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RESUMO

PROJETO DE CURSO

TITULO: Analise de cervejas por RMN e classificaco de seus estilos por PCA.
ALUNO: Camilla do Nascimento Bernardo

ORIENTADORES: Paula Fernandes de Aguiar , DQA — Instituto de Quimica — UFRJ
Jochen Junker, CDTS — FIOCRUZ.

A cerveja € uma das bebidas mais consumidas no mundo. Existem varios tipos e
estilos de cerveja, satisfazendo a praticamente todos os gostos do consumidor. Ela é uma
bebida com caracteristicas proprias que dependem do tipo de matéria-prima utilizada e das
condigdes do processo de producdo, como o tipo de fermentacdo. Como qualquer outro
produto, ela necessita passar por um controle de qualidade antes de ser distribuida. Este
controle exige uma série de analises quimicas e microbioldgicas. Também, como qualquer
outro produto, é passivel de adulteracdes. Por isso, a discriminacdo dos tipos e estilos de
cerveja é importante para evitar fraudes e garantir o produto entregue ao consumidor. Embora
haja na literatura alguns trabalhos que permitam fazer a distin¢do entre os tipos de cerveja,
ndo ha nenhum que permita fazer a diferenciacdo entre seus estilos. Assim, neste trabalho a
Anélise por Componentes Principais (PCA do inglés “Principal Components Analysis™) foi
aplicada aos resultados de analises da técnica espectroscépica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), de forma a avaliar se esta técnica Quimiométrica é capaz de fazer a
diferenciacdo dos estilos de cerveja. O estudo baseou-se na analise de 30 cervejas,
pertencentes a sete diferentes estilos- German Pilsen (GP), Kalsch (K), Pilsen, Pale Ale,
Premiun American Lager (PAL) Standard American Lager (SAL) e Rauch Bier. Também,
foram criados modelos de classificacdo dos estilos de cervejas e verificou-se que os modelos
foram eficientes na identificacdo de alguns estilos. Os modelos de classificagdo na faixa dos
alifaticos e acucares, respectivamente, Alifaticos e Aromaticos ndo classificaram as cervejas
corretamente. Isto pode ser explicado pelo tipo de fermentacdo que as cervejas usadas no teste
de validagdo apresentam, fermentacdo tipo lager, exceto a cervejas do estilo Kolsch. As
cervejas do estilo PAL, Amstel e Mahou, foram corretamente classificadas pelo modelo na
faixa dos aromaticos- modelo Aromaticos I. Enquanto que as cervejas Antarctica sub-zero,
Skol, Brahma e Skol International, todas pertencentes ao estilo SAL, ndo foram corretamente
classificadas pelo mesmo modelo. Isto pode aferir diferencas na composicdo das cervejas
quanto ao teor de lapulo. Isto permite dizer que, com alguma cautela, é possivel discriminar
os estilos de cerveja usando esta técnica Quimiométrica. E ainda aferir o tipo de fermentacéo
e o teor de lapulo da cerveja pela classificacdo do modelo. Os resultados permitem pensar no
uso de ACP e RMN como estratégia de controle de qualidade de cervejas, além de seu
potencial uso forense.
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Capitulo 1: Introducéo

A cerveja é uma das bebidas mais antigas de que se tem conhecimento. As primeiras
surgiram ha sete mil anos atrds na regido do Iraque, no Periodo Neolitico, onde viviam as
primeiras civilizagbes. Ela continua sendo muito apreciada até hoje. O Brasil é o terceiro
maior produtor mundial de cerveja, ficando atrds da China e Estados Unidos. De acordo com
a Associacdo Brasileira de Industria da Cerveja, a producdo nacional é de cerca de 13 bilhGes
de litro por ano (BRASIL é o 3° maior produtor de cerveja do mundo; veja como se faz a
bebida, 2013).

Cada regido do planeta possui seu jeito particular de produzir cerveja, de acordo com a
disponibilidade de matéria-prima. Isto permite que cada cerveja possua caracteristicas
proprias que dependam do tipo de malte, lGpulo, leveduras, condi¢es de armazenamento,
entre outros. A legislacéo brasileira regulamenta a fabricacéo de cerveja no Brasil e classifica
as cervejas levando em consideracdo 0s seguintes critérios: extrato primitivo, cor, teor
alcoolico, proporcdo de malte da cevada e fermentacdo. O artigo 67 da lei nimero 8.918 que
regulamenta a padronizagéo, classificacdo, registro, inspecdo, producdo e fiscalizacdo de
bebidas expde:

De acordo com o seu tipo, a cerveja podera ser denominada: "Pilsen”, "Export",
"Lager", "Dortmunder” , "Minchen", "Bock", "Malzbier", "Ale", "Stout", "Porter",
"Weissbier", "Alt" e outras denominagdes internacionalmente reconhecidas que
vierem a ser criadas, observadas as caracteristicas do produto original
(CONSTITUICAO. 1988).

O controle de qualidade é imprescindivel na fabricacdo das cervejas. Durante este
controle, varias analises sdo necessarias, principalmente a microbioldgica. Séo realizados
ensaios quimicos que avaliam o teor alcodlico, quantificacdo do diacetil, analise de pH,
amargor, entre outros (MINICURSOS CRQ-IV A cerveja e seus segredos: Controle de
qualidade, 2010). Alguns estudos referentes a diferenciacdo dos diversos tipos de cerveja ja
sdo encontrados na literatura. Cientistas classificaram (COLUNISTA de AZoM.com, 2013)
diferentes tipos de bebidas usando medidas espectroscédpicas e analise multivariada. Eles
obtiveram espectros de absorbancia de diferentes tipos de cerveja (comuns com pouco malte)
e de cervejas ndo-alcoolicas, classificando-as em grupos usando a Analise por Componentes
Principais (ACP), do inglés Principals Components Analysis. Khatib e colaboradores (2006)

aplicaram a técnica espectroscopica- Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em cervejas do
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tipo Pilsen, seguido de analise multivariada com ACP a fim de identificar os compostos
responsaveis pela diferenga entre elas. Outros pesquisadores (DUARTE et al, 2002) usaram a
RMN de alta resolucdo e analise multivariada para classificar cervejas de acordo com seu
tipo, ale e lager, obtendo Otima separacdo entre estes tipos na regido de deslocamento
quimico dos aromaticos. Em 2003, estes mesmos pesquisadores (DUARTE et al, 2003)
identificaram os carboidratos presentes nas cervejas, ale e lager, analisando as cervejas por
meio das técnicas de Cromatografia Liquida acoplada a RMN e os compostos foram
identificados pela Espectrometria de Massas (CL-RMN/EM). Rodrigues e colaboradores
(2011) acompanharam a deterioracdo térmica da cerveja através da Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), apontando os compostos especificos de

relevancia neste processo de deterioracao.

Muitos estudos, a fim de identificar as substancias quimicas presentes na cerveja e
diferenciar os tipos da mesma, ja foram realizados. Entretanto, sabe-se que dentro de cada
conjunto de tipos de cerveja, existem diversos estilos de cerveja. Sabe-se que embora algumas
cervejas pertencam ao mesmo tipo, elas sdo bem diferentes em relagdo ao sabor dependendo
do estilo as quais pertencem. Além disso, ja se tem noticias de adulteracdo de rotulos de
cervejas aqui no Brasil (SOARES, 2013; PASSOS, 2014). Sendo assim, a diferenciacdo dos
estilos das cervejas por RMN podera ser usada no controle de qualidade das mesmas. O
presente trabalho utiliza Andlise por Componentes Principais, aliada a espectros de
Ressonancia Nuclear Magnética de proton para tentar diferenciar os diferentes estilos de

cerveja.
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Capitulo 2: Objetivo
O objetivo deste projeto consiste na aplicacdo da técnica de Quimiometria denominada
Analise por Componentes Principais (ACP) nos espectros de deslocamento quimico de proton
de Ressondncia Nuclear Magnética (RMN), na discriminacdo dos diferentes estilos de
cervejas. E também, propde-se a criacdo de modelos de ACP a fim de se classificar os estilos

de cervejas.

19



Capitulo 3: Fundamentacéo tedrica
Este capitulo exibe os principais conceitos tedricos necessarios ao desenvolvimento

deste trabalho.

3.1 A Cerveja

A cerveja € uma bebida fermentada, cujos principais componentes (ingredientes) s&o
agua, malte, ldpulo e levedura. Adjuntos aromaticos como frutas e ervas podem ser
adicionados a bebida para intensificar seu paladar. Keukeleire definiu cerveja como um
extrato de malte de cevada, fervido, lupulado, resfriado e fermentado, contendo alcool, gas

carbdnico e agucares (2000).

3.1.1 Historia

A cerveja é uma das mais antigas criacdes do homem. Babildnios e sumérios
fabricavam e degustavam a cerveja desde 6000 a.C.. Devido aos efeitos alcoolicos, por
exemplo, a alteracdo de consciéncia, a bebida era ligada a fertilidade, festangas e cultos
religiosos. A cerveja surgiu em varias épocas distintas pelo planeta. Cada regido fabricava a

cerveja da sua forma segundo as matérias-primas locais disponiveis (BELTRAMINI, 2012).

No Egito, por volta de 3100 a 2700 a.C., a cerveja ja estava entre a base alimentar da
populacdo. Com o tempo, o0s egipcios aperfeicoaram suas técnicas cervejeiras e passaram a
produzir cerveja com uma variavel ancestral do trigo chamada emmer. Dai em diante,
surgiram varios estilos de cerveja, aromatizadas com ervas, mel, raizes e frutas. A dificuldade
de acesso a agua potavel e ao saneamento basico perdurou durante a ldade Média, de modo
gue mosteiros europeus passaram a produzir vinho e cerveja, que eram mais saudaveis que a
agua. Nos mosteiros medievais, a cerveja servia tanto para consumo proprio, como para
acabar com a fome dos peregrinos. A cerveja era consumida especialmente nos jejuns, que
ndo era quebrado com o simples consumo de liquidos. As receitas cervejeiras eram
transmitidas de monges para monges através de geracOes religiosas durante a ldade Média
(CERVEJAS..., 2014).

O gruit- mistura de ervas contendo cominho, gengibre, noz-moscada, canela, alecrim,
lUpulo, entre outros, era o responsavel pelo aroma e sabor da cerveja antes do uso extensivo
do lupulo. Hildegarda von Bingen (1098 -1179), conhecida como te6loga, naturalista, médica,

entre outras habilidades, trouxe a luz o conhecimento do IUpulo aplicado a cerveja. Ela
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afirmava que o ldpulo era uma planta Gtil como conservante para bebidas e eficaz para a
salde fisica, devido a seus efeitos calmantes. Assim, os principes das chamadas “cidades-
Estado” germanicas promoveram o uso do lipulo como aromatizante na cerveja como saida
aos exorbitantes tributos cobrados pela Igreja sobre o comércio do gruit. Além disso, estudos
confirmaram que a cerveja podia ser conservada por mais tempo se fosse adicionado lGpulo

em sua elaboracdo, o que ndo ocorria com o gruit (A Historia do Gruit, 2013).

Até o0 século XVI 0 homem ndo tinha conhecimento do processo de fermentacéo e, por
iss0, as cervejas existentes em todo o planeta pertenciam a familia ale. A fermentagdo era
natural. As leveduras presentes na atmosfera entravam em contato com o agucar do mosto,
produzindo o alcool e gas carbdnico (BELTRAMINI, 2012). Em temperaturas altas, as
leveduras do ar multiplicam-se em um ritmo maior, de forma que os cervejeiros da época, que
ndo sabiam como lidar com este problema, deparavam-se com o espectro da inconstancia da
qualidade das cervejas. Com o objetivo de minimizar este problema, em 1553, o duque
Albrecht V da Baviera decretou que toda cerveja deveria ser produzida nas estacdes de outono
e inverno europeus, podendo ser guardadas para consumo durante a primavera e 0 Ver&o.
Como na época a refrigeracdo mecanica ainda ndo havia sido inventada, os cervejeiros
alemdes buscavam um local de estoque onde as cervejas pudessem ser armazenadas
refrigeradas a fim de ndo azedarem. Felizmente, alguém lembrou que as cavernas nas encostas
dos Alpes permaneciam geladas durante todo o ano, inclusive nos meses quentes. As cervejas
passaram a serem armazenadas la e observou-se que, a baixas temperaturas, os fermentos
acumulavam-se no fundo dos tonéis, originando-se dai o termo em inglés bottom fermented,
ou fermentacdo de fundo, relacionado a cervejas lager e mal traduzido em portugués para
“baixa fermentagdo”. O termo lager provém da palavra alema lagern, que significa guardada,
armazenada. Diferentemente das cervejas ale (escuras e opacas), as cervejas lager séo claras e
transparentes (RAMIREZ. 2003; HISTORIA da cerveja: Um pouco de Histéria da Cerveja.
2013; A LEI da Pureza Alema 2011).

A cerveja lager disseminou-se no planeta por causa de seu maior tempo de
armazenamento, 0 que permitiu seu transporte para regides mais longinquas e facilitou seu
comércio. Bioquimicos esclareceram que ocorreu a mutagdo genética ou selecdo natural das
leveduras ale, até entdo utilizadas no processo de fabrico de cervejas, dando origem a nova
cepa que fermentava melhor em temperaturas baixas. Sendo assim, os diferentes estilos de

cerveja foram surgindo espontaneamente no mundo ao longo da historia, sendo varios 0s
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parametros predefinidos que separam os estilos, como tipo de fermentacdo, ingredientes,
aparéncia, aroma, sabor, paladar, teor de alcool, amargor, etc (CERVEJAS mundo: As Lager,
2013; CERVEJAS do mundo: As Ale, 2013).

3.1.2 Tipos e estilos de cerveja

As cervejas sdo classificadas de acordo com algumas caracteristicas do produto e tipo
de processo utilizado na sua fabricagdo. Os principais aspectos levados em consideragdo para
a classificacdo de cerveja sdo a natureza e as caracteristicas das matérias-primas usadas, tipo
de levedura e condicdo do processo, que influenciam diretamente no tipo de cerveja a ser
obtida. Os tipos de cervejas estdo relacionados com conteudo alcodlico, tipo de fermentacéo,
concentracdo do malte e lupulo utilizados, duracdo do envelhecimento, teor de extrato final e
extrato primitivo (TIPOS de Cerveja, 2014).

Quanto ao tipo de fermentacéo, as cervejas podem ser de alta ou baixa fermentacao.
As cervejas de alta fermentacdo, conhecidas como ale, sdo as cervejas mais antigas, nas quais
as leveduras fermentam com temperaturas entre 18 e 22 °C. Estas cervejas sdo obtidas pela
acdo do lévedo que emerge para a superficie durante a vigorosa fermentacéo. Ja as cervejas de
baixa fermentacdo, conhecidas como lager, sdo produzidas por leveduras que floculam no
final da fermentacdo primaria (ou principal). Estas cervejas sdo obtidas pela fermentacdo do
Iévedo que se deposita no fundo do tanque, durante ou apo6s a fermentagédo, sendo este o tipo
de cerveja mais popular do mundo. A temperatura de fermentacao destas cervejas ocorre entre
8 e 14 °C. As cervejas do tipo ale sdo mais encorpadas e saborosas e servidas em temperaturas
mais elevadas do que as cervejas do tipo lager. No Brasil, 75% das cervejas vendidas

pertencem ao estilo lager e estas representam 90% do total de vendas (SILVA, 2014).

A cerveja também pode ser classificada pelo teor de extrato primitivo. O teor de
extrato primitivo é a densidade original do mosto antes de ser fermentado. A tabela 1
apresenta o teor de extrato de primitivo para diferentes tipos de cerveja.

22


http://www.cervejasdomundo.com/Ale.htm

Tabela 1: Teor de extrato primitivo de cada tipo cerveja.

Tipo de cerveja Teor de extrato primitivo (% p/p)

leve 5-10,5
comum 10,5-12
extra 12-14
forte acima de 14

Fonte: SINDICATO NACIONAL DA INDUSTRIA DA CERVEJA, 2013.

A cerveja também pode ser classificada segundo a cor. Esta classificacdo é feita em
E.B.C (European Brewerz Convention). A cerveja clara deve conter menos de 20 unidades
E.B.C. e a cerveja escura 20 ou mais unidades de E.B.C. (SINDICATO NACIONAL DA
INDUSTRIA DA CERVEJA, 2013).

A classificacdo quanto ao teor alcodlico expressa a porcentagem de alcool na cerveja.

A tabela 2 mostra a classificacdo de cada tipo de cerveja conforme a quantidade de alcool:

Tabela 2: Classificacdo de cerveja segundo a quantidade de alcool.

Tipo de cerveja alcool (%p/v)
sem alcool <05
baixo teor alcoolico 0,5-20
médio teor alcodlico 20-45
alto teor alcodlico 45-7,0

Fonte: SINDICATO NACIONAL DA INDUSTRIA DA CERVEJA. 2013.

Estima-se que atualmente existam 20 mil marcas e 150 tipos de cervejas no mundo
inteiro. Os diferentes estilos de cerveja foram surgindo espontaneamente no mundo ao longo
da historia, sendo varios os parametros predefinidos que separam os estilos, como o tipo de
fermentagdo, os ingredientes, a aparéncia, 0 aroma, o sabor, o paladar, o teor de alcool, o
amargor, etc. O nome dos estilos das cervejas pertencentes ao tipo lager homenageia as
cidades onde foram criadas estas cervejas, como, por exemplo, Pilsner, Munchener, Viena,
Dortmund, Einbeck, Bock, Export e Munich. Estas cervejas sdo armazenadas em baixa
temperatura e sdo guardadas até meses, dependendo da cervejaria, para clarear e amadurecer.
A grande quantidade destas cervejas tem cor clara e sabor moderadamente amargo (SILVA,
2014).
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As cervejas lager tipo Pilsen originaram-se na Republica Tcheca em 1842, quando os
produtores buscavam um estilo de cerveja cuja coloragdo fosse mais limpida e transparente.
Os ingredientes caracteristicos da cerveja Pilsen sdo malte de cevada levemente seco, lupulo
picante, levedura, agua e uma fermentacdo tipo lager em temperaturas entre 13 e 14 °C,

durante trés semanas.

O tipo pilsen divide-se em trés estilos: German Pilsner (GP), Bohemia Pilsner (BP) e
Classic American Pilsner (CAP). O estilo classico GP é fabricado com lGpulos nobres
alemées como Saaz, Harrlletauer Mittelfur, Tettnanger, Estiria Goldings, Spalt, Perle, entre
outros, sendo as cervejas bem lupuladas, com sabor e aroma picantes e o amargor do lipulo
bem elevado (SILVA, 2014; BEER Glossary, 2014).

O refrescante estilo BP é feito com maltes canadenses e europeus e lUpulo da
variedade Saaz. E conhecida pela dogura do malte e um final amargo refrescante
(BOHEMIAN Style Pilsener, 2013) A CAP foi criada antes da Lei Seca norte-americana e
possui maior teor de Ilupulo (BELTRAMINI, 2012). As cervejas lager tipo suave
conquistaram o mundo ap6s a Revolucdo Industrial e foram elaboradas para refrescar e custar
barato, uma vez que sdo preparadas com insumos como arroz e milho. Elas sdo as cervejas
mais vendidas e consumidas em todo o mundo. Este tipo agrupa cinco estilos de cerveja: Lite
American Lager (LAL), Standard Americam Lager (SAL), Premium Americam Lager (PAL),
Munich Helles, Dortmunder Export. As cervejas do estilo LAL tém coloracdo amarela palida

e sao suaves devido a presenca de tracos de malte e lGpulo, tendo um sabor levemente doce.

O estilo SAL é bem similar ao estilo LAL com um teor alco6lico maior, suave aroma

de malte e baixissimo amargor.

O estilo PAL possui maior percepcdo de lupulo em relagdo aos ultimos estilos, além
da alta carbonatacéo.

As cervejas Premium sdo conhecias por sua cor clara. A quantidade de adjunto de
arroz e milho adicionado nas cervejas Premium é menor do que nos outros estilos
mencionados anteriormente do tipo lager suave (2008 BJCP Style Guidelines: Category 1-
Light Lager, 2014).

O estilo Rauch Bier cujas cervejas sdo escuras e de baixa fermentacdo, pertence ao

grupo de cervejas amadeiradas. Rauch significa fumaca em alemé&o e a cerveja tem este nome
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por ser produzida a partir de maltes defumados. Os maltes sdo secos em fogo gerado pela
queima da madeira. Com a invenc¢do de secadores cujo combustivel passou a ser o carvdo, em
meados de 1700, esse carater defumado foi perdido na maioria das cervejas. As cervejas
apresentam aroma e sabor com notas defumadas que lembram madeira, fumaca e bacon, malte
tostado e lupulo moderado (EISENBAHN Hauch Bier, 2013).

As cervejas hibridas possuem esse nome porque sdo feitas com fermento ale e
maturadas em temperatura mais caracteristica de lager. O estilo Kolsch, cujas cervejas séo
claras, secas e com sabor de uma ale e levemente amarga, originou-se na cidade alema de
Colbénia. As cervejas com este estilo sdo delicadas e refrescantes, com um leve sabor frutado e
discreto amargor de lapulo. Como um estilo de cerveja alemd, o Kdlsch é fabricado de acordo
com a lei da Pureza Alema, na qual somente cevada, lUpulo, &gua e levedura sdo usados (O
que € Reinheitsgebot, 2013). As temperaturas frias ddo ao estilo uma qualidade seca,
enguanto que o fermento ale contribui com algum sabor frutado e de pdo - como aromas e

sabores que ndo sdo normalmente encontrados em lager (KOLSCH Profile, 2014).

3.1.3 Componentes da cerveja

A cerveja possui mais de 800 compostos que contribuem para seu aroma, amargor,
docura, sabor lupulado e alcodlico. Diversas classes de substancias, como carboidratos,
alcodis, aminoécidos, compostos fendlicos, vitaminas, &cidos carboxilicos, proteinas, entre
outros, foram encontrados nas cervejas através de analises quimicas. As proteinas da cerveja
s&o provenientes do malte da cevada (RAMIREZ, 2003). ModificacBes quimicas que ocorrem

nas proteinas durante a fermentacdo originam alguns polipeptideos encontrados nas cervejas.

Cervejas contém pequenas quantidades de vitaminas, como biotina e vitaminas do
complexo B (ou niacina), como a vitamina Bl (ou tiamina), B2 (ou riboflavina), B4 (ou
adenina), B5 (ou é&cido pantoténico), B6 (ou pirrodoxina, mesoinositol), B12 (ou
cianocobalamina), que sdo importantes para o crescimento da levedura durante a fermentacéo,
especialmente a biotina, o inositol e 0 acido pantoténico. Sendo assim, o0 mosto (mistura do
malte moido com agua quente e rico em acgucares) é uma rica fonte de vitaminas. Exceto o
inositol, que possui papel estrutural, todas as vitaminas tém funcdo catalitica (BANFORTH,
2000).

A quantidade de agUcares, carboidratos e dextrinas variam de acordo com o tipo de

cerveja. As cervejas tipo lager sdo normalmente mais fermentadas que as tipo ale e contém
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menos carboidratos residuais. A fonte de acucares fermentéveis na cerveja € o amido, rico em
cereais, principalmente o malte da cevada. Os sacarideos, que mantém a cerveja apos a
fermentacdo, incluem monossacarideos (D-ribose, L-arabinose, D-xylose, e D-galactose
encontrada em quantidades tracos), D-glicose e D-frutose, que sdo o0s principais
monossacarideos no mosto; os dissacarideos essenciais sao maltose (14% do carboidrato total
do mosto) e sucrose (5% do carboidrato total do mosto). Dos trissacarideos, o principal agtcar

é a maltotriose, que corresponde a quase 14% dos carboidratos totais.

Grande quantidade de trissacarideos (96%) € produzida na mosturagdo (etapa na qual
0 malte é misturado a &gua e cozido) (RAMIREZ, 2003). Aclcares podem servir como
indicadores da autenticidade e adulteracdo de bebidas, como sucos, uisques e cachaca, além
do acompanhamento do envelhecimento da mesma. As figuras 1 e 2 mostram a estrutura de

alguns carboidratos, monossacarideos e dissacarideos, respectivamente.

5
CH,OH
o

H OH
OH H OH OH
a-D- glicose a-D- galactose o-D- frutose o-D- ribose
6 6
CH,OH CH,OH 5

CH,OH
2 o OH

H H
OH OH
D glicose p-D- galactose p-D- frutose pB-D- ribose

Figura 1: Estrutura molecular dos isdmeros o e p dos monossacarideos. Figura
adaptada de FERREIRA, 2011, p. 4-7.

Na figura 1, observam-se as duas estruturas ciclicas da glicose, isomeros chamados de

a e f-D-glicose. No isdmero o 0 grupo hidroxila no C-1 esta abaixo do anel, e no isomero 3

no C-1 o grupo hidroxila encontra-se em cima do anel. A galactose difere da glicose na

configuracdo do carbono C-4. O mesmo ocorre com a galactose. Assim como a glicose, 0s

isdbmeros da galactose dependem da posi¢édo do grupo hidroxilo no carbono C-1 do anel. Os

isdbmeros a e S diferem entre si pela configuracdo que apresentam a volta do carbono C-2,
26



Semelhantemente, os isémeros ciclicos da ribose diferem entre si pela posicdo do grupo
hidroxila em relagdo ao carbono C-1 do anel (FERREIRA, 2011).

CH;0H a-maltose

OH OH H &
6 6
CH,0H CH,0H

Ligagio (a1 —=»f2)

Ligacio (1 —=4)

Sacarose OH

H OH l H OH p-lactose
Ligacio a(l —=4)

Figura 2: Estrutura molecular dos dissacarideos: sacarose, a-maltose e B-lactose.
Figura adaptada de FERREIRA, 2011, p. 7-9.

Os dissacarideos sdo constituidos por duas unidades de monossacarideos, unidos por
uma ligacdo glicosidica. Esta ligacdo é formada pela reacdo entre o grupo hidroxila do
primeiro monossacarideo e outro grupo hidroxila do segundo monossacarideo. Por hidrolise, a

molécula de dissacarideo produz duas moléculas de monossacarideos (FERREIRA, 2011).

3.1.4 Matérias-primas

e Agua

A &4gua é um fator de grande relevancia no preparo da cerveja, ja que a agua para
producdo deve possuir caracteristicas especificas. Em termos gerais, a agua para producao de
cerveja, conhecida como “dgua cervejeira”, deve ser insipida, inodora, possuir pH entre 6,5 e
8,0, turbidez menor do que 0,4 TUB (Termos de Unidades de Turbidez do inglés
Nephelometric Turbity Unit), além de ter uma concentragdo balanceada de ions como célcio,
magnésio, sodio, potassio, sulfato, cloreto, etc. A agua é usada no condicionamento (pré-
umidificacdo) do malte, etapa de brassagem, lavagem do bagaco do malte, rinsagem final e

lavagem de garrafas, barris e latas (PROCESSO de Fabricacdo da Cerveja, 2014).
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e C(Cevada

A cevada tem em sua composi¢cdo um teor de proteina numa proporcdo ideal em
relacdo ao amido e agentes importantes, como as enzimas e outros que se formardo durante a
mosturacdo. O malte é fabricado durante o malteamento - processo artificial e controlado da
germinacdo da cevada cervejeira. Durante este processo, os graos de cevada séo colocados em
condicdes favoraveis a germinacdo. Visto que nesta fase o amido do grdo possui cadeias
menores que na cevada, ele € macio e solivel. Também, no interior do grdo desenvolvem-se
enzimas fundamentais para o processo de fabricacdo da cerveja. Quando o processo de
desagregacao € alcancado, a germinacdo é interrompida e o malte é seco até que atinja teores
de umidade em torno de 4% (PROCESSO de Fabricacdo da Cerveja, 2014; INGREDIENTES
da Cerveja- 22 parte: Malte, Adjuntos e Outros Ingredientes, 2014).

A tabela 3 apresenta as composicOes do gréo da cevada e do grdo de malte:

Tabela 3: Composicdo do grao da cevada e gréao do malte

o Gréo da
Caracteristicas Gréo do malte
cevada
Massa do grdo (mg) 32a36 29a33
Umidade (%) 10a14 4a6
Amido (%) 55 a 60 50 a 55
Acucares (%) 05al10 8al0

Fonte: CEREDA, 1983 apud SILVA, 2005, p. 10.
e Lupulo

O ldpulo é uma planta do tipo trepadeira herbaceous, cujas flores fémeas possuem
grandes quantidades de resinas amargas e 6leos essenciais, responsaveis pelo sabor amargo
caracteristico da cerveja, que é fundamental para o impacto organoléptico total da cerveja, a
estabilidade do sabor e a retencdo da espuma (INGREDIENTES da Cerveja, 2014).

A tabela 4 mostra a composicéo quimica do lapulo:
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Tabela 4: Composicdo quimica do lapulo e porcentagem de cada componente.

Composigéo percentual

Teor de umidade 10a12
Resinas totais/ substancias amargas 12a22
Oleos essenciais 05a2
Lipidios e ceras 3
Proteinas 13a18
Substancias amargas/ polifenois 4ald
Carboidratos/ agucares 2a4
Amino&cidos 0,1a0,2
Celulose 10a17
Substancias minerais 7al0

Fonte: KUNZE, 1999 apud SILVA, 2005, p.8.

No instante de sua colheita o lUpulo possui um teor de 4gua de aproximadamente 80%,
tornando-o inadequado para o armazenamento. Por isso, o lUpulo é seco em estufa, antes de
ser estocado e armazenado na forma de p6 prensado (SILVA, 2005). O ltpulo é cultivado em
climas frios do hemisfério norte, sendo os paises do norte europeu e os Estados Unidos os
grandes produtores. Portanto, o Brasil importa quase toda a sua necessidade de lupulo da
Europa e Estados Unidos (INGREDIENTES da Cerveja, 2014).

e Adjuntos

A maioria dos paises tem o costume de substituir parte do malte de cevada por outros
cereais, maltados ou néo, e por carboidratos, a fim de tornar a producdo mais econémica. As
fontes de carboidratos utilizadas em substitui¢ao ao malte sao chamadas de “adjuntos”. Estes
adjuntos sdo adicionados ao malte da cevada em proporcdo balanceada, como fonte
secundaria de carboidratos para o processo de fermentacdo. Outra vantagem é que se produz
uma cerveja mais leve e suave em relacédo a cerveja feita exclusivamente com malte da cevada
(PROCESSO de Fabricacédo de Cerveja, 2013).

No processo de preparo de cervejas, podem ser usados como complementos todos 0s
cereais que tém em sua composicdo substancias ricas em amido. Podem-se citar os cereais:
arroz, milho, cevada ndo maltada, sorgo, mandioca e aveia como exemplos dos principais

tipos de adjuntos solidos utilizados, e agucar cristal, extrato do malte e extratos de cereais de
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adjuntos liquidos. O limite maximo de uso de adjuntos depende da capacidade do malte de
cevada em fornecer nutrientes suficientes para a levedura produzir alcool, para a propagacao
dessa levedura e para a obtengédo do sabor desejado da cerveja. Deve-se lembrar de que 0 uso
limitado da quantidade de malte pode levar a insuficiéncia de nitrogénio, o que ¢ prejudicial
para a levedura (MEDEIROS. 2010; INGREDIENTES da Ceveja- 22 Parte: Malte, Adjuntos e
Outros Ingredientes, 2014).

3.1.5 Elaboracdo da cerveja

O processo de elaboracdo de cerveja em uma cervejaria, mesmo que em escala micro,
envolve as seguintes etapas: moagem, mosturacdo, clarificacdo, fervura, resfriamento,
fermentacdo, maturacéo, filtracdo, envase e pasteurizacdo. Estas etapas séo divididas em dois

grandes processos: 0 preparo do mosto e a transformacdo do mesmo em cerveja.

3.1.5.1 Preparo do mosto
O preparo do mosto envolve as etapas de moagem do malte, mosturagéo, clarificacdo

(filtracdo do mosto), fervura (cozimento) e resfriamento.
e Moagem do malte

O malte gerado através da germinacao de grdos da cevada e de um processo de morte

do embrido é moido. Durante a moagem, o grao é reduzido uniformemente, a fim de se obter:

(1) rompimento da casca na direcdo longitudinal expondo o endosperma, por¢ao

interna do gréo;
(2) desintegracao total do endosperma, promovendo uma melhor atuacdo enzimatica e

(3) proporcdo minima de farinha com granulometria muito fina, evitando a formacéo
de substéncias que produzam uma quantidade excessiva de pasta dentro da solucéo
(HUGO, 2013).

e Mosturagdo (atuagdo enzimaética)

A mosturacdo compreende a mistura do malte moido com a agua, e a adi¢do de seus
adjuntos solidos, caso necessario, e do caramelo, se a cerveja a ser processada for escura.
Nesta fase, 0 malte moido é misturado a agua em condigdes com aumento de temperatura

gradual, quando entdo as enzimas do malte sdo ativadas e realizam a hidrdlise dos
30



constituintes do mesmo. A mistura obtida passa a ser chamada de mostura. O controle de
temperatura tem o objetivo de solubilizar as substancias soliveis em agua, enquanto que as
enzimas solubilizam as substancias insoltveis, promovendo a gomificacdo e posterior
hidrolise catalitica do amido (PROCESSO de Fabricacdo da Cerveja, 2014). Além disso, na
mosturacao, o amido € decomposto em agucares fermentéveis (glicose, maltose e maltotriose)
e ndo fermentéveis (dextrinas). As proteinas também sdo degradadas em cadeias menores, 0
que é importante para a formacdo de espuma e de aminoacidos para a levedura cervejeira
(ALVES, 2010).

As enzimas existentes no malte sdo responsaveis pela decomposicdo de moléculas.
Sabe-se que os fatores como temperatura, tempo, grau de acidez, concentragdo do meio,
qualidade do meio e constituicdo do produto da moagem, afetam o processo enzimatico.
Assim, a escolha do tipo de mosturagdo ou programa de temperaturas, leva & composicao e ao

tipo de cerveja desejado.

A tabela 5 mostra um resumo da atuacdo enzimatica nas suas melhores condi¢des de

pH e temperatura:

Tabela 5: Atuacdo das enzimas em condicdes 6timas de pH e temperatura.

Enzima Atuacio pH  Temperatura (°C)

Decomposicao da hemicelulase em glucanos
Hemicelulase de baixa e média massas molares 45a47 40 a 45

Decomposicdo das proteinas de alta e média

Exo-peptidase massas molares em aminoacidos 52a8,2 40 a 50
Endo- Decomposicao das proteinas em produtos
peptidase intermediarios de alta e média massas molares 5,0 50 a 60

Desagregacdo do amido em maltose e

Dextrinase maltriose 51 55 a 60

B-amilase Decomposicao do amido em maltose 54ab5,6 60 a 65
Decomposicao do amido em dextrinas

a-amilase inferiores 56a5,8 70a75

Fonte: Tschope, 2001 apud SILVA, 2010, p. 14.
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e Filtracdo, fervura e resfriamento do mosto

A etapa de filtracdo também é conhecida com clarificacdo do mosto. A retirada do
bagaco é feita através da sedimentacdo natural e efetuada em equipamento cujo fundo é uma
peneira, na qual o liquido passa pela camada de cascas de malte depositadas. Em seguida, as
cascas sdo lavadas por meio da passagem de dgua aquecida nas proprias peneiras de coleta.
Depois de filtrada, a mostura passa a ser denominada de mosto. Em seguida, o mosto é levado
a um tanque e fervido. Durante este processo, adiciona-se o lGpulo e os adjuntos liquidos
(HUGO, 2013).

O processo de fervura estabiliza o mosto e a futura cerveja em quatro aspectos:
biolégico (esteriliza o mosto), bioquimico (destr6i as enzimas remanescentes da fase de
mosturacdo), coloidal (precipita 0 material proteico) e sensorial (volatiliza 0os compostos

indesejaveis). Alem disso, as proteinas maiores sao removidas durante a fervura do mosto.

Antes de ser enviado para a fermentacdo, 0 mosto precisa ser resfriado porque a
levedura ndo suporta temperatura maior que 100°C. A temperatura de resfriamento depende
do tipo de cerveja que serd produzida: mostos do tipo lager sdo geralmente resfriados para
temperatura entre 7 e 15°C e os do tipo ale sdo resfriados em média entre temperaturas de 18
e 22°C, antes da adicdo de levedura. Na etapa de resfriamento, ocorre a remoc¢do de material

proteico que precipitou durante a fervura (MEDEIROS, 2010).

3.1.5.2 Transformagdo do mosto em cerveja
A transformacdo do mosto em cerveja abrange as seguintes etapas: fermentagéo,

maturacao, filtracdo, envase e pasteurizacao.

e Fermentacdo do mosto

Assim como a producdo do mosto, a etapa de fermentacdo também influencia de
maneira direta na qualidade da cerveja. As leveduras usadas, Saccharomyces cerevisiae, para
a producdo de cervejas do tipo ale, e Saccharomyces uvarum, para as tipo lager, sdo
responsaveis pela transformacdo do mosto em cerveja, com a formagdo da maioria dos
compostos que ddo aroma e sabor caracteristicos (D’AVILA et al, 2012). A levedura é um
microorganismo unicelular que obtém sua energia na presenca de oxigénio (aerébio) durante a
fase da respiracéo e, na auséncia de oxigénio (anaerobio), durante a fase de fermentacéo. Ele é

0 microorganismo responsavel pela fermentagdo alcoolica na cervejaria. A fase respiratoria
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(em presenca de O, no meio), acontece nas primeiras horas de fermentacdo, sendo
evidenciada pela intensa multiplicagdo celular, formacdo de membrana, pouca formacgédo de
espuma e reduzida queda de substrato. A fase fermentativa comeca a medida que o oxigénio €
consumido na respiracao. A fase anaerdbia de fermentacdo é evidenciada pela intensa queda
de substrato, liberacdo de calor e formacgdo de espuma (ALVES, 2010). A reagdo abaixo

descreve o processo quimico da fermentacdo. Ela é uma reacdo exotérmica:
CeH1206 + 2Pi + 2ADP ——» 2C,Hs0H + 2C0O, + 2ATP + 2H,0

Na reacdo acima, a molécula de glicose € quebrada, formando duas moléculas de
etanol (C,HsOH), duas de diéxido de carbono (CO,) e duas de &gua (H,O). Parte da energia
liberada na quebra da molécula de glicose na fermentagéo € usada para ligar o radical fosfato
inorganico (Pi) a molécula de Adenosina Difosfato (ADP) e formar a Adenosina Trifosfato
(ATP), molécula que é um reservatorio de energia (LEHNINGER et al, 2002).

A fermentacdo é a fase mais importante para o paladar da cerveja, jA que
paralelamente a transformacdo de acglcar em alcool e gés carbdnico, sdo produzidas outras
substancias em pequenas gquantidades, que também sdo responsaveis pelo aroma e sabor do
produto. No processo de fermentacdo, através da transaminacdo e desaminacdo de
aminoacidos, os cetoacidos sdo convertidos a alcool por descarboxilacdo e reducdo, sendo
assim os coprodutos etanol, metanol, 1-propanol, 2-propanol, 2-metil propanol, 3-metil
propanol, feniletanol, glicerol e tirosol sdo tipos de alcobis presentes na cerveja, embora o

etanol esteja presente em maior quantidade (BANFORTH, 2000).

A sacarificacdo é a fermentacdo das matérias amilaceas (substratos fornecidos a
levedura como sacarose, glicose e frutose) apds hidrélise, na qual o amido ndo fermentavel se
transforma em acucar fermentavel. A ordem de utilizacdo dos aglcares do mosto, presentes ou
obtidos pela sacarificacdo pela levedura é a seguinte: glicose > frutose > maltose >

maltotriose, independente da fermentacéo ser ale ou lager (D’AVILA et al, 2012).

As leveduras produzem os compostos ativos do aroma e do sabor da cerveja como
subprodutos da sintese de substancias necessarias ao seu crescimento e metabolismo. A
quantidade destes compostos na cerveja varia com os padrdes de crescimento celular que sdo
diretamente influenciados pelas condi¢des de processo. Assim, varios pesquisadores tém se

interessado pelo estudo da influéncia das condigbes de fermentacdo, concentracéo,
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composicdo do mosto, temperatura e duragdo do processo fermentativo sobre as
caracteristicas sensoriais da cerveja (MEDEIROS, 2010).

e Maturacéo e filtracdo

No final do processo fermentativo, a cerveja é armazenada ou permanece em tanques
em baixas temperaturas, propiciando o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais,
desejaveis ao produto final. Este processo de fermentacdo secundaria é conhecido como
maturacdo ou etapa de clarificacdo da cerveja. Durante este processo, as substancias
formadoras de turvacdo, como células de levedura, sdo retiradas no tanque de fermentagéo
e/ou na centrifuga, subprodutos de decomposi¢do de proteinas, polifendis, entre outros séo
depositados. A clarificacdo depende de fatores relacionados as caracteristicas das substancias
formadoras da turvacao, do tempo de maturacdo e das propriedades do tanque (PROCESSO

de Fabricagdo da Cerveja, 2014).

Apdbs o término da etapa de maturacdo, as substancias em suspensdo devem ser
removidas durante a filtracdo da cerveja, a fim de eliminar o aspecto turvo. Depois desta
filtracdo, a cerveja recebe didxido de carbono, além de outras substancias que irdo garantir a
qualidade da cerveja e aumentar seu tempo de prateleira, como estabilizantes e antioxidantes,

estando pronta para o envase.
e Envase e pasteurizacdo

No envase da cerveja, um complexo de maquinas e equipamentos acondiciona a
bebida em uma determinada embalagem. Nesta etapa, alguns cuidados sdo tomados: manter o
minimo de teor de gas oxigénio possivel no produto envasado, evitar a perda de dioxido de
carbono e a contaminagédo do produto (ALVES, 2010).

A cerveja envasada é pasteurizada, a fim de se eliminar microorganismos que
poderiam prejudicar as caracteristicas originais da cerveja. Por isso, a pasteurizacdo costuma
ser realizada em temperaturas letais a eles. A cerveja envasada antes da pasteurizagdo chama-
se “Chopp”. O processo de pasteurizagdo consiste no aquecimento da cerveja a temperatura
de 65 °C e posterior resfriamento gradual. ApdOs 0 processo térmico, a cerveja esta pronta para
o consumo (REINOLD, 2014).
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3.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear consiste na deteccdo da energia & das
radiofrequéncias por partes de nucleo numa molécula emitida apos prévia absor¢do, na
presenca de um campo magnético By. Ela é uma das técnicas mais importantes para a
aquisicdo de informacdes fisica e quimica, eletrénica e estrutural das moléculas, de uma
forma nédo destrutiva, podendo fornecer informacdes a respeito da estrutura tridimensional e

da dindmica das moléculas.

Somente nucleos cujo spin nuclear é diferente de zero sdo ativos na RMN. Na
presenca de um campo magnético, a degenerescéncia dos estados energéticos dos spins €
levantada. A diferenca de energia entre os estados energéticos dos spins depende do campo
magnético no qual eles se encontram. O campo magnético da terra é tdo baixo, que a
diferenca energética € negligencidvel e assim, os estados energéticos dos spins sdo
degenerados. Mas, ao colocarmos 0s nucleos dentro de um campo magnético artificial,
levantamos esta degenerescéncia, os diferentes estados energéticos dos spins realmente tém
diferentes energias, e transicbes entre o0s estados se tornam visiveis. A radiacdo
eletromagnética envolvida nestas transigdes estd na faixa do comprimento de onda ¢ das
radiofrequéncias e € detectada em um espectrémetro de RMN, através da radiacdo emitida

pelos nucleos quando estes voltam ao estado fundamental.

3.2.1 Fundamentos da RMN

Um nucleo com spin nuclear | possui 2I1+1 estados de spin nuclear degenerados,
caracterizados pelo nimero quantico m;= 1, (I-1), (I-2), ..., -1. O momento angular intrinseco P
de um nacleo com spin | tem 21+1 proje¢6es num eixo escolhido arbitrariamente, como por

exemplo, o eixo dos zz:

m=+h

PZZ = 21_[

onde h é a constante de Planck (HONARK, 2011).
Um ndcleo em rotagdo tem também um momento magnético p, proporcional ao seu

momento angular de spin P, segundo a equacao:

p=v*P
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O fator de proporcionalidade y, chamada de constante giromagnética, possui valor

especifico e constante, para o isétopo de cada elemento (nuclideo).

A tabela 6 mostra os valores de momento angular de spin e da constante giromagnética
v para cada nucleo. A y esta relacionada com a sensibilidade do nucleo. Sendo assim, quanto

maior vy, maior serd a sensibilidade do experimento de RMN (ESCHER, 2004).

Tabela 6: Propriedades dos nuclideos.

Frequéncia de ressonanciaa  Abundancia Natural

Is6topo 7y (relativa) 11,7 T (MHz) (%) Sensibilidade relativa
H 100 500 99,98 1

B¢ 25 125 1,1 10-°

N\ -10 50 0,37 10”7

9p 94 455 100 0,8

2 -20 99 4,7 107

p -40 203 100 0,07

Fonte: Tabela adaptada do ATKINS, 2006. p. 516

Na auséncia de um campo magnético, 0s momentos magnéticos estdo orientados
aleatoriamente em todas as dire¢des. Todas as orientacdes 21+1 de um nicleo com spin | tem
a mesma energia, uma vez que a distribuicdo dos momentos magnéticos ¢ completamente
isotropica. Quando se aplica um campo magnético By, a degenerescéncia dos estados de spin
deixa de existir e, para um nucleo com I=1/2, 0 momento magnético pode assumir duas
orientagdes: () paralela e (B) anti-paralela a direcdo do campo magnético. Quanto maior for a
intensidade do campo magnético aplicado, maior serd a diferenca energética entre os dois
estados de spin nuclear, e consequentemente, mais acentuada sera a diferenca de populactes
entre os dois estados. A diferenca entre a populacdo de nucleos paralelos e antiparalelos a By €
relacionada pela distribuicdo de Boltzman, segundo a equacao:

Na

Ny

AE/KT

onde N, € Ng representam, respectivamente, as populagdes nos estados de spin e e f; k ¢ a

constante de Boltzman e T a temperatura absoluta.

A figura 3 mostra os dois niveis de energia do spin em um campo magnético de magnitude

Bo, cujas populagGes dos estados de spin nuclear sao N, € Npg:
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Figura 3: Niveis de energia do spin em campo magnético Bo. N é a populacéo de spins
acima (N,) e abaixo (Ng). A forca de By aumenta para a direita. Figura adaptada do ATKINS,
2006. p. 128.

As transicdes entre esses dois niveis de energia ocorrem somente por absorcdo (ou
emissdo) de uma radiagcdo com frequéncia relativa & diferenca de energia dos niveis: AE=hv
(ATKINS, 2006). Esta diferenca de energia depende dos campos magnéticos envolvidos e €
dada pela equacéo:

h

AE = — B
2”*)’* (]

onde AE é proporcional ao campo magnético de magnitude By (SILVERSTEIN et al, 2005).

Os spins dos nucleos polarizados entram em movimento de precessdo em torno do
eixo de aplicacdo By e diz-se que os nucleos estdo em ressonancia com a radiacao aplicada. A
frequéncia desta energia de precessdao chama-se frequéncia de ressonancia ou frequéncia de

Larmor v,_ e é dada pela equacédo abaixo:

_ Y *By
T 2m

149

A frequéncia de luz sob determinada for¢a do campo magnético na qual os nucleos de
cada elemento absorvem depende do ambiente eletronico ao redor destes nucleos, ja que os

elétrons também sdo afetados pelo campo magnético. Assim, a frequéncia de Larmor de um
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nacleo numa molécula, que foi definida pela expressdo anterior deve, em rigor, ser definida

por:

_Y*Bef
2

Vi,

em que B € 0 campo magnético efetivamente sentido pelo nicleo. Bes € inferior a By devido
ao efeito de blindagem exercido pelo campo magnético local criado pela densidade eletrénica
do proprio nucleo e que é afetado pelo seu ambiente quimico. O campo magnético efetivo,
Ber, esta naturalmente relacionado com By, mas resulta também do efeito de blindagem
magnética, ¢, que depende da vizinhanga do nucleo de interesse (ATKINS, 2006).
Bes = Bo * (1 —0)

Nucleos quimicamente ndo equivalentes sofrem diferentes efeitos de blindagem e tem,
por isso, diferentes ressonancias de Larmor, originando sinais separados no espectro. A
posicdo, ou seja, 0 desvio quimico &, de cada sinal é uma grandeza relativa que relaciona a
frequéncia de ressonancia de um nucleo (@) com a frequéncia de ressonancia de um composto
de referencia (mrs) € € independente da intensidade do campo magnético estatico By

(SILVERSTEIN et al, 2005).

5= w — wref
wref

3.2.2 Aquisicao do espectro

O espectrometro expde 0s nucleos a um campo magnético estatico (By) que alinha 0s
momentos magneticos dos nacleos. Em seguida, um segundo campo magnético (B;)
perpendicular a By, € aplicado a amostra por um curto periodo (1-100 microsegundos), com
um pulso. Esse pulso perpendicular faz com que os momentos magnéticos dos nucleos
mudem de direcdo em um caminho circular de precessao; um efeito que pode ser medido por
uma bobina de deteccdo ao redor da amostra. Assim que o pulso é interrompido, a precessao
diminui a medida que os nucleos se realinham com o campo magnético estatico By. Esse
processo é chamado de relaxacéo e ocorre por diferentes mecanismos, que estdo relacionados
com a identidade da amostra. A partir deste processo, um grafico da intensidade do sinal
medido pelo detector versus tempo é chamado de decaimento de livre inducdo (DLI) ou FID,
do inglés Free Induction Decay). O DLI é um interferograma complexo cujo contetdo possuli
todas as frequéncias que sdo emitidas simultaneamente durante o decaimento e é um registro

de intensidades em fungéo do tempo (SILVERSTEIN et al, 2005).
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Uma funcdo matematica chamada de transformada de Fourier (TF) ou (FT do inglés
Fourier Transform) é aplicada ao sinal do DLI e o converte para uma representacdo de

intensidades em fun¢ao da frequéncia, resultando no “espectro de RMN”.

A figura 4 mostra o espectro de RMN ap6s a TF do FID. As vantagens de tais técnicas
de pulso incluem a capacidade de poder armazenar dados digitalmente em um computador,
que pode registrar varios espectros e calcular quaisquer célculos que se fagam necessarios
(ALVES, 2010).

%%—v o

TF TF

ﬂn M/\{ﬂﬂu/\; -
JUVVUUJUUW

amphitude do sinal
amplitude do sinal

espectro espectro

+ - lrequénca S— +— - lreqidénaa

Figura 4: Aplicacdo da Transformada de Fourier para aquisicdo de espectro de RMN.
Os espectros com dominios de tempo resultam em espectros com dominio de frequéncia e
respectivos deslocamentos quimicos ap6s a Transformada de Fourier (TF) computadorizada.
Figura adaptada do FREITAS, 20009.

3.3 Analise por Componentes Principais (ACP)

A Andlise por Componentes Principais, (ACP), do inglés Principal Component
Analysis (PCA), é uma técnica estatistica multivariada desenvolvida para extracdo de dados de
grandes matrizes contendo numerosas linhas e colunas. Uma das razdes para o uso de ACP se
deve a enorme quantidade de dados produzidos por técnicas analiticas. Componentes
principais reduzem o numero de varidveis através de combinagdes lineares, sendo estas
variaveis, por exemplo, o comprimento de onda de espectros (FARO Jr, 2010). A ACP

simplifica a representacao dos dados da matriz chamada de multivariada ou multidimensional.
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Na matriz de dados, m varidveis sdao medidas para cada amostra (n), conforme a figura 5

abaixo.

m variavies

n X m dados

mm-&—rmganﬂ:

Figura 5: Representacdo de uma matriz de dados com m varidveis e n amostras.
Figura adaptada do MASSART, 1997. p. 520

Usualmente, mais de uma varidvel é medida em analises quimicas. O numero de
dimensGes € igual ao numero de variaveis medido para cada amostra ou objeto. Assim, 0s
dados provenientes da matriz de dados nos quais m-variaveis sdo medidas, sdo m-
dimensionais. Eles sdo chamados multivariados e visualizados em graficos m-dimensionais.
A ACP correlaciona estatisticamente as colunas da matriz de dados e assim pode indicar se
uma variavel contribui mais para diferenciacdo das amostras, se as variaveis estdo

correlacionadas, ou ainda se sdo independentes umas das outras.

A ACP é sempre usada a fim de se fazer estudos preliminares da estrutura dos dados.
Determina-se 0 maior nimero de variaveis e espera-se que os padrdes de resultados dos dados
permitam diferenciar diversas amostras (ou objetos). A ACP ¢é utilizada principalmente como
ferramenta de analise na exploracdo de dados e criagdo de modelos preditivos, como na
classificacdo de bebidas, metaboldmica, quimica analitica e deteccdo de alteracBes sutis da
natureza de cromatogramas que ndo sdo visiveis a um operador, analise de imagens, dentre
outros (SILVERIO, 2008).

A principal caracteristica da ACP é a reducdo das dimens@es, quase sem perda de
informacao. Isto é possivel porque ela projeta dados m-dimensionais, em um espaco de baixa
dimensionalidade; normalmente duas ou trés. A importancia de cada eixo em um gréfico de
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componentes principais (CP), é mostrada em termos de sua respectiva variancia, apontando
quanta informacdo é extraida em cada componente. De uma forma geral, 70%, ou mais, da
variancia estd contida nos dois primeiros componentes principais. A maior parte das
informacBes contidas nos dados originais € transformada no primeiro componente principal
(CP1) e a segunda e terceira maiores informacgdes sdo transformadas no segundo e terceiro
componentes principais (CP2 e CP3), respectivamente (MASSART, 1997).

Em uma andlise por componentes principais, 0 conjunto das amostras estabelece a
estrutura dos dados através de graficos de scores e loadings, cujos eixos sd0 componentes
principais (CPs) sobre os quais 0s dados sdo projetados. Os scores indicam a composi¢do das
CPs em relacdo as amostras, enquanto que os loadings fornecem essa mesma composi¢do em
relacdo as varidveis. Ja que as CPs sdo ortogonais entre si, é possivel avaliar as relag@es entre
amostras e varidveis através dos graficos dos scores e dos loadings. Além disso, o estudo do
conjunto dos scores e loadings permite estimar a influéncia de cada variavel em cada amostra
(VASCONCELOS, 2013).

Na figura 6 os dados sdo estruturados em uma pequena extensdo ao redor de uma linha
reta. A projecdo dos dados nesta figura mostra alguma diferenciacdo entre as diferentes
categorias, mas para o exemplo, a separacdo entre os grupos 5-6-7 e 8-9-10 ndo pode ser

observada.

Observa-se que existe alguma variagdo ao redor do CP1, mas procede-se com a
determinacdo do CP2. Este é ortogonal ao CP1. O CP2 é desenhado na direcdo da maior
guantidade de variacdo residual ao longo do CP1. Os diferentes pontos podem ser projetados
nos CP1 e CP2, e o resultado dos scores, usados como novas coordenadas (figura 7) para cada
ponto no plano CP1-CP2 (MASSART, 1997).

41



Figura 6: Projecdo dos pontos em CP1 para o conjunto de dados. Figura adaptada do
MASSART, 1997. p. 526.

Figura 7: O plano PC1-PC2. Proje¢0es neste plano produziriam uma boa representacéo
dos dados originais. Figura adaptada do MASSART, 1997. p. 526.

Para a ACP, foram construidas matrizes dos espectros das amostras. Nestas matrizes,
0s espectros representavam as linhas, e 0s deslocamentos quimicos, as colunas.

A figura 8 mostra o resultado da ACP de cinco amostras escolhidas aleatoriamente no
universo das amostras de cervejas estudadas e analisadas na regido do deslocamento quimico
dos alifaticos. Nesta figura, os graficos menores, na parte de baixo, apresentam combinacdes
de componentes principais (CP ou PC em inglés). Eles representam a variancia explicada pelo
modelo. Ao atingir um patamar, o aumento do nimero de CP’s ndo acrescenta mais

explicacéo significativa ao modelo.
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Figura 8: As sub-regibes A, B, C, D e E mostram respectivamente: grau de

confiabilidade do modelo; distancia das amostras em relagdo ao modelo; curva da variancia

explicada;

gréfico de scores e loadings obtidos com os espectros de RMN na faixa dos

alifaticos. Em roxo estdo marcadas as cervejas do estilo PAL: Becks e Heineken.

Os graficos A, B, C, D e E da ACP, apresentado na figura 8, fornecem as seguintes

informacdes:

A) Proximidade das amostras ao modelo, onde a linha pontilhada representa 95% de

B)

C)

confiabilidade do modelo. O canto inferior a esquerda corresponde a
confiabilidade melhor que 95%.

Distancia das amostras para o modelo, uma vez que a linha horizontal situada no
meio desta figura simboliza o0 marco zero para 0 modelo. Sendo assim, qualquer
amostra acima desta linha distanciou-se positivamente do modelo, enquanto que
ocorre 0 contrario para uma amostra abaixo desta linha. Amostras equidistantes
desta linha indicam que a representacdo do modelo foi equilibrada. Se o modelo
estiver muito longe de algumas amostras e bem perto de outras, a representacéo
ndo é equilibrada.

Quanto da variancia das amostras é explicada pelos componentes principais. Em

azul estd marcado o CP com que a variancia explicada ultrapassa 95%.

D) Correlacéo dos valores representando o0s espectros numa combinacao de diferentes

CPs. Quanto mais proximos os pontos estiverem no grafico da ACP, maior sera a
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similaridade das propriedades escolhidas para analise da ACP. E assim, pode-se
formar uma classe de amostras com caracteristicas quimicas em comum.

E) A relacdo entre as varidveis no espaco do novo componente principal e espacgo

espectroscopico original é descrita pelos loadings. Os pontos nos loadings no ACP
fornecem a ligacdo entre a interpretacdo estatistica e espectroscopica. Isto é
fundamental porque a analise da ACP dos graficos da figura D revela fendmenos
estatisticos, mas ndo explica os fendmenos quimicos. Os pontos dos loadings
mostram como 0s componentes principais estao relacionados com as coordenadas
originais. Ao invés de um calculo de ACP com o maior nimero possivel de CPs,
seleciona-se um pequeno numero de CPs no qual a maior parte da variancia é
explicada. Esses CPs abrangem um espaco reduzido de variancia chamado espaco
modelo. Cada ponto dos loadings indica que deslocamentos quimicos foram
responsaveis pela diferenciacgéo.

A maioria das aplicacGes da ACP é para analises qualitativas, isto é, a ACP é usada
para testar se existem efeitos significativos em um conjunto de dados. Alguns estudos podem
ser feitos com um pequeno ndmero de dados. Assim, se o trabalho consiste na selecdo de
parametros, variaveis e amostras para a obtencdo de um resultado, como a separacao entre
dois grupos, a ACP é utilizada (BRUKER, 2008).

Uma vez que a ACP fornece uma anélise fornece uma andlise preliminar dos dados e
deste modo agrupa padrdes por meio das similaridades ou diferencas entre as amostras, pode-
se construir modelos a partir desta separacéo entre 0s grupos das amostras. A construcao do

modelo requer pericia e interpretacdo cuidadosa dos detalhes (BRUKER, 2008).
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Capitulo 4: Materiais e métodos
Este capitulo consiste na apresentacdo dos materiais e métodos utilizados na aquisicao
deste trabalho: selecdo de amostras e preparo das amostras para analise por RMN, tratamento

dos dados, anéalise por componentes principais e equipamentos tilizados.

4.1 Materiais e reagentes
o D20 (D, 99,96% contendo 0,01 mg/ mL DSS);

o 25 mL de cerveja

o 1 proveta de 25 ml

. 1 erlenmeyer de 50 mL

) 1 fumil de vidro

o 1 baldo de vidro de fundo redondo
o 1 frasco de liofilizador Edwards

4.2 Equipamentos
o Espectrometro Bruker 400MHz DM X-400;
. Espectrometro Bruker 500MHz AV-500;
. Liofilizador Christ, modelo Beta 2-16;
. Gerador de Ultrasson Unique Ultrasonic Cleaner, modelo USC -750A,

frequéncia 25KHz.

4.3 Selecao das amostras

As cervejas foram adquiridas nos supermercados e selecionadas de acordo com a
disponibilidade, de forma que abrangessem a maior quantidade de estilos de cerveja
comercializada e que tivessem aditivos diferentes. A tabela 7 mostra os estilos e as
caracteristicas das cervejas analisadas.

Tabela 7: Estilo e caracteristica das cervejas analisadas.

Estilo Caracteristica Marca da Cerveja
German Pilsner (GP) Bitburger
DAB
Pilsen Fursten
Konig
Warsteiner
Werner
Kolsch (K) Hibrida Gaffel
Eisenbahn Kolsch
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Premiun  American Amstel
Lager (PAL) Becks
Suave Duff Beer
Heineken
Mahou
Stella Artois
Pale Ale Ale Colorado
Eisenbahn Pale Ale
Pilsen Pilsen Bohemia
Eisenbahn Pilsen
Standard  American Antarctica
Lager (SAL) Antarctica sub-zero
Brahma
Budweiser
Suave Carlsberg
Devassa
Kaiser
Quilmes
Schin
Skol
Skol International
Rauch Bier Amadeirada Eisenbahn Rauch Bier

4.4 Preparo das amostras

O volume de 25,0mL de cerveja a ser analisada foi submetido ao ultrassom por vinte
minutos e em seguida foi evaporado a pressao reduzida (liofilizado). O residuo obtido foi
deixado no dessecador por 24 horas e entdo pesado. As amostras foram armazenadas em

frascos de vidro, devidamente selados e identificados.

4.5 Andlise por RMN

Foram pesadas, em frascos previamente tarados, cerca de 10 mg de cada amostra
obtida conforme descrito no item 4.4. A estas foram adicionados 0,7 mL de 6xido de deutério
(D,20). A solucéo obtida foi transferida para um tubo de RMN de 5 mm de didmetro, para

analise.

Os espectros de RMN *H e foram adquiridos em um espectrémetro Bruker 400MHz
operando a 400,15 MHz, em uma sonda de 5 mm Quattro Nucleus Probe (QNP) com
software de aquisi¢do TopSpin versdo 1.3 e processados com o software TopSpin Plot Editor.

A aquisigdo dos espectros foi realizada a uma temperatura de 25°C. Os espectros
foram obtidos com supressdo do sinal da D,O (4,8 ppm) e o &cido 4,4-dimetil 4-silopentano
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1-sulfonico (DSS) foi referéncia. Os parédmetros utilizados para aquisicdo dos espectros
foram: janela espectral de 18,60 ppm, nimero de pontos 64 k, tempo de espera entre os pulso
(delay time) de 1 segundo, nimero de transientes igual a 64 e um tempo de aquisicdo de 4,4
segundos.

Os experimentos de Espectroscopia Ordenada por Difusdo (DOSY do inglés Diffusion
Ordered Spectroscopy) foram adquiridos com a mesma amostra a 25°C em um espectrometro
Bruker 500MHz AV-500 operando RMN de préton na frequéncia de 500,13 MHz. No total
para os espectros de DOSY foram observados 256 experimentos cada um consistindo de 8
scans.

Apbs a realizagdo da transformada de Fourier dos FIDs, os espectros foram

manualmente colocados em fase e tiveram sua linha de base corrigida.

4.6 Andlise dos Componentes Principais

Os FIDs dos experimentos de 'H das cervejas foram submetidos & Analise de
Variancia com aplicacdo do teste de comparacdo multipla de Tukey ao nivel de significancia
de 5% e estatistica multivariada com aplicacdo da Anéalise de Componentes Principais
utilizando o software Amix Viewer & Amix Tools, versdo 3.8 (BRUKER, 2008).

Uma vez que cada ponto dos loadings indica quais deslocamentos quimicos foram
responsaveis pela diferenciacdo, identificou-se as substancias quimicas responsaveis por esta
diferenciacdo usando-se a tabela do anexo A. Os deslocamentos quimicos foram destacados
nos loadings e usou-se uma margem de erro de 0,01 ppm no deslocamento quimico na

identificacdo das substancias na tabela citada.

4.7 Construcao do modelo de ACP através de espectros de RMN

O modelo foi construido com um grupo de espectros previamente submetidos a ACP e
entdo descritos em um conjunto, por exemplo, conjunto de espectros normais. Escolheu-se
espectros de diferentes estilos de cervejas para participar na construgdo do modelo. Caso o
espectro tenha comportamento extraordinario, afastando-se muito da linha que representa o
modelo, este espectro deve ser retirado e um novo modelo deve ser construido (BRUKER,
2008).

Os testes de validacdo foram feitos usando-se espectros de cervejas do banco de dados

que pertenciam aos mesmos estilos de cervejas usados na construgdo do modelo.
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Capitulo 5: Resultados e Discussao
Este capitulo tem o objetivo de expor os resultados obtidos atraves do RMN,
mostrando as caracteristicas da composicdo da bebida observadas pela técnica, bem como

discutir as diferencas entre os estilos de cada cerveja a serem analisadas pelo ACP.

5.1 Analise da cerveja por *H-DOSY

A técnica analitica denominada de Espectroscopia de Difusdao Ordenada (“DOSY” do
inglés “Diffusion Ordered Spectroscopy’) monitora a amplitude dos ecos de spin, na presenca
de um gradiente de campo magnético pulsado, para medir a difusdo molecular (SOUZA,
2002). O coeficiente de difusdo de uma molécula depende de uma série de fatores. Os mais
importantes sdo a conformagdo da molécula, que define o didmetro médio de colisdo, as
polaridades da molécula e do solvente, o solvente e a temperatura.

A difusdo da molécula na solucédo se torna observavel ao RMN, se for aplicado um
gradiente, fazendo com que diferentes volumes da amostra tenham diferentes campos
magnéticos. Neste caso, 0 comeco do experimento de RMN ocorre em um volume, e a
observacdo do FID em outro. Como diferentes compostos de uma mistura terdo diferentes
coeficientes de difusdo, os sinais dos compostos nos espectros também terdo diferentes
variacfes e um ajuste permitird a separacdo. Sendo assim, fez-se a analise do DOSY a fim de
se observar 0 nimero minimo de compostos na cerveja através da quantidade dos coeficientes
de difuséo moleculares observados.

A técnica 'H-DOSY de RMN foi aplicada & cerveja aleatéria, Itaipava, seguindo o
procedimento de preparo de amostra descrito no item 4.4,

A figura 9 exibe o espectro DOSY, no qual os deslocamentos quimicos sao
apresentados na dimensdo F2 (eixo horizontal) e os coeficientes de difusdo moleculares séo
mostrados na F1 (eixo vertical). Cada linha corresponde a um espectro *H 1D, cuja origem é
uma molécula com um coeficiente de difusdo molecular caracteristico. Para misturas com
poucos componentes, cujos coeficientes de difusdo diferem entre si, € possivel extrair os
espectros *H 1D das linhas e assim reconstruir o espectro da mistura. No caso de misturas
mais complexas, com muitas moléculas ou com moléculas muito similares, isto ndo funciona
muito bem.

O ndmero de picos observados na dimenséo do coeficiente de difusdo indica 0 nimero

minimo de componentes que se encontram na mistura. O espectro mostra bem destacado o
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sinal da 4gua em 4,8 ppm, e um conjunto de sinais superpostos com um coeficiente de difusdo

menor.

Camila amostra 1

=12 F1 [log(m2/s]]

=11

-10

-9

-8

5‘? 1

——r———¥F—r—r ¥ — 77— T
12 10 8 & 4 2 0 -2 F2 [ppm]

Figura 9: Espectro de *H-DOSY da cerveja Itaipava. Os eixos, horizontal F2 e vertical
F1, representam, respectivamente, os deslocamentos quimicos e os coeficientes de difusdo

moleculares.

Na figura 10, na qual se ampliou o espectro DOSY da cerveja Itaipava, € possivel
identificar pelo menos 32 picos na dimensdo do coeficiente de difuséo, significando pelo
menos 32 componentes na mistura. Na figura observa-se, na projecao no lado esquerdo, pelo
menos 28 compostos com coeficiente de difusdo menores do que o do da agua, cujos
coeficientes de difusdo variam em 2 ordens de magnitude. Devido a superposi¢do dos sinais
dos compostos (na horizontal do espectro) ndo foi possivel observar uma separacdo com a
difusdo. Portanto, a cerveja € um mistura complexa contendo no minimo 32 substancias

diferentes.
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Figura 10: Espectro de DOSY ampliado da cerveja Itaipava.

5.2 Caracteristicas da composi¢do da cerveja por RMN

Os espectros de RMN de *H 1D confeccionados durante o desenvolvimento deste
trabalho estdo no apéndice A. Os compostos quimicos foram assinalados usando o trabalho de
Khatib, conforme a tabela do anexo A, que expde os deslocamentos quimicos de cada
composto (KHATIB, 2006). Na figura 11 esta representada a expansdo de um espectro de
RMN *H 1D, dividido na faixa alifatica (0 — 3,0 ppm), na faixa dos actcares (3,0-5,5 ppm) e
na faixa dos aromaticos (5,8-9,0 ppm). Nelas, algumas substancias identificadas pelo RMN
estdo assinaladas.

Na faixa dos acUcares nota-se a forte sobreposicdo de sinais e dai a dificuldade de
identificacdo. Na faixa anomeérica (4,4-5,5 ppm) € possivel identificar o dupleto a 4,64 ppm
proveniente da ligagdo H1P de agucares redutores, enquanto que a 5,22 ppm se encontra o
dupleto da ligagdo Hla. O sinal largo a 5,3-5,4 ppm é caracteristico de dextrinas que por
serem moléculas maiores ndo sdo facilmente fermentaveis pela levedura. Os sinais dos
hidrogénios dos agucares podem ser observados entre 6H 3 ¢ 6H 5,5 no espectro de RMN de
1H. Isto se deve ao fato que todos os hidrogénios tém um oxigénio na distancia J2. Devido a

isto esta comumente é chamada de "faixa dos agUcares".

50



Na faixa alifatica, observam-se os sinais dos &cidos organicos (acético, pirtvico e
succinico), provenientes do ciclo de Krebs e de alguns aminodcidos: estes em pequenas
quantidades por serem consumidos pelo metabolismo das leveduras.

Na faixa aromatica (5,8-9,0 ppm), os sinais sdo fracos e provenientes de compostos
aromaticos, notadamente aminodacidos (histidina, fenilalanina e tirosina) e nucleotideos

(citidina, adenosina e uridina).
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Figura 11: Expansdo do espectro de RMN de 1H 1D da cerveja no qual alguns

compostos quimicos estdo assinalados.

Apesar das cervejas terem diferentes substancias e em quantidades diferentes, através
dos espectros de RMN, estas diferencas ndo podem ser percebidas. As Figuras 12, 13 e 14
apresentam os espectros de 7 cervejas de diferentes estilos dentre as estudadas, de forma que
seja possivel entender a dificuldade e complexidade de se separé-las, independente da faixa
(de alifaticos, de aclcares e de aromaticos). Os estilos de cada cerveja sdo mostrados entre
parénteses.
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Figura 12: Espetros de RMN de diferentes estilos de cerveja na faixa dos alifaticos.
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Figura 13: Espetros de RMN de diferentes estilos de cerveja na faixa dos agUcares.
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Figura 14: Espetros de RMN de diferentes estilos de cerveja na faixa dos aromaticos.
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Como visualmente, a analise das figuras 12, 13 e 14, ndo permite encontrar variagdes
que possam ser correlacionadas ao estilo da cerveja, devido ndo s6 ao elevado nimero de
sinais, mas também a complexidade de cada um. Portanto, foi necessario usar uma técnica
multivariada de analise na tentativa de discriminar os estilos de cerveja, usando 0s espectros

apresentados no anexo B. No estudo em questdo utilizou-se a técnica conhecida como ACP.

5.3 Anélise por Componentes Principais (ACP) dos espectros de RMN
Com o objetivo de procurar as principais caracteristicas dos estilos de cervejas, foi
aplicada a ACP. Para a ACP, foram construidas matrizes dos espectros das amostras. Foram
excluidos os sinais da agua (4,77 ppm) e do etanol (1,17 e 3,65 ppm) e o restante dos
espectros foi subdividido em trés faixas:
e Faixa 1: sinais de 0,5 a 3,1 ppm , que representa a regido dos alifaticos;
e Faixa 2: sinais de 3,1 a5,5 pmm, representando a regido dos agucares;

e Faixa 3: sinais de 5,5 a 9,0 ppm, considerada a faixa dos aromaticos.
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Foi realizada a andlise por ACP dos espectros de RMN dos extratos das cervejas em
cada uma das regides de estudo. Isto é, regido dos alifaticos, regido dos aclcares e regido dos

aromaticos. Cada uma delas sera analisada separadamente a seguir.
Analise por ACP da regido dos alifaticos:

A figura 15 mostra a aplicagédo da ACP na discriminacdo das cervejas do estilo Rauch
Bier (Eisenbenh Rauch Bier), SAL (Brahma), PAL (Heineken e Stella Artois), Pilsen
(Eisenbanh Pilsen), GP (Warsteiner, Koénig e Bitburger) e Kdlsch (Eisenbanh Kolsch).

Conforme a figura 15A observa-se que todas as amostras estdo dentro do limite de

confiabilidade do modelo.

Na figura 15B nota-se que em geral as amostras ndo estdo equidistantes da linha que
representa 0 modelo, indicando que o modelo ndo representa as amostras de forma

equilibrada.

Na figura 15C, o componente principal destacado em azul indica que 95% ou mais da
variancia do modelo foi explicada. Assim, nesta sub-regido, verifica-se que trés componentes
principais seriam suficientes para explicar praticamente toda a variancia dos dados. Neste
caso em particular, o proprio programa Amix informou que os 3 CP’s indicam explicam

96,27% da variancia do modelo.

A figura 15D exibe as cervejas de diferentes estilos, cada estilo representado por uma
cor. Nas figuras que mostram os gréaficos de CP1 x CP2 nota-se que os estilos de cervejas,
marcados em cores diferentes, estdo bem separados. 1sso indica que estes estilos possuem em
comum algumas substancias caracteristicas. A figura 15D indica quais os deslocamentos
quimicos nos loadings explicam a separacdo entre os CP’s na figura. Esta sub-regido da figura
D foi ampliada no anexo C. Cada ponto dos loadings indica o deslocamento quimico

responsavel pela discriminagdo das cervejas na combinagdo de diferentes CP’s.

No grafico CP1 x CP2 da ACP da figura 15 nota-se que as cervejas do estilo PAL,
SAL, Rauch Bier e Pale Ale foram bem discriminados na regido dos alifaticos. Entretanto,
uma cerveja do estilo Kdlsch, em marrom, encontra-se no mesmo grupo de cervejas do estilo

GP, em laranja.
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Analisando os deslocamentos quimicos das substancias nos pontos dos loadings no
CP1 x CP2, na figura E, apresentada de forma completa do apéndice B e indicados pelas
figuras com borbas em verdes, observou-se que 0os compostos quimicos relevantes para esta
diferenciacdo acido piravico (6 2,35 ppm), prolina (6 2,06 ppm), acido y- Aminobutirico
(GABA) (8 1,92 ppm), isobutanol (6 0,87 e 1,73 ppm) e leucina (5 0,94 ppm).
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Figura 15: Grafico da ACP na faixa dos alifaticos. Em amarelo estd representada a
cerveja do estilo Rauch Bier (Eisenbenh Rauch Bier). Em azul esta representada a cerveja do
estilo SAL (Brahma). Em roxo estdo indicadas as cervejas do estilo PAL (Heineken e Stella
Artois). Em verde esta indicada a cerveja do estilo Pilsen (Eisenbanh Pilsen). Em laranja estdo
representadas as cervejas do estilo GP (Warsteiner, Konig e Bitburger). Em marrom esta
indicada a cerveja do estilo Kdlsch (Eisenbanh Kdélsch).

Analise por ACP da regido dos agUcares:

A figura 16 mostra a aplicacdo da ACP na discriminacdo das cervejas do estilo SAL
(Antactica, Antarctica sub-zero e Kaiser), Pale Ale (Eisenbahn Pale Ale), GP (K6nig e DAB)
e PAL (Duff Beer e Stella Artois).

Da mesma forma que o observada para a regido dos alifaticos, todas as amostras
mostradas na figura 16A para a regido dos acucares, estdo dentro do limite de confiabilidade

do modelo.

A figura 16B mostra que as amostras estdo equidistantes da linha horizontal que
representa 0 modelo, indicando assim que o modelo representa as amostras de forma

equilibrada.
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Na figura 16C, o componente principal destacado em azul indica que 95% ou mais da
variancia do modelo foi explicada. O programa Amix informou que exatamente quatro

componentes principais explicam cerca de 96,84% da variancia do modelo.

Na figura 16D observa-se que as cervejas do estilo SAL, em azul, foram separadas das
restantes, e agrupadas no CP3 x CP4. Ja na combinacdo CP1 x CP3, as cervejas do estilo GP,
em laranja, assim como cerveja do estilo Pale Ale, em cinza. As cervejas do estilo PAL, em
roxo, ficaram separados em dois subgrupos, tanto no CP1 x CP3 como no CP3 x CP4.

A figura 16E mostrou quais foram os deslocamentos quimicos responsaveis por esta
diferenciacdo. Nos deslocamentos quimicos nos pontos dos loadings nos CP1 x CP3 e CP3 x
CP4 na figural6E, encontrados no apéndice C nas figuras com bordas verdes, verificou-se que
as substancias responsaveis pela diferenciacdo dos estilos SAL, GP e Pale Ale foram alanina
(6 3,77 ppm), isoleucina (o 3,64 ppm), malto-oligossacarideos (6 4,64 e 5,22 ppm), prolina (5
3,41 ppm) e propanol (3,54 ppm). A cerveja do estilo Pale Ale, pertencente ao tipo Ale, possui
fermentacdo diferente das outras cervejas, cujo tipo de fermentacdo é Lager. Esta diferenca é
explicada no deslocamento quimico dos malto-oligossacarideos nos loadings analisados.

Sabe-se que a principal fonte de agucares na cerveja € o malte e o tipo de fermentacao

utilizado no processo cervejeiro determina 0s agucares presentes na cerveja.
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Figura 16: Grafico de ACP na regido dos acUcares. Em azul estdo indicadas as
cervejas do estilo SAL: Antactica, Antarctica sub-zero e Kaiser. Em cinza esta indicada a
cerveja do estilo Pale Ale: Eisenbahn Pale Ale. Em laranja estdo representadas as cervejas do
estilo GP: Konig e DAB. Em roxo estao representadas as cervejas do estilo PAL: Duff Beer e
Stella Artois.
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A figura 17 mostra a ACP na discriminacdo das cervejas do estilo SAL (Antarctica e
Skol), GP (DAB, Fursten e Werner), Kolsch (Eisenbanh Kolsch) e Pale Ale (Eisenbanh Pale
Ale).

Na figura 17A, todas as amostras mostradas estdo dentro do limite de confiabilidade

do modelo.

Na figura 17B observa-se que o modelo foi bem descrito uma vez as amostras estdo

equidistantes da descri¢cdo do modelo.

A figura 17C aponta que quatro componentes principais explicam mais de 95% da
variancia do modelo. O programa Amix mostrou que 98,28% da variancia do modelo foi

explicada.

A figura 17D, no CP3 x CP4, as cervejas dos estilos SAL, Pale Ale e Kolsch estdo
bem separadas. Pode-se aferir que na faixa dos acucares estes estilos possuem caracteristicas

préprias na composicdo quimica das cervejas que pertencem a este estilo.

O apéndice D, uma ampliacdo da figura 17D, mostra os deslocamentos quimicos que

explicam a diferenciacdo destes estilos de cerveja.

O apéndice D, no CP4 x CP2 da sub-regido E, nos mostra os deslocamentos quimicos
das substancias quimicas responsaveis pela discriminacdo das cervejas dos estilos GP, SAL,
Ale e Kolsch: alanina (6 3,77 ppm), malto-oligossacarideos (6 5,22; 4,96, 5,33 € 5,39 ppm),
prolina e/ou uridina (6 4,11 ppm).
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Figura 17: Grafico de ACP na regido dos acUcares. Em azul estdo indicadas as

cervejas do estilo SAL: Antarctica e Skol. Em laranja estdo representadas as cervejas do estilo
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GP: DAB, Fursten e Werner. Em marrom esta indicada a cerveja do estilo Kdlsch: Eisenbanh
Kdlsch. Em cinza esta representada a cerveja do estilo Pale Ale: Eisenbanh Pale Ale.

Anélise por ACP da regido dos aromaticos:

A figura 18 mostra a ACP das cervejas do estilo SAL (Devassa, Schin, Kaiser e
Antarctica) e PAL (Becks, Duff Beer, Heineken e Stella Artois).

Na figura 18A todas as amostras mostradas estdo dentro do limite de confiabilidade do

modelo.

A figura 18B mostra que as amostras ndo estdo equidistantes da linha que representa o
modelo. Portanto, 0 modelo ndo representa as amostras de forma equilibrada.

Na figura 18C nota-se que cinco componentes principais explicam quase que a
totalidade da variancia do modelo. O programa Amix mostrou que estes CP somam 95,43 %
da variancia.

Na figura 18D, na combinacdo de CP3 x CP4, ¢é possivel ver os estilos de cervejas
SAL (em azul) e PAL (em roxo) bem diferenciados. As figuras do apéndice E ampliam os
deslocamentos quimicos da sub-regido E, e assim visualisa-se quais deslocamentos foram
relevantes para esta separacéo.

Pesquisou-se 0s pontos dos loadings, cujos deslocamentos quimicos sdo mostrados no
CP3 x CP4 (apéndice E), e identificou-se que as substancias citidina (6 6,09 ppm),
fenilalanina (6 7,31 ¢ 7,41 ppm), tirosina/ tirosol (6 6,81; 7,11 e 6,88 ppm) e triptofano (o
7,15 e 7,24 ppm) foram responsaveis pela diferenciagéo.
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Figura 18: Gréfico de ACP na regido dos aromaticos. Em azul estdo representadas as
cervejas do estilo SAL: Devassa, Schin, Kaiser e Antarctica. Em roxo estdo representadas as

cervejas do estilo PAL: Becks, Duff Beer, Heineken e Stella Artois.

A figura 19 mostra a ACP na discriminacdo das cervejas do estilo SAL (Antarctica,
Devassa, Kaiser e Schin), Pale Ale (Eisenbahn Pale Ale), Kolsch (Géffel), GP (Konig e
Werner).

Na figura 19A, todas as amostras mostradas estdo dentro do limite de confiabilidade

do modelo.

Na figura 19B verifica-se que as amostras ndo estdo equidistantes da linha que
representa o modelo. Logo, 0 modelo ndo representa as amostras de forma equilibrada.

Na figura 19C nota-se que 95,38% ou mais da variancia do modelo é explicada por
apenas dois componentes principais. O programa Amix mostrou que 95,38% da variancia é
explicada.

Na figura 19D, no CP1 x CP3, observa-se que os estilos de cerveja SAL e Pale Ale,
representadas em azul e cinza, foram bem discriminados pelo PCA. Além disso, no CP1 x
CP3, as cervejas pertencentes ao estilo GP e Kolsch, representadas em laranja e marrom,
também se destacam. Nesta combinacdo de CP’s, a proximidade destas duas Ultimas poderia
parecer que elas tém alguma caracteristica em comum. No entanto, o processo fermentagdo de
ambos os estilos sdo diferentes, além do seu amargor.

As figuras do apéndice F ampliam a figura 19E, mostrando assim quais deslocamentos
quimicos foram responsaveis por esta variacdo. O apéndice F, no CP1 x CP3 da sub-regido E,
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mostra o deslocamento quimico das substancias adenosina/ inosina (6 8,35 ppm), citidina (d
7,91 ppm), polifendis (6 6,84 ppm), tirosina (6 7,11 e 7,18 ppm), triptofano (& 7,50 ppm) e

uridina (8 5,88 ppm) que foram as substancias importantes nesta diferenciacgéo.
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Figura 19: Grafico de ACP na regido dos aromaticos. Em azul estdo representadas as
cervejas do estilo SAL: Antarctica, Devassa, Kaiser e Schin. Em cinza esta representada a
cerveja do estilo Pale Ale: Eisenbahn Pale Ale. Em marrom esta representada a cerveja do
estilo Kolsch: Géffel. Em laranja estdo representadas as cervejas do estilo GP: Konig e

Werner.

A figura 20 mostra a ACP das cervejas do estilo SAL (Schin, Budweiser, Brahma e
Devassa), Kolsch (Géffel e Eisenbanh Kolsch), GP (Bitburger, DAB e Fiirsten) e PAL (Duff
Beer).

A figura 20A mostra que todas as amostras mostradas estdo no limite de

confiabilidade do modelo.

A figura 20B mostra que o modelo ndo descreve bem as amostras ja que estas nao
estdo equidistantes da linha que representa o modelo. Assim, 0 modelo ndo representa as
amostras de forma equilibrada.

Na figura 20C observa-se que com quatro componentes principais a maior parte da
variancia (> 95%) ja pode ser explicada. Neste caso em particular, o programa AMIX
informou que quatro componentes principais descrevem 95,18% da variancia total.

Nas combinagdes CP1 x CP2 e CP1 x CP3 da figura 20D observa-se que as cervejas
do estilo SAL (em azul) foram separadas das restantes, mas nao agrupadas. Ja as cervejas do
estilo GP (em laranja) tendem a se agrupar. Ja as cervejas do estilo Kdlsch (em marrom)
foram diferenciadas no CP1 x CP3 e CP2 x CP3.

61



As figuras do apéndice G exibem diversos deslocamentos quimicos da figura 20E
ampliados que foram responsaveis pela variacdo. Neste anexo observou-se que o
deslocamento quimico das substancias responsaveis pelas diferenciagdes, nos CP1 x CP3 e
CP2 x CP3, foram adenosina/ inosina (6 6,06; 8,27 e 8,35 ppm), citidina (6 7,92 ppm),
polifendis (6 7,50 ppm), tirosina/ tirosol (& 7,18 ppm), triptofano (6 7,50 ppm), citidina (3
6,09 ppm) ¢ uridina (&6 5,88 ppm). No mesmo anexo, notou-se através de deslocamentos
quimicos que 0os compostos responsaveis pela diferenciacdo no CP2 x CP1 foram fenilalanina
(6 7,31 e 7,41 ppm), tirosol/tirosina (6 6,89 ppm), triptofano (6 7,14 ppm), e
adenosina/inosina (d 8,27 e 8,35 ppm).
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Figura 20: Grafico da ACP na regido dos arométicos. Em azul estdo indicadas as
cervejas do estilo SAL: Schin, Budweiser, Brahma e Devassa. Em marro estéo representadas
as cervejas do estilo Kolsch: Giffel e Eisenbanh Kolsch. Em laranja estdo indicadas as
cervejas do estilo GP: Bitburger, DAB e Firsten. Em roxo estdo representadas as cervejas do
estilo PAL: Duff Beer.

A figura 21 mostra a ACP na discriminacdo das cervejas do estilo GP (Bitburger,
Werner e Konig), SAL (Antarctica, Kaiser, Schin e Devassa), Kolsch (Eisenbahn Kdlsch) e
Rauch Bier (Eisenbahn Rauch Bier).

A figura 21A, exibe todas as amostras dentro do limite de confiabilidade do modelo.

A figura 21B mostra que as amostras ndo estdo equidistantes da linha que representa o

modelo. Logo, o modelo nédo representa as amostras de forma equilibrada.
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Na figura 21C nota-se que com seis componentes principais 95% ou mais da variancia
é explicada. Nesta caso, 0 programa Amix mostrou que cerca de 96,99% da variancia do
modelo foi explicada por estes componentes principais.

Na figura 21D, no CP1 x CP3, visualiza-se que as cervejas dos estilos SAL (em azul) e
GP (em laranja), foram bem separadas, assim como a cerveja do estilo Kdlsch (em amarelo).
Entretanto, uma cerveja do estilo GP, em laranja, estd proxima de outra cerveja pertencente ao
estilo Kolsch, em marrom. Pode-se aferir que ha alguma similaridade na composi¢éo quimica
destas cervejas, em relacdo a substancias que possuem deslocamentos quimicos na faixa dos
aromaticos.

A figura 21E apresenta os deslocamentos quimicos importantes para a separa¢do dos
estilos GP e SAL. Estes deslocamentos podem ser melhores visualizados no apéndice H, que
mostra os deslocamentos quimicos mais claramente do CP1 x CP3. Estes deslocamentos
indicam que as substancias quimicas relevantes para esta diferenciacdo foram tirosina/tirosol

0 6,88 ¢ 7,15 ppm), fenilalanina (& 7,31 e 7,37 ppm) e adenosina/ inosina (6 8,35 ppm).

Figura 21: Grafico da ACP na regido dos aromaticos. Em laranja estdo indicadas as
cervejas do estilo GP: Bitburger, Werner e Konig. Em azul estdo apresentadas as cervejas do
estilo SAL: Antarctica, Kaiser, Schin e Devassa. Em marrom esta representada a cerveja do
estilo Kolsch: Eisenbahn Kolsch. Em amarelo esta indicada a cerveja do estilo Rauch Bier:

Eisenbahn Rauch Bier.

A figura 22 mostra a aplicagédo da ACP na discriminagdo das cervejas do estilo GP
(Konig e Bitburger), SAL (Antarctica, Schin, Brahma e Kaiser) e PAL (Duff Beer e Becks).
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A figura 22A mostra que todas as amostras estdo dentro do limite de confiabilidade do

modelo.

Na figura 22B verifica-se que as amostras ndo estdo equidistantes da linha que

representa o modelo. Assim, o0 modelo néo representa as amostras de forma equilibrada.

Na figura 22C verifica-se que cinco componentes principais explicam a maior parte da
variancia. O programa Amix indicou que eles representam cerca de 97,83% da variancia do

modelo.

A figura 22D exibe, nos CP1 x CP2 e CP2 x CP3, os estilos GP (em laranja), SAL (em

azul) e PAL (em roxo), sendo que as cervejas do estilo GP foram bem separadas.

Na figura 22E encontram-se os deslocamentos quimicos significativos para a
separacdo observada na figura 22D. No apéndice I, nos CP1 x CP2 e CP2 x CP3 da sub-
regido E, pode-se ver mais claramente os deslocamentos quimicos referenciados
anteriormente. Eles estdo correlacionados as substancias que foram relevantes nesta
discriminacao: adenosina/inosina (6 6,06 ¢ 8,35 ppm), fenilalanina (6 7,31 e 7,37 ppm),

triptofano (8 7,15 ppm) e uridina (5 7,86 ppm).
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Figura 22: Grafico da ACP na regido dos aromaticos. Em laranja estdo indicadas as
cervejas do estilo GP: Konig e Bitburger. Em azul estdo representadas as cervejas do estilo
SAL.: Antarctica, Schin, Brahma e Kaiser. Em roxo estéo indicadas as cervejas do estilo PAL:

Duff Beer e Becks.

Conforme ja explicitado na introducdo, cervejas contém proteinas que provém

especialmente do malte da cevada. As proteinas maiores sdo precipitadas e removidas durante
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a fervura do mosto, enquanto que a maioria dos aminoacidos livres no mosto é absorvida pela

levedura durante a fermentacéo.

Prolina é o aminoacido mais abundante presente na cerveja ja que ele ndo € assimilado
pela levedura. Este aminoacido foi identificado no grafico de loadings de todas as ACP’s na
faixa dos alifaticos e agucares, onde cai 0 deslocamento quimico deste aminoacido (6 2,05,
3,41 e 4,11ppm). Enquanto que a quantidade de outros aminoécidos muda significativamente
com o tipo de cerveja. Logo, é bastante razoavel que na diferenciacdo dos estilos de cervejas

diversos amino&cidos foram identificados no deslocamento quimico dos loadings.

A cerveja tem uma grande quantidade de compostos fendlicos derivados tanto do
lipulo como do malte: tirosol, tirosina, acido ferulico, entre outros (BANFORTH, 2000).
Assim, dependendo da quantidade e tipo de lGpulo e malte usados na fabricacdo da cerveja, a
concentracdo destes compostos fendlicos varia de acordo com o estilo da cerveja. Desta
forma, a ACP tentou aferir quais sdo as substancias quimicas responsaveis pela diferenciaco

dos estilos de cervejas.

A classificacdo das cervejas usando agUcares, alifaticos e aromaticos ndo € restrita
porque a fermentacdo afeta primeiramente a composi¢do dos actcares no produto final e dos
alifaticos, que sdo produtos de degradacdo. Ja a parte dos arométicos em geral passa, por
exemplo, do ldpulo diretamente para a cerveja (LERMUSIEAU et al, 2001).

Assim, as diferentes partes dos espectros sofrem influéncias diferentes durante a
fermentacdo: a parte aromatica sobrevive ou sofre degradacdo quimica por temperatura, a
parte dos acUcares depende da levedura e condi¢Ges de fermentacdo, a parte dos alifaticos
depende das condi¢6es de fermentacdo e de compostos inertes a fermentacdo que passam das
matérias primas para a cerveja. Em geral a parte aromatica é considerada mais importante

para 0 gosto, combinado com os agucares.

Na ACP na faixa dos alifaticos, na figura 15, no CP1 x CP2 da sub-regido D, observa-
se que os estilos GP e Kolsch ndo foram bem separados, formando um tUnico grupo de
cervejas. Este resultado ainda ¢ inexplicavel porque as cervejas dos estilos GP e Kolsch
possuem processos de fermentacdes completamente diferentes. Conforme ja mencionado na
fundamentagdo tedrica, as cervejas do estilo Kolsch possuem fermentacdo hibrida, sdo
produzidas com fermento ale e maturadas em temperatura mais caracteristica de lager;

enquanto que as cervejas GP possuem fermentacdo lager. O resultado da ACP infere que
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apesar das cervejas do estilo Kolsch terem sabor de cerveja tipo Ale, elas possuem algumas
substancias quimicas que lhe conferem as mesmas propriedades de cervejas de fermentacéao

lager, como a GP.

A diferenca na ACP entre as cervejas do estilo Pale Ale e outros estilos é coerente
porque a fermentacdo lager e ale sdo realizadas em condicdes distintas (SILVA, 2014). Sendo
assim, ha uma diferenca entre a composicdo quimica destas cervejas. Isto € visivel no PC1 x
PC3 da figura 16, ACP na faixa dos agUcares, onde a cerveja Eisenbahn Pale Ale esté isolada
de outras cervejas. Nesta mesma combinagdo de CP’s notou-se que as cervejas dos estilos
SAL e PAL formam um Unico grupo. Isto indica que estas cervejas possuem o mesmo tipo de
fermentacdo ao serem produzidas, conforme ja era esperado. Também observou-se na mesma
combinac¢do de CP’s que as cervejas do estilo GP foram bem separadas na ACP das cervejas
tipo lager suaves como PAL e SAL, além da cerveja tipo Ale. Isto é explicado pelo fato de
serem adicionados cereais como milho e aveia na producdo das cervejas deste estilo antes da

etapa da fermentacéo.

A ACP na faixa dos aromaticos da figura 19 mostra, no CP2 x CP3 da sub-regido D,
as cervejas do estilo SAL separadas das cervejas do estilo Kolsch, GP e tipo Ale. As cervejas
do estilo SAL, diferentemente das cervejas dos estilos Kolsch, GP e tipo Ale, ndo sdo

fabricadas com lupulo aleméo.

Logo, as diferengas quimicas nas cervejas sdo claramente verificadas para algumas
cervejas, e ndo para outras. Aquelas cervejas cujas classes sdo claramente identificadas pela
analise de ACP podem ser explicadas pela diferenca de condi¢cdes de fermentacdo e pela

diferente composicao.

5.4 Aplicacédo do modelo da ACP obtido através dos espectros de RMN

A partir das discriminagdes dos estilos de cervejas obtidos no item anterior, foram
criados modelos a fim de classificar as cervejas com o estilo a que pertencem. Verificou-se o
funcionamento destes modelos usando-se espectros de RMN obtidos a partir de outras
cervejas.

5.4.1 ACP na regido dos alifaticos

Usou-se o grafico da ACP da figura 15, pagina 56, feito com as cervejas Brahma-

estilo SAL, Heineken e Stella Artois- estilo PAL, Warsteiner, Konig e Bitburger- estilo GP,
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Eisenbanh Kolsch- estilo Kolsch, Eisenbanh Pilsen- estilo Pilsen e Rauch Bier- estilo Rauch

Bier, para construir o modelo de classificacdo na regido dos alifaticos.
Validacdo do modelo para cervejas dos estilos SAL, Pilsen e Kolsch:

Aplicou-se 0 modelo as cervejas Quilmes-estilo SAL, Bohemia Pilsen- estilo Pilsen e
Géffel- estilo Kolsch, de forma a valida-lo conforme as mostram as figuras 23 e 24. Nestas
figuras, as amostras de cerveja usadas na constru¢cdo do modelo estdo em verde e aquelas
usadas na validacdo do modelo, em preto. Nelas, tanto as amostras que foram classificados
como aquelas usadas na constru¢do do modelo estdo destacadas e identificadas com o nome

da cerveja que representam.
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Figura 23: Aplicacdo do modelo da ACP na regido dos alifaticos as cervejas do estilo
SAL- Quilmes, Pilsner-Bohemia e Kolsch- Géaffel. Todas as cervejas as quais 0 modelo foi

aplicado estdo representadas em preto.

Pode-se perceber que as cervejas Géffel e Quilmes, no CP1 x CP2, estdo préximas a
cervejas de mesmo estilo, mostrando a correta classificacdo das cervejas deste estilo. Ja a
cerveja Bohemia, ndo foi corretamente classificada. Isto pode ser aferido a alguma diferenca
na composicao das cervejas Bohemia Pilsiner e Pilsen, que apesar de pertencerem ao mesmo

estilo, possuem propriedades quimicas diferentes.
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Validacdo do modelo para cervejas do estilo GP:

A figura 24 mostra o resultado da aplicagdo do modelo as cervejas do estilo GP.
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Figura 24: Aplicacdo do modelo da ACP na regido dos alifaticos para as cervejas do

estilo GP- DAB, Fiirsten e Werner- representadas em preto.

Uma analise desta figura mostra que as trés cervejas do estilo GP foram corretamente

classificadas no modelo.

A tabela 8 mostra resumidamente o resultado da classificacdo das cervejas para as

quais o0 modelo foi aplicado.

Tabela 8: Resultado da validacédo do modelo de ACP na regido dos alifaticos.

Modelo: Alifaticos

Cerveja Classificacao Estilo
correta
DAB Nao GP
Quilmes Nao SAL
Werner Né&o GP
Gaffel Né&o K
Firsten Né&o GP
Bohemia N&o Pilsen

Os grupos dos componentes principais dos estilos Kdlsch e GP estdo no mesmo

grupo. E os componentes principais que representam as cervejas Gaffel - estilo Kolsch, figura
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23, e Werner e DAB - estilo GP, figura 24, cairam exatamente na regido do grupo formado

pelos estilos aos quais estas cervejas pertencem.

5.4.2 ACP na regido dos aclcares

Usou-se o grafico da ACP da figura 16, pagina 57, feito com as cervejas Antarctica,
Antarctica sub-zero e Kaiser- estilo SAL (em azul), DAB ¢ Konig- estilo GP (em laranja),
Eisenbanh Pale Ale- estilo Pale Ale (em cinza), Duff Beer e Stela Artois- estilo PAL (em

roxo), para a construir o modelo de classifica¢do na regido dos agucares.

Nas figuras 25 e 26, as amostras de cerveja usadas na construgdo do modelo estdo em
verde e aquelas usadas na validacdo do modelo, em preto. Nestas figuras, tanto as amostras
que foram classificados como aquelas usadas na constru¢do do modelo estdo destacadas e

identificadss com 0 nome da cerveja que representam.
Validacdo do modelo para cervejas dos estilos GP e Ale:

Na figura 25, aplicou-se o0 modelo as cervejas Werner, Bitburger e Firsten- estilo GP e

Colorado- estilo Ale.

*— Colorado
B C & . L] L]
A . L
- .
™
L
.
Y L
l‘ .
- -
& . * . ¥
- -
P .‘ I e » 4 roa st
D . . - - . E
. . ® . . .
% . * = -~
L] - - L] . oy
- L] & - -
- ., .
... “._ -‘ { .'., ‘-. '
] [+ . A | [ Y 7
' * ) : . . i
- L] -
# " re . - !

Figura 25: Aplicacdo do modelo de ACP na regido dos aclcares para as cervejas do

estilo GP e ALE- todas representadas em preto.

Nota-se que na figura B, a cerveja Colorado do estilo Ale ficou afastada dos
componentes principais que definem o modelo. Sendo assim, 0 modelo representa as amostras
de forma desequilibrada. E este modelo ndo pode ser usado na aplicagdo do modelo para as

cervejas do estilo Ale.
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Validacdo do modelo para cervejas do estilo GP:
A figura 24 mostra o resultado da aplicacdo do modelo as cervejas do estilo GP.

A amostra que representa a cerveja DAB esta exatamente dentro do grupo de cervejas
que pertencem ao mesmo estilo. J& as amostras das cervejas Bitburger e Werner estdo
distantes do grupo cervejas pertencem ao mesmo estilo. Isto significa que modelo consegue
classificar bem somente a Firsten. E pode-se aferir que a cerveja Flrsten possui propriedades

quimicas semelhantes as das cervejas DAB e Konig.
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Figura 26: Aplicacdo do modelo da ACP na regido dos acUcares para as cervejas do

estilo GP- Werner, Bitburger e Flrsten - todas representadas em preto.

A tabela 9 mostra resumidamente o resultado da classificacdo das cervejas nas quais o

modelo foi aplicado.

Tabela 9: Resultado da aplicacdo do modelo da ACP na regido dos acgucares.

Modelo: Aclcares

Classificacao

Cerveja correta Estilo

Werner Néo GP
Bitburger Né&o GP

Fursten Sim GP
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O gréfico de ACP na regido dos acucares na figura 16, pagina 57, exibe o estilo SAL-
Antarctica, Antarctica sub-zero e Kaiser, no CP3 x CP4 e os estilos GP- DAB e Konig - e
Pale Ale- Eisenbahn Pale Ale, no CP3 e CP1, bem discriminados.

Na aplicacdo do modelo, figura 25, a amostra que representa a cerveja Colorado- estilo
Pale Ale, ficou afastada daquelas que definem este estilo no modelo na figura B do ACP.

Assim, na aplicacdo do modelo na figura 26, esta cerveja foi excluida.

Além disso, nesta figura 26, observa-se que a cerveja Firsten foi classificada pelo
modelo, uma vez que esta cerveja, no CP1 x CP3, estd exatamente na regido daquelas que
representam as cervejas do estilo GP.

Jé as cervejas Werner e Bitburger- estilo GP, ndo foram classificadas pelo modelo uma

vez que estas cervejas estdo distantes daquelas que representam o estilo GP.
5.4.3 ACP na regido dos aromaticos

Usou-se o grafico da ACP da figura 18, pagina 60, feito com as cervejas Antarctica,
Devassa, Schin e Kaiser- estilo SAL (em azul) e as ceverjas Becks, Duff Beer, Heineken e
Stela Artois- estilo PAL (em roxo), para a construir o modelo de classificacdo na regido dos
aromaticos. Este modelo de ACP foi denominado Aromaticos I.

Validacdo do modelo para cervejas do estilo PAL:

Na figura 27, aplicou-se 0 modelo as cervejas Amstel e Mahou- estilo PAL.
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Figura 27: Aplicagdo do modelo da ACP na regido dos aromaticos (modelo

Aromaticos I) para as cervejas do estilo PAL- Amstel e Mahou, todas representadas em preto.
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As cervejas Amstel e Mahou, em preto, estdo dentro do grupo cujas cervejas

pertencentes a0 mesmo estilo.
Validagdo do modelo para cervejas do estilo SAL:

A figura 28 apresenta a aplicagdo do modelo para as cervejas Brahma, Skol e Skol
International- estilo SAL. Nas figuras, as amostras usadas na constru¢do do modelo estdo em
verde e aquelas usadas para validar o modelo estdo em preto. Nestas figuras, tanto as amostras
que foram classificadas assim como algumas usadas na construcdo do modelo estdo

destacadas e identificadas com o nome das cervejas que as representam.
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Figura 28: Aplicacdo do modelo da ACP na regido dos aromaticos (modelo
Aromaticos 1) para as cervejas do estilo SAL: Antarctica sub-zero, Skol, Brahma e Skol

International, todas representadas em preto.

As cervejas Antarctica sub- zero, Brahma, Skol e Skol International, estilo SAL, ndo

foram corretamente classificadas no grupo de cervejas do mesmo estilo.

O estilo SAL esta bem separado do estilo PAL na figura 18 (CP3 x CP4) e, da mesma
forma que para o estilo PAL, o estilo SAL deveria ter sido bem modelado. Pode-se aferir que
as cervejas Antarctica sub-zero, Skol, Brahma e Skol International podem possuir
propriedades quimicas semelhantes as cervejas do estilo PAL, especialmente na composi¢do

de substancias aromaticas.

A tabela 10 mostra, resumidamente, o resultado da classificacdo das cervejas nas quais

0 modelo foi aplicado.
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Tabela 10: Resultado da aplicacdo do modelo da ACP na regido dos aromaticos:
modelo Aromaticos |.

Modelo: Aromaticos |

Classificacdo

Cerveja correta Estilo
Amstel Sim PAL
Mahou Sim PAL
Antarctica sub- zero Nao SAL
Skol Nao SAL
Brahma Nao SAL

Skol International Nao SAL

Usou-se o grafico da ACP da figura 21, pagina 63, feito com as cervejas Konig e
Werner- estilo GP (em laranja), Antarctica, Devassa, Kaiser e Schin- estilo SAL (em azul),
Eisenbanh Pale Ale- estilo Pale Ale (em cinza) e Géffel- estilo Kolsch (em marrom), para a
construir o0 modelo de classificacdo na regido dos aromaticos. Este modelo de ACP foi

denominado Aromaticos II.
Validacdo do modelo para cervejas dos estilos SAL e Kolsch:

A figura 29 apresenta o resultado da aplicacdo do modelo as cervejas Quilmes- estilo
SAL, Colorado- estilo Pale Ale ¢ Eisenbahn Kolsch- estilo Kolsch. As cervejas usadas na
construcdo do modelo estdo em verde e aquelas para as quais 0 modelo foi aplicado estdo em
preto.

Nesta figura, tanto as amostras de cerveja que foram classificadas como algumas das
usadas na construcdo do modelo, estdo destacados e identificados com o nome das cervejas

gue representam.
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Figura 29: Aplicacdo do modelo de ACP na regido dos aromaticos (modelo
Aromaticos Il) para as cervejas Quilmes- estilo SAL, Colorado- estilo Pale Ale e Eisenbahn

Kolsch- Kolsch, todas representadas em preto.

A cerveja Quilmes esta no grupo de cujas cervejas pertencem ao mesmo estilo. O
mesmo ndo pode ser dito da cerveja Eisenbanh Kolsch e da cerveja Colorado que ndo foram

corretamente classificadas nos grupos de cervejas referentes aos seus estilos.

A tabela 11 mostra resumidamente o resultado da classificacdo das cervejas nas quais

o modelo foi aplicado.

Tabela 11: Resultado da aplicacdo do modelo de ACP Aromaticos Il.

Modelo: Aromaticos I

Cerveja Classificagdo correta Estilo

Quilmes Sim SAL

Colorado Sim Pale Ale
Eisenbahn Kolsch Nao K

As cervejas do estilo GP e Kolsch ficaram proximas e muitas vezes formavam um sé
grupo no ACP, conforme as figuras 15, 19 e 21. Na aplicacdo do modelo nas figuras 23 e 24,
as cervejas dos estilos Kolsch - cerveja Gaffel e GP- cervejas DAB, Fursten e Werner,
ficaram na regido na qual as classes destes estilos se confundem. Apesar de poder haver
semelhanga quimica entre estes estilos na discriminacdo por ACP, estes estilos sdo totalmente

diferentes na matéria-prima, tipo de fermentacéo e sabor.
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E importante lembrar que as cervejas do estilo Kolsch sdo hibridas porque sio feitas
com fermento ale e maturadas em temperatura mais caracteristica de lager. E sdo feitas
somente com cevada, lGpulo, agua e levedura (KOLSCH Profile, 2014). Ja o estilo GP
pertence ao tipo Pilsen, cuja fermentacao é lager. As cervejas do estilo GP sdo fabricadas com
lupulos nobres alemaes (SILVA, 2014; BEER Glossary, 2014).

O modelo Alifaticos, visualizado na tabela 8, ndo classificou as cervejas de forma
correta. Contudo, deve-se levar em consideracdo que se a faixa dos alifaticos esta relacionada
a compostos provenientes da fermentacdo, todas as cervejas testadas na validacdo do modelo
foram produzidas pela fermentacdo tipo lager, exceto a Unica cerveja estilo Koélsch, cuja
fermentacdo € hibrida, esta foi a Gnica cerveja que ndo foi classificada pelo modelo analisando
somente o tipo de fermentacéo.

As Diretrizes de Estilo para Cerveja do Beer Judge Certification Program (BJCP)
classificam cervejas do estilo PAL aquelas que apresentem aroma de malte de baixo a médio-
baixo e o aroma de lUpulo pode variar de muito baixo até médio-baixo, enquanto que as
cervejas do estilo SAL possuem pouco a nenhum aroma de malte e o aroma de lGpulo pode
variar de nenhum até uma presenca leve (BJCP, 2008). Além disso, a legislacdo que
classifica ambos os estilos, PAL e SAL, como cervejas do tipo lager (CONSTITUICAO,
1988). Na aplicacdo do modelo na faixa dos aromaticos, as cervejas do estilo PAL foram
classificadas pelo modelo, consoante a figura 29, enquanto que as cervejas do estilo SAL néo,
de acordo com a figura 29. Conforme ja explicitado no texto, a classificacdo de cervejas na
faixa dos aromaticos implica na diferenciacdo das cervejas pelo teor de lupulo. Pela
classificacdo de estilos segundo as Diretrizes de Estilo para Cerveja do BJCP, as cervejas do
estilo PAL possuem maior quantidade de lGpulo do que as cervejas do estilo SAL, embora

esta quantidade ndo seja expressa em nimeros.

As cervejas Beck’s e Stella Artois pertencem ao grupo AB Inbev, a Duff Beer ao
grupo Saint Bier e a Heineken ao grupo Heineken. Por sua vez as cervejas usadas na
validagdo do modelo PAL na faixa dos aromaticos, Amstel e Mahou, pertencem as
cervejarias, respectivamente, Amstel e Mahou. As cervejas PAL de diferentes fabricantes
analisadas foram bem agrupadas e classificadas pelo modelo, aferindo assim que a quantidade
de lupulo adicionado nelas é semelhante. As cervejas Devassa e Schin séo fabricadas pela
Schincariol, a Kaiser pela Heineken e a Antarctica pela AB Inbev. Também, as cervejas

usadas na validagdo do modelo SAL na faixa dos aromaticos, Antarctica sub-zero, Skol e
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Brahma pertencem ao grupo AB Inbev e as cerveja Skol International a Brau Union
Osterreich. O faro das cervejas Antarctica sub-zero, Skol e Brahma estarem na ACP no grupo
de cervejas PAL afere que ndo existe muita diferenca em relacéo ao teor de lUpulo adicionado
as cervejas SAL e PAL pela fabricante AB Inbev. As cervejas Heineken (PAL) Kaiser (SAL)
estdo em grupos distintos na ACP. Isso mostra que a cervejaria Heineken produz cervejas com
teores de lupulo significativamente diferentes, sendo as cervejas dos estilos SAL e PAL bem
distintas. Portanto, isto explica o fato das cervejas Heineken e Stella Artois, ambas PAL,

possuirem sabores diferentes.

O teste de validacdo das cervejas Quilmes- estilo SAL e Colorado- tipo Ale no modelo
Aromaticos Il, na tabela 11, mostrou que estas cervejas foram classificadas corretamente pelo
modelo. Lembrando que a faixa dos aromaticos estd relacionada ao teor de ldpulo nas
cervejas, estas cervejas possuem caracteristicas bem distintas. As Diretrizes de Estilo para
Cerveja do BJCP classificam cervejas do estilo Pale Ale como cervejas cujo aroma de lapulo
sdo moderadamente alto a moderadamente baixos e pode ser usados uma variedade de
lupulos, enquanto nas cervejas do estilo SAL o aroma de lupulo pode variar de nenhum até
uma presenca leve (BJCP, 2008).
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Capitulo 6: Concluséo
A anélise dos espectros de RMN e discriminagdo por ACP mostraram que as cervejas
pertencentes a um mesmo estilo podem diferir em relacdo a sua composicdo. Portanto, as
diferencas quimicas nas cervejas sdo claramente verificadas para algumas cervejas, e ndo para
outras. Aquelas cervejas cujas classes sdo claramente identificadas pela analise de ACP
podem ser explicadas pela diferenca de condicOes de fermentacdo e pela diferente

composicao.

A classificacdo das cervejas mostrou que os modelos de ACP ndo funcionaram para as
cervejas dos estilos GP ¢ Kolsch na regido dos alifaticos. Mas o modelo foi eficiente na
classificagdo dos estilos Pale Ale e Kdlsch na regido dos aromaticos. Isto permite dizer que,
com alguma cautela, é possivel discriminar os estilos de cerveja usando esta técnica
Quimiométrica. E ainda pode- se aferir o tipo de fermentacdo e o teor de lUpulo da cerveja

pela classificacdo do modelo.

As cervejas PAL de diferentes fabricantes foram bem agrupadas e classificadas pelo

modelo. Afere-se que a quantidade de IUpulo adicionados nelas é semelhante.

As cervejas Antarctica sub-zero, Skol e Brahma foram classificadas no grupo PAL do
modelo. Pode-se afirmar com cautela que ndo existe muita diferenca de lUpulo adicionado as
cervejas PAL e SAL pelo fabricante AB Inbev.

As cervejas Heineken (PAL) e Kaiser (SAL) estdo em grupos distintos. Isso indica que

a cervejaria Heineken produz cervejas com teor de lupulo significativamente diferente.

Os resultados permitem pensar no uso de ACP e RMN como estratégia de controle de

qualidade de cervejas, além de seu potencial uso forense.
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Capitulo 7: Propostas de trabalhos futuros

Muito pode ser proposto a partir dos resultados obtidos. Algumas das muitas
possibilidades podem ser:

e O aumento do numero de cervejas da amostragem a fim de consolidar a
quantidade de informacdo para cada estilo e de se discriminar outras cervejas.

e Uso de outras técnicas analiticas para obter mais informaces sobre a
composicao dos extratos das cervejas, como por exemplo a cromatografia.

e Aplicacdo de outras técnicas Quimiométricas, como por exemplo, Alternative
Least Squares (ALS) para discriminart os estilos de cerveja.

e Uma nova classificacdo dos estilos de cervejas baseada em analises do produto

pronto, j& que atualmente classifica-se a cerveja pelo método de producao.
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Anexo A - Tabela com deslocamentos quimicos

Composto Atribuicdo 8'H (ppm)  Multiplicidade
Acido Acético B-CH; 2,01 S
Acido Citrico a,y-CH 2,72 d
’ a,y-'CH 2,84 d
Acido y- Aminobutirico
(GABA) B-CH, 1,92
a-CH, 2,39 t
v-CH, 3,02 t
Acido Léactico CH, 1,34 d
a-CH 4,19 q
Acido Malico B-CH 2,63 dd
B'-CH 2,82 dd
a-CH 4,38
Acido Piravico B-CH; 2,35 s
Acido Succinico o, p-CH, 2,56 S
Adenosina/ Inosina C4'H, ribose 4,27
C3'H, ribose 441
C2'H, ribose 4,79
C1'H, ribose 6,06 d
C8H, anel 8,27 S
C2H, anel 8,35 S
Alanina B-CHs 1,48 d
a-CH 3,77
Citidina C'1H, ribose 5,86
C6H, anel 6,09 d
C5H, anel 7,92 d
Etanol CH; 1,17 t
CH, 3,64 q
C3H, C5H,
Fenilalanina anel 7,31
C4H, anel 7,37
C2H, C6H,
anel 7,41
Histidina C4H, anel 7,04 S
C2H, anel 7,99
Isobutanol CH; 0,87 d
CH 1,73
CH,0OH 3,36 d
Isoleucina 0-CHj3 0,92
v'-CH;3 1,00
v'-CH 1,25 t



y'-CH 1,46 d

B-CH 1,96
a-CH 3,64
Isopentanol CH; 0,88
CH 1,42 d
CH, 1,64
CH,OH 3,63
Leucina 3, 0-'CH3p 0,94
CH,, y-CH 1,70
Malto- oligossacarideos B-C1H (red.) 4,64 d
a-C1H (red.) 5,22 d
CI1H o(1- 6) 4,96
CIH o(1- 4) 5,3-5,4
Polifendis (a) n.i. 6,84
n.i. 7,51
Prolina v-CH, 2,00 m
B-'CH 2,06 m
B-CH 2,33 m
8-'CH 3,32
8-CH 3,41
a-CH 411
Propanol CH3 0,88 t
CH2 1,53 m
CH,OH 3,54 t
C3H, C5H, 6,81
Tirosina/ Tirosol anel 6,89 d
C2H, C6H,
anel 7,11 7,18 d
Triptofano C5H, anel 7,15
C6H, anel 7,24
C7H, anel 7,50
C4H, anel 7,69
Uridina C4'H 411
C3H 4,21
C2H 4,38
C5H, anel 5,88 d
CI1H 5,89
C6H, anel 7,86 d

d=dubleto, t= tripleto, m=multipleto, q=quintupleto, s=singleto e g=quintupleto
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APENDICE A - Espectros de RMN

Ao

Amstel 10,3 mg current D:t:_pirametzr:
i - HAME Gamillalel3039
Acido Malico EXPHO 10
BROCHD 1
Fi - Acquisition Parameters
P : . Date 20131011
Acido Pirtivico Acido Lactico }';‘;;;;U“ 1532
Zpea
PIO]JII&‘ || PROBED 3 mm ONDP 15?13
PULPROC zgpT
D a3338
| SOLVENRT D20
HE o4
N *\“W\«JJ-’V L_‘.,/JL\x E 440,475 &
J 7 -47 =
M‘WW bt / FIDRES 0.113333 E=
T T T T T T T 20 +.4080804 s=o
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm o 250 s
oE 600 us
IE PEER T
. o 1.00000000 seo
A@llCEIl‘ES :11:'; o.onn:zoo{; seo
te—o}jgossm 5 Jnll ‘ Tl 12.;5 useo
PLL —3.00 dB
f ! oLO asl0d 3
| f | by aro1 1001318308 M=z
4 A | '” | F1 - Drocessing parameters
il il Il | ¢y ar 327
Wi
|K d I‘ & 400- 1485801tz
/ il s ]
NN A WL TR ol e
cB L
T T T T T T T T T T T T T T
5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 1.2 4.0 £ 1.6 3.4 3.2 3.0 ppm 3-00
- Triptofano
Unidina |
T T T T T T T
3.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

Antarctica 11,9 mg

=]
w
&




Antarctica sub-zerc 10,1mg

" WJL“ LJ'AIW\

3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

Becks 11,98 mg

camilla0dal3)
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Bitburzer 10,77

Bohemia 9,9 mg

A == CHANNEL £1

|r| \ HI
I
__Jl \\J\,_J\__T__M_

T T T T T
5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 ppm

m ’I'J'NU‘ M ﬁ v
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Parameters
11203130274
10

Brahma 10, 2mg

usec

dB
dB

W .HN‘WM

Budweiser 20 mg

Parameters

F2 - Acquisition
=

NSTRIM ApenE
PUCIF HO

wuwwwdk/‘mxw'L S

T
3.0 28 2.0 2

T
0.0 ppm

5 1.0 0.5
|
.—) e S e R _/-—/
T T T T T T
5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.‘1 32 3mer

N
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-

Carlsberg 12,7 mg

MhM’*UU‘w'wML ’luuﬂﬂ L NP Y U‘*’JUULL

3.0 2.5 2.

Colorado 12,5 mg

I
M) 'UU\,” I

3.0 2.8 2
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AAB 11 py

Orn. Eliave
T T T T T T T

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm
T T T T T T T T T T T T T T

5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 ppm
T T T T T T T

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm
Devassa 15,2 mg

Xoppevt Aato Tapopetepo
NAME

EXPNO

xopt Ara05130463
10

PROCNO 1

a2 [ Agbviottioy Tpapetepo

Aate_ 20130513

Tipe 11.48

INETPYM oneyT

PROBHD 5 mm QNP 1H/13
Crmp
65536

SOLVENT D20

NS 32

DS 4

SWH 7440.476 Hz

FIDRES 0.113533 Hz

A® 4.4040694 oy

RG 228.1

AQ 67.200 voey

AE 6.00 voey

TE 8.0

Al 1.00000000 oey

512 0.00002000 ey

TDO 1

== CHANNEL f1

NUC1 H

] 12.50 voey

AL 3.00 8B

PLY 49.04 dB

SFO1 400.1518805 MHz

42 [ [poyecol vy TOpapETEpo

SI 32768

SF 400.1499784 MHz

WDW EM

ssB 0

LB 0.30 Hz

GB o

PC 5.00



Avdp Beep 12,4 py

T
0.0 ppm

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
T T T T T T T T T T T T T T
5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 ppm
T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

2.0 1.5 10 0.5

Xoppevt Aata Tapopetepo
NAME Lo 22005130470
EXPNO 10

PROCNO 1

a2 [ AgOviottioy Topapetepo

Aate_ 20130514

Tipe

INETPYM omeyT

PROBHD S mm QNP 1H/13
ATTP! Cymp

™D 65536

SOLVENT D20

NS 32

DS 4

SWH 7440.476 Hz

FIDRES 0.113533 Hz

A® 4.4040694 oy

RG 228,

AQ 67.200 voey

AE 6.00 voey

TE 298.0 K

Al 1.00000000 oey

512 0.00002000 ey

TDO 1

CHANNEL f1 =

12.50 voey
3.00 8B
49.04 dB
400.1518805 MHz

42 [ Tpoyecol vy mopapETEpo
I 32768

SF 400.1499764 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

C 5.00

'4

W\J

WMMMWM" K
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@ potev 11,7 py

Orn. Elioave
T T T T T T T
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm
T T T T T T T T T T T T T T
5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 ppm
T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm
Gaffel 10.5 mg
T T T T T T T
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 mmp
T T T T T T T T T T T T T T
5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 mmp
T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 np
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Xoppevt Aata Mapopetepo
NAME Lo Are05130464
EXPNO 10
PROCNO 1

a2 [ AOviottioy Tupapetepo
Aate_ 20130513
Tipe 11
INETPYM

PROBHD
TYAITPOI
D

mE YT
5 mm QNP 1H/13

T
SOLVENT
NS

0.113533 H
4.4040694 cey
228.1

67.200

6.00

298.0

1.00000000

0.00002000
1

voEy
voEy

oey,
cey

CHANNEL f1

1H
12.50 voey
3.00 3B
9 49.0 dB
SFO1 400.1518805 MHz
42 [ Tpoyecol vy mopapETEpo
I 32768
400.1499783 MHz
WDW EM
SSB o
LB 0.30 Hz
GB o
PC 5.00

Xoppevt Aata Topapetepo
NAMVE X 24005130466
10

1

4
7440.476
0.113533

4.4040694
RG 228.1
AQ 67.200
AE 6.00
TE 298.0 K
Al 1.00000000
812 0.00002000
TDO 1
H
12.50 voey
3.00 8B
49.04 dB

400.1518805 Mz

42 [ Tpoyecol vy mopapeTepo
SI 32768
SF 400.1499835 MHz
wDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GE 0
PC 5.00



Heineken 10,3 mg

Kaiser 10,1 mg

CHANNEL f1
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Konig 10,85 mg

AN MKLK/’M”WMJUWJ uq”m\ B

T
3.0 2.5 2.0 15 1.0 [

7

T
0.0 ppm

TR
1 | uﬂu /| e B
L'l’" 4 ‘J 531 o 33 H
| L k : 0.30 ¢
I\ A WAL il
S!E 5:4 5.': 5'.3 4.!8 4.'5 4!4. 4.!2 ‘1.'0 3!3 3'.5 3.'4 3‘2 3"3 Ppm

ML

Mahou 11,9 mg

s idon] I‘L,/"'w: 'M’LJ\)J' L

2.5 2.0 1.5 10 0.

w

w
o
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Pale Ale 10,3 mg

Current D: Parameters

11112071307

3.0 2.5 2.0 1.5 10 0.5 0.0 ppm

Parametbers
11112071307

3.0 2.5 2.0 1.5 10 0.5 0.0 ppm

400.151B805 MH.

Processing parameters
768

AD0. 1455788 MHz
EM

D.30 Hz

Inacte

96



Quilmes 5 11,8 mg

Rauch bier 10,8 mg

T T T
3.0 2.5 2.0 1.5 ¥ .5 0.0 ppm
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Zymv ditpada 10,7 py Xoppevt Aota THPaUETepo
NAME %o 21603130270
EXPNO 10

PROCNO 1

a2 [ AyOviottiov Tapapetepo

Aote 20130328

Tupe 14.55

INETPYM oneyt

PROBHD 5 mm QNP 1H/13

TIYATPOP Cymp

TD 65536

SOLVENT D20

NS 64

DS 4

SWH 7440.476 Hz

FIDRES 0.113533 Hz

AO 4.4040694 ocey

RG 90.5

AQ 67.200 voey

A AR 6.00 vock
T T T T T T T TE 298.0 K

Al 1.00000000 oey
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm AL 399999990 o

TDO 1

77777777 CHANNEL fl ========

NUC1 1H

i 12.50 voey

Tl 3100 5B

PL9 49.04 dB

SFO1 400.1518805 MHz

a2 [ Thoyeaoi vy Tapopetepo

ST 27

SF 400.1499814 MHz

Wow EM

SSB 0

LB 0.30 Hz

GB ]

PC 5.00

T
5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 ppm

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm
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Skol Inter 2 13,6 mg

T

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
I
IH
|
,.”’J | ﬂ ||| \
My "
|IJ" , N ludll.«
T T T T T T T T T T T
& 5.4 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6

R Y T T N

Stella Artois 9,6 mg

JUJMWMUM'WUN W L,Mr N l__

T
3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0 ppm

Processing pa

400.1499

F

WIW

i}
=

al
=

g:

|

|

|
oo
BEEG
o
Bl
2a8
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Warsteiner 10,

%]
[
=]

[t=]

WMMWWL’ ‘MWV % WW HW

Cepve 12,1 py

Xvppevt Aata lopapetepo
Or. EAiirave NAVE xuwuﬁoglsogm
EXPNO 10
PROCNO 1
a2 [ AyBuicitiov Mupapetepo
Aote_ 20130514
Tipe 8.31
INETPYM oneYT
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
TIYAIPOI Cynp
TD 65536
SOLVENT D20
NS 64
DS 4
SW! 7440.476 Hz
FIDRES 0.113533 Hz
AO 4.4040694 oey
RG 28.1
AQ 67.200 voey
AE 6.00 voey
T T T T T T T TE 298.0 K
Al 1.00000000 oey
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm 5, 0. 00002000 oex
TDO 1
=== CHANNEL fl ========
1H
12.50 voey
3.00 8B
49.04 di
400.1518805 MHz
a2 [ ThoyecoL VY TAPUUETEPT
SI 32768
SF 400.1499774 MHz
WowW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 5.00
T T T T T T T T T T T T T T
5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 ppm
T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

100



APENDICE B - Deslocamentos quimicos nos pontos dos loadings no CP1
x CP2 da sub-regido E no grafico de ACP

P PC2-5 g5 [PC2 H!-fﬁ BCZ FCZ
» 1.70
L 1.24
- | 22
3. :'F ' 2 a0 %JJ:
% 2.3 = 1z T,m7 e 1.08
L.ger 12 B 1,73
. o ¥ e > b
2 o3 .i.'?E-
L.58 .c- i o BN
* L.z .1 by e 5o ._n.}q
' PCL g pcl jgl: 5 PC pcl g W ECLy Bl

APENDICE C - Deslocamentos quimicos nos pontos dos loadings no CP1
X CP3 e CP4 x CP3 da sub-regido E no grafico de ACP

pC <t Pl
3.79
4.63 3.76 i:.;a
4,65
3.30 63
3.54
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L ] 5.0
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* » 3.26
»
m B3 = PCE g B3 - B
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APENDICE D - Deslocamentos quimicos nos pontos dos loadings no
CP4 x CP2 da sub-regido E no grafico de ACP

B BCd D4 By P4
3.76 3.79
L ] L ]
- 5.5 4,90
-f- 95 - »
5.21 - P
L ] » - 5.33 4,11
. L ]
557
L PC2 PCZ |m PC2 b @ DCZ2 g pC2

APENDICE E — Deslocamentos quimicos nos pontos dos loadings no
CP4 x CP3 da sub-regido E no grafico de ACP

PCd PCd 5*3*1-'*” FCd PC4 BCd PCd
oAk T.25
g 7 |
. 7.3 | (@ e LA 6.8
» . . *
el o850 . S
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- . Flin o .
5. A7 *
- PCI |m PCI |m FC3 g FC2 |m PC3 |y PC3 |y PC3

APENDICE F - Deslocamentos quimicos nos pontos dos loadings no CP1
x CP3 da sub-regiéo E no grafico de ACP

FC1l

- L - . .
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APENDICE G - Deslocamentos quimicos nos pontos dos loadings no
CP1 x CP3 e CP2 x CP3 da sub-regido E no grafico de ACP

PC1 PC1 Pl Pf."l:t-'.15 FC1 pPC2 pcz Pz pcz
£.05 g.38
G.35 5.28 .
o B ® » o 0% s.88 8.27
- L L ]
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Ll .27
.'. - g.368
* ‘.’?.';-,5 2.55
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%T &0
¥ PCL g ool I BpCl 1 PCl

APENDICE H - Deslocamentos quimicos nos pontos dos loadings no
CP1 x CP3 da sub-regido E no grafico de ACP

PCL w1 47 PCL PCL
6.06

[ ]

.35

7.32 e |
7.16 L] T.38

£.88) @ 7.29 * .
- = §.61

[ ]
PC3 PC3 PC3 PC3 PC3

103



APENDICE | - Deslocamentos quimicos nos pontos dos loadings no CP2
X CP1 e CP2 x CP3 da sub-regido E no grafico de ACP
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