrukerBiospin®).

A sequéncia de pulsos nomeada “NOESYGPPR1D” foi a que melhor saturou o
sinal de &gua nas amostras analisadas e o seu modelo esquematico pode ser
observado na Figura 3.2. Os principais parametros de aquisi¢cdo foram: TD de 65.536,
DS de 4, NS de 32, SW 20,6 ppm, AQ de 4,09 s, RG de 8, D1 de 4 s, D8 de 0,01 s,
PO de 9,040 pus, P1 de 9,040 us e O1P 4,699 ppm (denominacdo BrukerBiospin®).
Essa sequéncia € mais complexa que a sequéncia ZG30 devido ao maior nimero de
pulsos e pelo uso de gradiente que tornam possivel a saturacéo do sinal referente aos

hidrogénios da agua.
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Figura 3.2 — Modelo explicativo da sequéncia de pulso NOESYGPPR1D
(denominacéo BrukerBiospin®).

Nas amostras provenientes do processo fermentativo os sinais do etanol sao
muito intensos em relagdo aos sinais das outras substancias presentes, tornando
necessario o uso da sequéncia nomeada como “LC1PNCWPS”, que é capaz de
suprimir os sinais majoritarios, facilitando a observacdao dos sinais minoritarios. Na
Figura 3.3 observa-se o modelo esquematico da sequéncia LC1PNCWPS, sendo que
0s principais parametros de aquisicdo que foram: TD de 65.536, DS de 4, NS de 32,
SW 20,6 ppm, AQ de 4,09 s, RG de 90,5, D1 de 4 s, D8 de 0,5 s, P1 de 8,710 us e
O1P 1,088 ppm (parametros da denominacédo BrukerBiospin®). Esta sequéncia foi
ajustada para as analises das cervejas. O PF é um pulso formatado para a saturacdo
dos sinais desejados e essa caracteristica torna esta sequéncia pouco robusta quando
comparada as anteriores, pois variagdes na quantidade de agua e etanol implicam em
uma saturacdo inadequada. Além da supressédo de sinais, esta sequéncia possibilita
a obtencéo de espectros que nao possuem sinais provenientes do acoplamento entre

1H com o 13C.
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Figura 3.3 — Modelo explicativo da sequéncia de pulso LCIPNCWPS (denominacao

BrukerBiospin®).

Todos os experimentos de RMN de *H que foram adquiridos para o uso nas
andlises quimiométricas foram obtidos e processados de maneira automatizada. Esse
procedimento automatizado é realizando utilizando o programa IconNMR® que é parte
do programa computacional Topspin® da empresa Bruker®. O processamento dos
espectros adquiridos foi realizado utilizando apenas as funcfes realizadas pelos
comandos: EFP, APK e ABSN (linguagem Bruker® no programa computacional

Topspin®).

O comando EFP aplica uma funcéo de apodizacéo (LB de 0.3) que multiplica
o sinal do FID e em seguida aplica a transformada de Fourier no FID, esse
processamento faz com que a relagéo sinal/ruido aumente e visualmente a linha de
base do espectro passa a ser menos ruidosa, resultando em uma melhor aparéncia
do espectro de RMN de H.

Os comandos APK e ABSN realizam o ajuste da fase e da linha de base do
espectro, respectivamente. Dessa maneira sdo corrigidas pequenas imperfeicdes no
espectro com esses processamentos de aplicacéo rotineira. Em poucos casos foram

necessarios realizar o alinhamento manual do espectro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises preliminares dos espectros de RMN de 'H

Para as amostras de mosto, os espectros de RMN de 'H foram obtidos
aplicando-se as sequéncias de pulsos ZG30 e a NOESYGPPRI1D. A supressédo do
sinal de 4gua é de alta relevancia para o estudo do perfil metabdlico das amostras,
porque nelas a agua é o componente majoritario e sem suprimir este sinal torna-se
dificil observar qualquer outro sinal pertencente a amostra. No caso das amostras
coletadas a partir do inicio do processo fermentativo, também aplicou-se a sequéncia
LC1IPNCWPS.

Os espectros de RMN de 'H obtidos com a aplicacdo da sequéncia ZG30 em
uma amostra de mosto e uma amostra de cerveja, ambas produzidas exclusivamente
com malte, estdo demonstrados na figura 4.1. A sequéncia ZG30 gerou resultados
simples por ndo haver nenhuma saturacao de sinal, basicamente, observa-se apenas
0s sinais majoritarios da agua e do etanol (quando presente) e em uma proporcao
menor alguns sinais minoritarios como na regido dos compostos alifaticos e o sinal do

TMSP-d4 quando expande-se 0 espectro.

Mosto Cerveja

Agua Agua

~ Etanol
/ \

- Ung T - -— v— T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 20 15 1.0 0.5 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05

Figura 4.1 — Espectros de RMN de 'H do mosto e da cerveja obtidos utilizando a

sequéncia de pulso ZG30 no equipamento de RMN de 9,4 Tesla em D20.
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Com o intuito de suprimir o sinal referente a 4gua para observar sinais de menor
intensidade, utilizou-se a sequéncia de pulso NOESYGPPR1D, que € uma sequéncia
mais complexa que a sequéncia ZG30. Sua utilizagdo permitiu a saturagéo do sinal
referente aos hidrogénios da agua facilitando a observacdo dos sinais de menor
intensidade no mosto (Figura 4.2) e na cerveja (Figura 4.3). No espectro do mosto
pode-se analisar com clareza quase todas as regifes do espectro de RMN de 1H,
nessa analise foi verificado que os sinais mais intensos sdo 0s sinais provenientes
dos acucares, consequentemente demonstra-se que essas sdo as substancias com

maior concentragéo Nno mosto.

Mosto
Acgucares
- ———— - P
Supressao do
sinal da agua
TMSP-d4
Aromaticos \ Alifaticos
S el 2
. A
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

Figura 4.2 — Espectro de RMN de 'H do mosto obtido utilizando a sequéncia de pulso
NOESYGPPR1D no equipamento de RMN de 9,4 Tesla em D20.
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Nos espectros referentes as amostras de cerveja, pode-se observar que 0s
sinais referentes ao etanol sdo muito intensos e expandindo-se a regidao dos
compostos alifaticos observa-se os sinais referentes as seguintes substancias: acido
succinico, &cido piravico, acido acético e alanina. Essas substancias foram
caracterizadas utilizando como base espectros de RMN 2Ds, a literatura, os bancos
de dados (HMDB*?2 e YMDB*3) e 0 software Chenomx®44,

Cerveja

Ac. Acético Etanol
Ac. Succinico /

\

Ac. Piravico

/ Alanina

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 ppm

Figura 4.3 — Espectro de RMN de *H de cerveja obtido utilizando a sequéncia de pulso
NOESYGPPR1D no equipamento de RMN de 9,4 Tesla em D20.

Nas amostras provenientes do processo fermentativo, os sinais do etanol séo
intensos em relacdo aos sinais de outras substancias (Figura 4.3). Para auxiliar na
observagdo dos sinais minoritarios das amostras utilizou-se a sequéncia
LC1PNCWPS capaz de suprimir os trés sinais majoritarios das amostras do processo
fermentativo. Na Figura 4.4, observa-se o espectro resultante do uso desta sequéncia,
no qual é apresentada a expanséao da regiao de 5,50 ppm até -0,50 ppm. Nesta regido
€ notavel que os sinais majoritarios ainda encontram-se presentes no espectro.
Porém, quando se compara a intensidade dos mesmos com o sinal de referéncia

(TMNSP-d4), observa-se que a supressao foi eficiente.
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Cerveja

W

M,

A

T
5.5

T
5.0

T T T T T T T T T T

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

T T
-0.5 ppm

Figura 4.4 — Espectro de RMN de *H de cerveja obtido utilizando a sequéncia de pulso
LC1PNCWPS no equipamento de RMN de 9,4 Tesla em D:20.

A parti das analises dos resultados obtidos pela aplicacdo dessas sequéncias

de pulsos, foi realizada a analise preliminar dos espectros de RMN de *H das amostras

de cervejas que seriam as mais distintas entre si: as producdes 3 (100% malte), 6

(45% Milho) e 9 (45% Arroz). Nesta andlise verificou-se que o perfil dos espectros sao

semelhante, como observa-se na comparacéo da expanséao da regido dos compostos

alifaticos (Figura 4.5). Percebe-se também que a proporcao dos metabdlitos presentes

nas cervejas variou nas producdes, indicando diferencas entre as cervejas produzidas

utilizando fontes de amido distintas, apesar de serem 0s mesmos metabdlitos.
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45% Milho

e

45% Arroz
A A "
Ac. Acético
Ac. Succinico / 100% Malte

\ Ac. Piravico

/ Alani\ne:

Figura 4.5 — Comparagéao entre as expansoes dos espectros de RMN de 'H de cerveja
obtidos utilizando a sequéncia de pulso NOESYGPPR1D no equipamento de RMN de
9,4 Tesla (D20) das amostras das producdes 100% Malte, 45% Arroz e 45% Milho.

Também foi avaliada a variacdo dos metabdlitos em relacdo ao tempo, tanto da
etapa quente quanto da etapa fria. Como esperado, durante a etapa quente observou-

se 0 aumento da intensidade dos sinais na regido dos acUcares. Este resultado foi
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importante para demonstrar que o0 método € capaz de observar as mudancas

metabdlicas esperadas.

Durante a etapa fria observa-se o aumento da intensidade dos metabdlitos
como o acido succinico, o acido piravico, o acido acético e o etanol. Desta maneira
percebe-se que os dados obtidos refletem o que se esperava deste trabalho no quesito

do acompanhamento da variacdo dos metabdlitos durante a producédo das cervejas.

Foi verificado que existem sutis diferencas entre os espectros das cervejas das
diferentes producgdes, entretanto, a separagao visual das producdes baseadas nos
espectros de RMN de H foi inviavel, portanto, para melhor observar essa distingcao
dos dados foi necesséario o apoio da quimiometria. As analises quimiométricas

realizadas foram as analises de componentes principais (PCA).

4.2. Analise quimiométrica das amostras de mosto.

Na primeira fase do tratamento quimiométrico dos dados obtidos, decidiu-se
utilizar o conjunto de amostras da producdo do mosto e essas analises foram

realizadas utilizando o programa Amix® versdo do pacote 3.9.3.

A primeira etapa do tratamento dos dados é a montagem da bucket table
(arquivo gerado a partir de um espectro para a analise quimiométrica). Nessa etapa
decidiu-se quais éareas do espectro seriam utilizadas, ou seja, como seriam
selecionadas as areas de interesse para a o tratamento quimiométrico. Uma area que
€ comumente eliminada das PCA é o sinal de referéncia (TMSP-ds), pois este é
utilizado somente para definir o ponto zero do espectro e avaliar a qualidade do
shimming durante a aquisi¢cao dos dados.

Ainda durante a montagem da bucket table € necessario definir qual sera o
tamanho dos buckets, que sdo as areas de integracdo dos espectros. Para isto,
existem duas principais maneiras de definir os buckets: a primeira € a definicdo de
buckets fixos, neste caso o espectro é subdividido em varias areas de mesmo
tamanho; a segunda opcéo s&o os buckets de tamanho variavel, nesta maneira é
possivel selecionar as areas de interesse para a analise. Ao selecionar um pico
especifico se evita o problema de subdividi-lo em mais de um bucket, assim os buckets
nao precisam ter o mesmo tamanho (Figura 4.6). Na Figura 4.6, podemos observar as
vantagens da escolha de buckets variaveis para a montagem da bucket table, pois no
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caso de espectros de RMN, podemos selecionar um sinal inteiro referente a uma
substancia. Porém, é importante salientar que é importante verificar se o sinal esta
contido no bucket em todos os espectros do conjunto de amostras e que em casos
onde encontra-se muita sobreposicdo de sinais a escolha entre buckets simples ou

variaveis ndo demonstra diferencas significativas.

b)

260 255 250 245 240 235 230 225 220 215 210 205 200 195 190 ppm

Figura 4.6 — Exemplificagéo da escolha dos buckets para montagem da bucket table.
Em (a) os buckets em vermelho selecionando exatamente os picos de interesse em
uma expansdo de um espectro de RMN de 'H de uma amostra de cerveja e em (b) a

mesma regido do espectro subdividido em buckets de tamanho fixo de 0,05 ppm.

Outro ponto importante nas PCA é o pré-processamento dos dados, neste
trabalho foi realizado a comparacgéao entre a utilizacdo dos dados escalonados e os
dados ndo escalonados utilizando o programa AMIX®. Genericamente, o
escalonamento dos dados faz com os sinais do espectro passem a ter a mesma
importancia na analise, independentemente da intensidade dos mesmos. Desta
maneira, nos casos em que 0s sinais de baixa intensidade tém uma variagdo maior

gue os sinais intensos quando comparados proporcionalmente, 0s sinais menos
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intensos serdo responsaveis pela separacdo das amostras pois possuem maior
variabilidade. Portanto, ao escalonar os dados se evidencia a importancia dos sinais

pouco intensos, mas que possuem grande variacdo de intensidade?.

No primeiro conjunto de analises quimiométricas do mosto, utilizou-se os
espectros de RMN de *H obtidos com a sequéncia de pulso NOESYGPPR1D, avaliado
todo o perfil dos espectros e utilizou-se buckets fixos de 0,05 ppm nao escalonados.
Foram retiradas do espectro somente as areas referentes a supressao do sinal do
HDO (5,35 — 4,75 ppm) e as areas acima de 9,00 ppm e abaixo de 0,50 ppm por ndo
possuirem sinais. Nesta analise os graficos resultantes mostraram a distincdo das
amostras referentes as etapas da producao do mosto. Entretanto, decidiu-se realizar,
também, a analise dos mesmos dados com os buckets escalonados, desta maneira
foram encontrados resultados ligeiramente melhores e que estdo mostrados na Figura
4.7.

Na PCA da Figura 4.7 pode-se observar: em (a), a distincdo dos pontos da
producdo do mosto no grafico de scores, os quais foram nomeados como M2, M3, M4,
até M11, que é a unido da letra “M” de mosto e o numero referente ao ponto da coleta,
(segundo, terceiro, até o décimo primeiro). Os pontos M2 e M3 se encontram na regiao
com maior valor positivo da PC1 e na regido negativa de PC2, a medida que o
processo produtivo do mosto evolui os grupos de amostras comecam a se deslocar
para a regido negativa da PC1 (amostras M4 e M5) e, j4 no final do processo de
producdo do mosto, as amostras M6 até M11 encontram-se na regido negativa da
PC1 e em (b) esta apresentado o grafico de loadings.

O ponto M6 é o ponto de inicio da elevacdo da temperatura do mosto para o
patamar de temperatura da sacarificacdo. Na regido da PC1 negativa, os grupos de
amostras de coleta posterior a M6 se aproximam devido aos sinais da regido de
acucares como observa-se na comparagdo entre os graficos de scores e loadings
(Figura 4.7). Isso demonstra que quando o0 mosto encontra-se na temperatura de agao
da a-amilase e da B-amilase, o amido do malte é transformado em acucares e os
pontos coletados a partir desse momento tém sinais de agucares mais intensos.
Consequentemente esses sinais sdo 0s responsaveis pela separacdo dos grupos na
PC1 x PC2. Nos gréficos referentes as outras componentes principais, tais como PC2

por PC3 e PC3 por PC4 a separacao nédo se mostrou clara.
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Figura 4.7 — Grafico de PCA das amostras de mosto produzidos exclusivamente com
malte de cevada como fonte de amido. Em (a) esta apresentado o grafico de scores e
em (b) esta apresentado grafico de loadings. Em (a) M2 significa 2° ponto do mosto,

M3 significa 3° ponto do mosto e assim sucessivamente até M11.

Essa mesma andlise foi realizada para as amostras de mostro produzido com
45% de milho e para aquelas com 45% de flocos de arroz. Os resultados obtidos
seguiram o mesmo padréao dos resultados obtidos com o mosto produzido com 100%

de malte.
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A partir destes resultados, foi realizada uma PCA utilizando os grupos de
amostras referentes aos 3 ultimos pontos de cada producédo de mosto, utilizando os
dados obtidos a partir das producdes 3, 6 e 9 (100% malte, 45% milho, 45% flocos de
arroz respectivamente). O intuito desta analise foi verificar se a separacdo entre as
producdes com as diferentes fontes de amido seriam observadas em todas as etapas
produtivas. A montagem da bucket table, o escalonamento e a exclusédo de areas do

espectro foram exatamente iguais aos tratamentos dos resultados anteriores.

Os resultados da PCA apresentados na figura 4.8 demonstram a capacidade
do método em distinguir as amostras de mosto produzidos com diferentes cereais
utilizando o perfil do espectro de RMN de *H. Nesta andlise (Figura 4.8 a), as amostras
de mosto produzidos apenas com malte foram posicionadas na regido negativa da
PC1l. Enquanto, as amostras de mosto produzidas com 45% de milho foram
posicionadas na regido central e as amostras de mosto produzido com 45% de flocos
de arroz encontram-se na regido positiva da PC1. Esse resultado indica a capacidade
do método em distinguir as fontes de amido utilizados na produgéo do mosto.

Neste gréfico (figura 4.8), as ultimas amostras de mosto de cada producéo
foram posicionadas na regido negativa da PC2. Correlacionando com o gréfico de
loadings (Figura 4.8 b) verifica-se que a separac¢ao ocorreu devido aos sinais em 5,38
ppm e 3,83 ppm do espectro de RMN de !H. Esses sinais sao responsaveis por
deslocar o grupo dos ultimos pontos da producdo dos mostos para a regido negativa
de PC2. Portanto, a PCA demonstra a separagao das amostras pelo uso de diferentes
fontes de amido no eixo da PC1 e pela quantidade de acUcar presente no mosto no
eixo da PC2.
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Figura 4.8 — Gréfico de PCA das amostras de mosto das producdes 3, 6 € 9. Em (a)
estd apresentado o grafico de scores da PC1 x PC2, em preto a producao 3 (100%
malte), em azul a producéo 6 (45% milho), em verde a producédo 9 (45% arroz), 0s
grupos circulados sédo o ultimo ponto da producdo de cada mosto. Em (b) esta

apresentado grafico de loadings da PC1xPC2.
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4.3. Analise quimiométrica das amostras da fervura do mosto.

Foram realizadas as analises de PCA utilizando os espectros de RMN de *H
dos dados referentes as 6 amostras coletadas durante a etapa de fervura do mosto
de uma unica producgdo. Os resultados destas analises demonstraram que ndo houve
variacdes relevantes entre as amostras. Esses resultados condizem com o esperado,
pois durante o processo de fervura ocorre a evaporacao de parte da agua do mosto,
que consequentemente resulta no aumento da concentracdo dos componentes do

mosto, que ndo representam uma mudanca de composi¢ao quimica.

Entretanto, existem algumas mudancas quimicas no mosto durante a fervura,
como a isomerizacdo dos os a-acidos em iso-a-acidos como descrito no item 1.3. No
entanto, utilizando o método deste trabalho estes os compostos minoritarios ndo foram
observados. Deste modo a anélise de PCA das amostras do mosto durante a fervura,

nao apresenta diferenca significativa entre as amostras.

A analise seguinte foi a comparacao entre as producfes de numero 3, 6 € 9,
seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente. Nessas analises foram excluidas
as regides acima de 9,00 ppm, abaixo de 0,50 ppm e entre 5,00 e 4,75 ppm no
espectro de RMN de *H. A montagem da bucket table foi realizada com a selecao de
areas iguais de 0,05 ppm e foram feitas analises tanto com os dados escalonados

guanto com os dados néo escalonados.

A figura 4.9 representa os resultados dessas analises, em (a) esta apresentado
o resultado da PCA sem o escalonamento dos dados, no qual observa-se a separacao
das amostras do mosto produzido somente com malte de cevada dos mostos
produzidos com 45% de adjuntos. Porém a separacdo entre o mosto produzido
utilizando milho e flocos de arroz ndo é bem definida como no resultado da PCA com
escalonamento dos dados que é observado na figura 4.9 (b). Esse resultado reforca
0 uso do escalonamento nos dados de RMN que séo utilizados nos tratamentos

estatisticos.
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Figura 4.9 — Gréfico de PCA das amostras da etapa de fervura do mosto das

producdes 3, 6 e 9. Em (a) o gréafico de scores da PC1 x PC2, 3 (preto; 100% malte),

6 (azul; 45% milho), 9 (verde; 45% arroz) (dados néo escalonados). Em (b) os mesmos

dados foram escalonados. Em (c) o gréafico de loadings da PC1 x PC2 dos dados

escalonados.
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4.4. Analise quimiométrica das amostras de cerveja.

Apoés a analise dos resultados anteriores, decidiu-se aplicar o método descrito
anteriormente para avaliar a evolugcdo nas amostras de cervejas durante o processo
de fermentacdo, o qual teve coletas de pontos diarios que tiveram inicio 48 h depois

da inoculacédo das leveduras no mosto fervido.

Primeiramente, foram utilizados os espectros de RMN de *H das amostras da
producéo n° 3 (100% malte de cevada). Na analise dos dados, a montagem da bucket
table foi realizada com buckets simples. No qual, foram excluidas das andlises as
regides dos espectros referente ao sinal da agua e os extremos dos espectros onde
ndo havia sinais. As analises de PCA realizadas com esse tratamento de dados néo
demonstrou separagcao entre grupos de amostras, por esse motivo decidiu-se alterar

0 método de analise e reavaliar o mesmo conjunto de dados.

Nessa reavaliagdo dos dados com outro tratamento, optou-se por utilizar os
metabolitos majoritarios que foram identificados e que sdo amplamente conhecidos
na via metabdlica das leveduras, além de alguns sinais de aclUcares. Esses sinais
foram selecionados para avaliar o desenvolvimento da formacdo de metabdlitos

durante a fermentacao e maturagcédo do mosto.

Todas as analises quimiométricas deste trabalho foram realizadas utilizando o
programa computacional Amix®. Além do processamento dos dados, este software
também permite realizar parte do processamento dos espectros de RMN de 1H,
facilitando correcdes e comparacfes que ndo sado possiveis de serem realizadas no
programa computacional Topspin®, que € o programa utilizado para operag¢do do

equipamento de RMN e processamento dos dados.

O software Amix® permite sobrepor todos os espectros de RMN que serdo
utilizados na andlise estatistica, ao realizar essa sobreposi¢cdo € possivel verificar
espectros de amostras que ndo estao adequados para serem utilizados na andlise.
Na maioria dos casos, isso decorre de problemas na automacéo para realizar a ajuste
do campo magnético antes da aquisicao do espectro de RMN (shimming). Apés a
aquisicao dos espectros de RMN de 'H, a qualidade do campo magnético € verificada

pelo sinal da referéncia interna (TMSP-d4). Antes de realizar a analise de PCA os
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espectros foram sobrepostos e foram descartados os espectros das amostras que

tiveram sua aquisicao realizada sem que o campo magnético estivesse adequado.

As analises anteriores foram todas realizadas com buckets de tamanho fixo em
ppm. Esse tratamento tem a vantagem de ser mais pratico, porém em alguns casos
os sinais de RMN podem ser levemente deslocados. Esse deslocamento dos sinais,
pode ocorrer pela variagdo do pH da solugéo, concentragcao da amostra e variagao de
temperatura da andalise. Nesse caso, se a selecao dos buckets for realizada dividindo
igualmente o espectro com faixas iguais em ppm, caso haja um deslocamento de
sinais, as amostras podem ser separadas em grupos diferentes em uma PCA, pela
variacao da localizag&o do sinal no espectro, mesmo que as duas amostras tenham a

mesma substéncia na mesma concentragao.

Variacdes grosseiras de deslocamento quimico ndo podem ser corridas
utilizando buckets variaveis, pois caso haja outros picos dentro da mesma area, isso
irA gerar erros na analise. Entretanto, pequenas variagées no deslocamento quimico
podem ser corrigidas. Neste trabalho foi utilizada essa corre¢do nos casos em que foi
usado buckets variaveis. Quando os espectros de RMN de *H utilizados nas analises
foram sobrepostos, vou verificada a faixa de deslocamento quimico dos sinais de
interesse. Entdo os buckets foram montados de maneira que essa variacdo de

deslocamento nao fosse o suficiente para que o sinal fosse deixado foram do bucket.

As analises mostraram o desenvolvimento e a separac¢do dos processos de
fermentacao e maturacao e, por esse motivo, decidiu-se realizar a mesma analise com
0s conjuntos de amostras das cervejas produzidas com 45% de milho e 45% de arroz
com o intuito de verificar o comportamento das amostras de outras producdes frente
ao método estabelecido. Essas analises demostraram que os trés conjuntos de
amostras se comportaram da mesma maneira. Observa-se na Figura 4.11 (a), que
apos o sétimo dia de fermentacéo, quando a temperatura é reduzida para que seja

realizada a maturacao fria, os pontos diarios comecaram a se agrupar.

Esse comportamento indica que a partir do 7° dia de producgéo das cervejas de
baixa fermentagcédo, pode-se considerar que ndo existem grandes mudancas de
composi¢cdo da mesma. Observa-se pelo grafico de loadings (Figura 4.11 b) que os
sinais referentes aos acucares estado posicionados na regido com maior valor positivo

da PC1, onde no gréafico de scores (Figura 4.11 a) encontram-se as amostras do inicio
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do processo fermentativo. Essa relacdo acontece porque o processo fermentativo
ainda se encontra no inicio e as amostras ainda contém uma quantidade grande de
acucares. Por outro lado, na regido negativa da PC1 do gréfico de loadings encontram-
se 0 acido piravico, o &cido acético e o &cido succinico, que sao substancias oriundas
das vias metabdlicas das leveduras que estao relacionados com as amostras do final
do processo de fermentacdo, que consequentemente se encontram no grafico de
scores na regido negativa. Este resultado exemplifica o processo fermentativo
acompanhado por RMN e andlises quimiométricas.

a) C159¢ o.050 | PC2 (127%) (Scores)
C1 1. 0.025 ]
o P C4
-0.25 0.po cs 0.25 .
p B. 000 . ‘ .
c13 § @ s -
C5
‘ -0.025 ]
o
01 0 f -0.050 ]
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PC2 (1,27% i
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0.25 ]
.54 ]
_?gcmlto ;?s:ruﬂ ecido PC1(97,99%
.28 dfﬂ‘o"hfdggm,g.h de 0.25 4.650.50 { 0.7s }
| 0.0p ) Qern L ‘y—ér—
1fa
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Figura 4.10 — Grafico de PCA das amostras de cerveja produzidas com 55% malte de
cevada e 45% de milho como fonte de amido. Em (a) encontra-se o grafico de scores
e em (b) encontra-se o gréafico de loadings. No grafico de scores C4 significa 4° dia da
producdo da cerveja, C5 significa 5° dia da producdo da cerveja e assim
sucessivamente até C15.
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A partir desses resultados, realizou-se uma PCA com os espectros de RMN de
'H das amostras dos dois ultimos pontos de cinco producdes com todas as réplicas,
sendo as cervejas com 100% de malte e as produc¢des com 30% e 45% de adjuntos.
Nestas analises foram utilizados buckets variaveis para a montagem da bucket table,
onde foram selecionados os sinais dos carbonos anoméricos dos agucares, e também
os sinais referentes a alanina, o acido piravico, o acido succinico e a acetona, sendo
que esta andlise foi realizada tanto com os dados ndo escalonados quanto
escalonados. Os resultados entre as analises com e sem escalonamento dos dados
foram similares e estdo apresentados os graficos da andlise escalonada na Figura
4.11.

Comparando-se a formacdo dos grupos e a importancia de cada substancia
para deslocar o grupo para uma determinada regido, nota-se que a alanina foi
importante para alocar o grupo de amostras de cerveja produzidas apenas com malte
de cevada para a regido negativa da PC1. Enquanto os grupos alocados na regiao
positiva da PC2 foram influenciados pela presenca do &cido piravico e as amostras da
producdo com 45% de arroz apresentou maior quantidade de acido succinico (Figura
4.11).

Pode-se observar na Figura 4.11 (b) que a alanina se localiza na regiao
negativa da PC1, do lado oposto de onde se encontram as amostras das producfes
com 30% e 45% de flocos arroz na Figura 4.11 (a). Essa analise demonstrou que &
possivel distinguir as amostras referentes a cada producéo aplicando a andlise de
componentes principais a partir de uma regido especifica do espectro de RMN de H.

Na Figura 4.12, verifica-se que a analise de componentes principais retratou
fielmente o comportamento das amostras, pelo fato de que a medida que a quantidade
de flocos de arroz aumenta nas producdes de cerveja, a quantidade de alanina
diminui.

O resultado combinado das analises quimiométricas e da avaliagéo do perfil
guimico obtidos nos espectros de RMN mostraram que apesar de sutil, existem
diferencas nos espectros de RMN de 'H que s&o observaveis utilizando pouca

guantidade de amostras (2 mL considerando a triplicata) com um método de analise

onde o preparo de amostra € minimo.
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Figura 4.11 — Gréafico de PCA das amostras de cerveja produzidas com 100% de

malte de cevada, 30% e 45% de adjuntos, utilizando uma regido especifica dos

espectros de RMN de 'H. Em (a) esta apresentado o grafico de scores e em (b) esta

apresentado grafico de loadings.
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Figura 4.12 — Variacdo da quantidade de alanina nas cervejas produzidas com flocos
de arroz, observada nos espectros de RMN de *H obtidos como a sequéncia de pulsos
NOESYGPPR1D em D20.

Os resultados anteriores foram promissores quando se avaliou apenas uma
regido restrita do espectro, portanto, verificou-se a possibilidade de se obter os
mesmos resultados em uma andlise com o todo perfil do espectro de RMN de *H.

Utilizando os mesmos espectros das analises anteriores, foi realizada uma PCA
do perfil dos espectros de RMN de *H obtidos utilizando a sequéncia de pulso
NOESYGPPR1D. Foram excluidas as regides com deslocamento quimico maiores
gue 10,00, menores que 1,39 e entre 5,19 até 4,70 ppm. Para analise do perfil, foram
utilizados buckets simples de 0,04 ppm e os dados foram escalonados. O resultado
desta analise também mostrou a distingdo das amostras, como observado na Figura
4.13.
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Figura 4.13 — Gréafico de PCA das amostras de cerveja produzidas com 100% malte
de cevada, 30% e 45% de adjuntos como fonte de amido, utilizando o perfil dos
espectros de RMN de H. Em (a) esta apresentado o grafico de scores e em (b) esta

apresentado grafico de loadings.

Este resultado demonstrou que € possivel separar as amostras de cervejas
produzidas com até 30% de adjuntos seguindo o protocolo de analise desenvolvido.
Apesar da separacdo dos grupos as amostras com 45% de adjuntos estdo mais
proximas das amostras da producao feita com 100% de malte, a principio esse ndo

seria 0 comportamento esperado.

Contudo, essa separacao é correlacionada ao perfil quimico obtido no espectro

de RMN de *H que esta diretamente correlacionado com as substancias presentes em
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cada amostra. Deste modo, as amostras foram distinguidas pelo perfil, indicando que
existem diferencas entre substancias presentes nas cervejas produzidas com
diferentes fontes de amido ou que existe variacdo nas proporcdes entre as
substancias. Em alguns casos, néo foi possivel identifica-las, como exemplo na regido

de acucares onde ha grande sobreposicdo dos sinais na regiao de 4,30 a 3,20 ppm.

Em seguida, foram inseridas mais amostras no modelo, com a incluséo das
amostras das producdes que utilizaram 15% de adjuntos como fonte de amido.

Também decidiu-se utilizar a regido dos compostos alifaticos.

Na analise das amostras com as cervejas produzidas com 15%, 30% e 45% de
adjuntos, foram utilizados somente os dois ultimos pontos referentes a cada producao
e as suas replicatas. Para a montagem da bucket table utilizou-se buckets variaveis
para selecionar somente 0s sinais de interesse e os dados foram escalonados. O
resultado desta andlise esta demonstrado na Figura 4.14, em (a) as amostras das
producbes com 15% de adjuntos ndo se agruparam proximas aos grupos com 30% e
45%, mas se agruparam proximas ao grupo de cervejas produzidas apenas com malte
de cevada. Na Figura 4.14 o grafico de scores (a) associado ao grafico de loadings
(b), mostram que a alanina, o acido pirtvico e o acido succinico sdo as substancias

responsaveis por distinguir os grupos das amostras na PCA em PC1 x PC2.

O &cido piravico e o acido succinico sdo metabdlitos produzidos nas vias
metabdlicas das leveduras, especificamente o acido piravico € produzido na via da
glicdlise e o acido succinico no ciclo do acido citrico. Partindo do pressuposto que as
cervejas sao diferenciadas devido a esses metabolitos, gera-se a hipdtese que as
leveduras que cresceram e se desenvolveram em mostos que continham substancias
distintas ou em diferentes quantidades, que podem ser entendidos como substratos
diferentes. Desta maneira a levedura foi induzida a produzir os metabdlitos em
quantidades distintas entre as produgdes, gerando variagdo de concentracdo dos

metabdlitos nas cervejas e consequentemente a distingdo das amostras nas de PCA.

As separacdes também ocorreram devido aos aminoacidos, presentes desde a
producdo do mosto. A levedura consome parte desses aminoacidos, porém eles
continuam presentes em algumas cervejas, como foi mostrado no caso da alanina.
Essa variacao esta diretamente ligada a fonte de amido para producdo do mosto e

influéncia na distincdo das amostras na analise de PCA.
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Figura 4.14 — Grafico de PCA das amostras de cerveja produzidas com 100 % de
malte de cevada, 15% de adjuntos, 30% de adjuntos e 45% de adjuntos como fonte

de amido. Em (a) est4 apresentado o gréafico de scores e em (b) esta apresentado

gréafico de loadings.
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5. CONCLUSOES.

Os resultados obtidos neste trabalho levam as seguintes conclusdes:

1) Aplicando a metodologia desenvolvida é possivel distinguir as amostras de
cervejas produzidas com 30% ou mais de graos de milho ou flocos de arroz
como fonte de amido alternativa ao malte de cevada, sendo que as
substancias: acido piravico, o acido succinico e a alanina foram as principais
responsaveis pela discriminacao.

2) A analise do perfil metabdlico pela RMN de 'H das amostras de mosto e de
cervejas produzidos em laboratério revelou a variagdo da intensidade dos
sinais na regido dos acUcares e dos compostos alifaticos que estdo
relacionados a etapa produtiva da cerveja, tornando possivel a distincdo das
etapas produtivas.

3) O trabalho realizado indica que é possivel desenvolver modelo quimiométrico
no qual seré possivel a comparacao de cervejas produzidas em laboratério com
as cervejas comerciais, sendo que o intuito dessa comparacao seria verificar a

guantidade de arroz e milho utilizados na producédo das cervejas.

5.1 Proposta de trabalho futuros

Os resultados sugerem que os proximos trabalhos nesta area devem utilizar
meétodos de separacdo para avaliar as fracfes das amostras separadamente, pois €
possivel que outras substancias que sejam capazes de distinguir os conjuntos de
amostra ndo tenham sido identificadas devido a sobreposicédo de sinais. Também é
provavel que o uso de analises de RMN quantitativo também possam gerar resultados

relevantes neste futuro trabalho.

Os resultados obtidos foram coletados de produgbes com gréos de malte de
cevada, grdos de milho e flocos de arroz. Também é sugerido para proximos
trabalhos, avaliar producdes a partir dos extratos destes gréaos, a fim de afirmar se o

comportamento dos resultados se repetem nessas condi¢des.
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