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RESUMO

DAL SASSO, Marco Aurelio. Estudo da composi¢gdo quimica molecular de
compostos volateis e semivolateis em produtos cervejeiros alcodlicos,
sem gluten e sem alcool. Rio de Janeiro, 2023. Dissertagdo (Mestrado em
Quimica) = Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2023

A cerveja é uma das bebidas mais consumidas no mundo. Sua composigao
quimica, rica em compostos volateis e semivolateis (e.g. aldeidos, alcoois e
ésteres), € a principal responsavel por suas caracteristicas sensoriais.
Recentemente, a demanda por cervejas sem alcool ou sem gluten tem aumentado,
motivada por questdes sociais € de saude. Neste estudo foi desenvolvido um
método analitico para obtengéo do perfil quimico molecular de compostos volateis
e semivolateis de cervejas, a fim de comparar os diferentes produtos cervejeiros e
estabelecer a diferenca entre estes, através de marcadores quimicos. Para isso
foram empregadas ferramentas de Delineamento Experimental (DoE) na avaliagao
das condigbes de analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) e para extragdo de compostos volateis e semivolateis pelo
método de extracdo liquido- liquido assistida por dessalgamento. O método
desenvolvido foi empregado para comparar 5 marcas de cervejas nacionais, das
quais 3 possuiam o produto com e sem alcool e 2 o produto alcodlico com e sem
gluten. O ajuste dos parametros cromatograficos demonstrou que os fatores
avaliados nao influenciaram significativamente nos resultados analiticos, mas
evidenciaram a robustez do método. O método otimizado permitiu a detec¢ao de
31 compostos. A analise estatistica das amostras reais possibilitou a identificacao
de 5 marcadores quimicos capazes de distinguir de acordo com sua presenca e
auséncia de alcool e gluten. Por fim, a utilizagdo da CG-EM, aliada a estatistica
(DoE), constituem ferramentas valiosas para obter informagdes do perfil quimico

molecular da cerveja, sendo de grande importancia para Industria cervejeira.

Palavras-chave: Cerveja, Cromatografia gasosa, Delineamento experimental,

Extracéo liquido-liquido.



ABSTRACT

DAL SASSO, Marco Aurelio. Estudo da composi¢ao quimica molecular de
compostos volateis e semivolateis em produtos cervejeiros alcodlicos,
sem gluten e sem alcool. Rio de Janeiro, 2023. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2023

Beer is one of the most consumed beverages in the world. Its chemical composition,
rich in volatile and semi-volatile compounds (e.g. aldehydes, alcohols and esters),
is primarily responsible for its sensory properties. Recently, the demand for non-
alcoholic or gluten-free beers has increased due to social and health issues. In this
study, an analytical method was developed to obtain molecular chemical profiles of
volatile and semi-volatile compounds in beers in order to compare different brewing
products and detect the difference between them through chemical markers. To do
this, Experimental Design (DoE) tools were used to assess the analysis conditions
by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and to prescribe
volatile and semi-volatile compounds by the desalination-assisted liquid-liquid
generation method. Using the developed method, five national beer brands were
compared, three of which had the alcoholic and non-alcoholic product and two had
the alcoholic product with and without gluten. The adjust of the tested
chromatographic parameters,

i.e. the evaluated factors did not significantly influence the analytical results, but
showed the robustness of the method. The optimized method enabled the detection
of 31 compounds. The statistical analysis of the real samples allowed the
identification of 5 chemical markers capable of distinguishing between the presence
and absence of alcohol and gluten. Finally, the use of GC-MS in combination with
statistics (DoE) are valuable tools to obtain information about the molecular

chemical profile of beer, which is of great importance for the brewing industry.

Keywords: Beer, Gas chromatography, Experimental design, Liquid-liquid

extraction.
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1 INTRODUGAO

Considerada uma das bebidas mais consumidas mundialmente, a cerveja é
uma bebida fermentada de baixo teor alcodlico, que tem como caracteristicas mais
marcantes o sabor amargo e a refrescancia (DUCRUET et al., 2017). Além disso,
a cerveja é uma fonte de vitaminas (e.g. vitaminas B6 e B12) , minerais (e.g.
magnésio) e antioxidantes (e.g. 4-hidroxifeniletii &lcool) que proporcionam
beneficios & saude (SALANTA et al., 2020). Por ser uma das bebidas mais
consumidas do mundo € também uma das mais populares, inclusive no Brasil,
onde o clima tropical favorece a preferéncia pelo consumo do estilo Pilsen.
Atualmente o pais esta entre os principais produtores e consumidores de cerveja
do mundo (BARTHHAAS, 2022).

O consumo moderado de cerveja é considerado um habito relacionado a
questdes de sociabilizacao, visto que em muitas ocasides essa bebida é utilizada
como ferramenta de inclusdo social, proporcionando ao consumidor sensagao
de bem-estar e euforia. Entretanto, as consequéncias negativas relacionadas ao
seu consumo passaram a envolver questbes de aspectos legais, de saude e de
mercado (MULLER et al., 2020; SALANTA et al., 2020).

As restricdbes ao consumo de cerveja, seja por questdes legislativas (leis
federais 11.705/08 e 12.760/12, conhecidas como “leis secas”), religiosas ou de
saude, como, por exemplo, pessoas com doenga celiaca (doengca autoimune
causada pela intolerancia ao gluten), gestantes, diabéticos, pessoas com
problemas cardiovasculares, fez com que a industria cervejeira, por meio de
abordagens inovadoras de fabricagdo de cerveja, em termos de ingredientes,
métodos de fabricagdo e tipo de fermentagcdo, desenvolvesse produtos para
atender essa parcela de consumidores (BRANYIK et al., 2012; KERPES;
FISCHER; BECKER, 2017; SALANTA et al., 2020).

Entre os métodos existentes para a producéo de cervejas sem alcool, ha os
meétodos bioldgicos, cujos processos buscam controlar a produgao de etanol; e os
métodos fisicos, cuja remocao do etanol se da em etapa posterior a fermentacao
(BRANYIK etal., 2012; SENKARCINOVA et al., 2019). Ainda para a remogao do
gluten séo utilizados processos enzimaticos durante a etapa de brasagem (RUBIO-
FLORES; SERNA-SALDIVAR, 2016). Os casos de remocao do etanol tém sido

criticados por tornar a qualidade do produto inferior quando
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comparado ao produto alcodlico, especialmente pela falta de sabor e aromas
agradaveis caracteristicos da cerveja (OLMO et al., 2014). Entretanto, estas
comparagdes sao baseadas em testes organolépticos que estdo sujeitos a
subjetividades e fatores bioldgicos (VALENTIN et al., 2007). O mesmo néo
ocorreria para as cervejas sem gluten, preparadas por meio do uso de enzimas
sobre as mesmas matérias-primas da cerveja tradicional, pois seu processo de
remogao nao estaria ligado aos compostos aromaticos presentes na cerveja.
Sendo assim, a caracterizagdo quimica da cerveja através da utilizagcao de
técnicas analiticas, como por exemplo a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), pode complementar as analises sensoriais de
modo a atenuar as questdes subjetivas envolvidas nos testes organolépticos. Além
disso, o conhecimento do perfil quimico de volateis e semivolateis das cervejas
sem gluten e sem alcool pode auxiliar na melhoria dos métodos de producéao no

sentido de obter produtos cada vez mais semelhantes ao seu similar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CERVEJA

De acordo com o artigo 36 da secao Il do capitulo VII do Decreto N° 6.871,
de 4 de junho de 2009 que regulamenta a Lei n° 8.918, de 14 de julho de 1994,
que dispde sobre a padronizagdo, a classificagdo, o registro, a inspecéo, a
producéo e a fiscalizagao de bebidas, a cerveja € definida como

Cerveja é a bebida resultante da fermentagéo, a
partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada
malteada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de cocg¢ao adicionado
de lupulo ou extrato de lupulo, hipotese em que
uma parte da cevada malteada ou do extrato de
malte podera ser substituida parcialmente por
adjunto cervejeiro.

A cerveja é uma bebida carbonatada composta por 2-6% de extrato residual
solido, 2-6% de etanol, 0,35-0,50% de CO2 e 90-95% de agua (ROSA; JULIO
CARLOS AFONSO, 2014). Adjuntos cervejeiros sado produtos capazes de
aumentar a concentracao de compostos bioativos e conferir novas caracteristicas
organolépticas a cerveja. Esses produtos podem ser tanto cereais (com exceg¢ao
do malte), quanto extratos vegetais. Os cereais usados como adjunto cervejeiro
podem ser grdaos como milho e arroz, que servem como fonte adicional de amido
para a fermentagao. Esses adjuntos podem compor até 45% da composigéo total
da cerveja, segundo a legislagdo brasileira (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2009). Com relagdo aos extratos vegetais eles podem ser utilizados para
incrementar a dogura e aromaticidade da cerveja, como é o caso do melado de
cana (YANG et al., 2022). Porém, ha de se ressaltar que esses adjuntos nao
podem ser de origem animal como o mel (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2009;
RUBIO-FLORES; SERNA-SALDIVAR, 2016).

A Figura 1 apresenta uma bibliometria, em formato de “WordCloud” (Nuvem
de Palavras) construida a partir do banco de dados Web of Science (Clarivate
Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos), usando os termos “Beer’, “Gluten
free beer’, e “non alcoholic beer’, com auxilio do programa “RStudio”, das 50
palavras de maior destaque (titulo, abstract e palavras-chave) nas producdes

cientificas dos ultimos 3 anos (periodo entre 2020-2023). Essa
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bibliometria € capaz de apontar as possiveis diregbes e maior interesse em
determinadas linhas de estudo relacionadas aos produtos cervejeiros, além de
expressar o crescimento da diversidade de informagao ao longo dos anos e da
importancia para a industria cervejeira. Vale ressaltar que, dentre os 3565
trabalhos, ndo foram utilizados artigos de revisdo e capitulos de livros. E possivel
observar que as palavras mencionadas com mais frequéncia neste levantamento

sao: fermentacéo, mosto impacto, identificacdo, sabor e qualidade.

Figura 1 - Nuvem de palavras com as 50 mais citadas (titulo, abstract e palavras-
chave) nas publicagdes relacionadas a cerveja entre 2020-2023 nas areas de “Quimica’,

“Engenharia” e “Tecnologia de alimentos”.

bactérias laticas
desempenho

pohfenmspefﬁs

microextracéio em fase solida ¢ extratos

p consumo
compos 0s fendlicos Deforma;:;o Cevad a
otimizacéo a h
levedura vinho
4lcool » quantificacéo

acido es{ablhdadearoma
mostofermenta CAOgume

comidaldentificagaoexacao

alimentos

saccharomyces cerevisiae

compostos volaleis etano

saborqualidadematte

amargura temperatura capacidade

atividadé antioxidante

cerevisiae cromatografia em fase gasosa

Dados adquiridos a partir de uma pesquisa no banco de dados Web of Science (Clariv
Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos) usando os termos: “Beer”,

“Gluten free beer”, e “non alcoholic beer’. Fonte: Web of Science.

A partir do mesmo conjunto de dados, a Figura 2 apresenta um mapa
construido com os paises que mais participaram na produgdo dos trabalhos
relacionados as analises de produtos cervejeiros e suas tecnologias nos ultimos

trés anos (2020-2023), destacados por diferentes tons de azul (quanto mais
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intensa é a coloragao azul do pais, maior é a sua contribuigdo). As linhas vermelhas
destacam as colaboragdes entre os paises. Ao observar o mapa de contribuicdo
cientifica podemos perceber que a quantidade de trabalhos publicados nos ultimos
trés anos (3565 artigos cientificos) evidencia a importancia dessa bebida no
contexto global. As regides que mais se destacam sdo América do Norte, América
do Sul, Asia e Europa. Nessas regides estdo localizados os cinco maiores

produtores de cerveja: EUA, China, Alemanha México e Brasil.

Figura 2 - Mapa da contribuigao cientifica por pais entre 2020-2023, demonstrada a
partir da intensidade de cor, com a tematica Beer, Gluten free beer, e non alcoholic

beer.

Maior contribui¢éo

Menor contribuicao

Fonte: Web of Science e programa RStudio.

As regides com que o Brasil mantém o maior numero de colaboragdes sé&o
América do Norte e Europa, com destaque para baixa colaboragdo com a China,
visto que esses paises sdo importantes parceiros comerciais e se destacam tanto
na produgao de cerveja, quanto na produgao cientifica sobre o tema. Com base

nesse cenario, o estudo realizado reforca a relevancia do trabalho.

2.1.1 Breve historico

A palavra cerveja pode estar relacionada a duas origens. Uma delas do latim

cerevisia, referente a Ceres, deusa romana da agricultura. A outra de bibere
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também do latim, que significa beber, e deu origem a palavra inglesa beer
(OETTERER; R, 2006). A origem da bebida remonta do ano 7000 AC, época em
que ocorreu a revolugdo Neolitica (Figura 3). Antes disso, ainda nao surgiram

evidéncias arqueoldgicas de sua criagao.

Figura 3 - Fatos historicos relevantes.

3.200-3.000 AC 1637 1920
Producdo cerveja de 768 DC 1516 introducéo da cerveja no Ciiviiia siim
cevada para fins Introducdo do  “ej da Pureza” Brasil Al ! .
comerciais lupulo na Bavaria (colonizagdo Holandesa) ol
7.000 AC 2006
Revolugao { Cerve!a sem
Neolitica Gluten

T 1%

1792 AC Século 15 1614 1700 g '

Lei Hammurabi para

crescimento no  Rei James | cria primeira surgimento da
producao de cerveja

consumo faxa comercial industria cervejeira

Aproximadamente em 3.200 a 3.000 AC, houve os primeiros registros de
que a fabricagdo de cerveja era parte importante da economia dos estados
sumérios. Em 1792 a 1750 AC o rei Hammurabi, governante da Babilbnia,
introduziu um cédigo de puni¢cdes a respeito de todos os aspectos da vida
cotidiana, conhecido como “Cédigo de Hammurabi”, e quatro deles dizem respeito
a cerveja. Isso destaca a importancia da produgcdo e comercializagdo da cerveja
para época (HORNSEY, 2003).

Outra lei viria a ser criada em 1516 na Bavaria e ficou conhecida como “Lei
de pureza da Baviera”’. Esta foi uma das primeiras medidas de protecdo da
qualidade, decretando que apenas malte, lipulo e agua deveriam ser usados na
fabricagao de cerveja (o fermento foi adicionado posteriormente) (HORNSEY,
2003). No Brasil, a cerveja foi introduzida em 1637 através da colonizagéo
holandesa. Até entéo, o territério brasileiro era ocupado pelos portugueses e o
habito de consumir cerveja n&o era uma caracteristica daquele povo, pois o vinho
figurava como sua bebida favorita. Devido a isso, até o ano de 1637, o consumo
de cerveja ndo tinha sido difundido no territério brasileiro (SANTOS, 2004).

Um dos estilos mais consumidos no Brasil, o estilo ‘Pilsner’, surgiu em 1842,

quando o cervejeiro alemao, Josef Groll, foi nomeado cervejeiro-chefe da
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Civic Brewery em Plzen. Esse estilo se mostrou extremamente popular e modelo
para cerca de 95% das cervejas atuais (HORNSEY, 2003). Atualmente, no Brasil,
a cerveja é regida pelo Decreto n° 6.871 de 4 de junho de 2009, que regulamenta
a lei n°® 8.918 de 14 de julho de 1994, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2009).

Com passar do tempo, os efeitos intoxicantes ocasionados pelo consumo
de alcool tornaram-se menos desejaveis, embora a cerveja continuasse um
produto muito apreciado, ela ndo poderia mais conter alcool. A origem das cervejas
sem alcool (CSA) aconteceu durante o periodo da “Lei Seca” dos EUA entre 1920
e 1933. Nesse periodo, as cervejarias americanas foram proibidas de fabricar
cerveja sendo obrigadas a alterar a cadeia produtiva para focar em outros produtos
que utilizassem o mesmo tipo de estrutura fabril e procedimentos operacionais.
Entre os produtos produzidos pelas cervejarias da época estavam corantes,
extratos de malte e uma nova bebida a base de malte, denominada “near beer”,
que continha menos de 0,5% de alcool, e por isso sua produgao era permitida
naquela época (MULLER et al., 2020).

Outro fato importante na historia da industria cervejeira foi o surgimento das
cervejas livres de gluten. Na década de setenta do século XX, a dieta livre de
gluten foi introduzida como tratamento para pacientes com doenga celiaca, sendo
utilizada como estratégia de tratamento até os dias atuais. Visto que cerca de 1,4%
da populagdo global apresenta intolerdncia ao gluten, a industria alimenticia
passou a desenvolver alimentos sem gluten. A industria de bebidas alcodlicas
acompanhou essa tendéncia iniciando a produgdo em escala industrial em 2006
(HAGER et al., 2014; RUBIO-FLORES; SERNA-SALDIVAR, 2016).

2.2 PADROES DE CONSUMO E PRODUGCAO DE CERVEJA

No passado a cerveja, ao lado de outras bebidas alcodlicas, foi em muitas
sociedades uma parte fundamental da vida cotidiana, bem como parte integrante
das praticas rituais e da expressdo da identidade social, cultural e das relagcdes
intergrupais (HORNSEY, 2003; JIAO et al., 2011; VIVIAN et al., 2016). Atualmente
esses fatores de interacdo social ainda permanecem sendo utilizados como

mecanismo de socializagao (WHO, 2023).
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A cerveja é a terceira bebida mais consumida no mundo sendo superada
apenas pela agua e pelo cha (SALANTA et al., 2020). Essa popularidade pode ser
relacionada a quantidade produzida nos ultimos anos (Figura 4). Fazendo um
recorte das ultimas décadas podemos observar que a partir de 2009 houve um
aumento na produgédo mundial de cerveja atingindo o seu apice em 2013 quando
o volume chegou a 1.972 milhdes de hL (1hL= 100L). Entre o periodo de 2014 a
2019 houve um leve declinio na produgédo, atingindo um volume médio de 1.938
milhées de hL (BARTHHAAS, 2022). Em 2020 ocorreu uma queda acentuada na
producdo. Esse declinio esta relacionado a pandemia de COVID- 19, a qual
ocasionou uma desaceleracdo da economia global devido as medidas de
distanciamento/isolamento social e fechamento de fronteiras, reduzindo

drasticamente a produg&o da cerveja no mundo.

Figura 4 - Producao anual de cerveja em milhdes de hectolitros (hL) entre os anos de
2008-2022.
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O Brasil se destaca como grande produtor de cerveja desde o inicio do
século XX (1913/14), quando a produgao em territorio nacional foi de 700 mil hL
(FRANCE; AMERIEA, 1914). Ja no inicio do atual século, no ano de 2020, foram
produzidos 151,9 milhdes de hL de cerveja no Brasil, cerca de 7,1 milhdes de hL a
mais que 2019, apesar da crise causada pela pandemia de COVID-19. Atualmente
0 pais figura entre os cinco maiores produtores de cerveja ao lado dos EUA,

China, Alemanha e México. Esses paises sao responsaveis pela
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produgao de mais da metade do volume mundial de cerveja (BARTHHAAS, 2022).

2.3 PROCESSO DE PRODUGAO INDUSTRIAL

A producao da cerveja envolve sete etapas principais, que sao: brasagem,
fermentagao, maturagao, filtragdo, degustacgéao, pasteurizagéo e envase, Figura 5
(VANDERHAEGEN, NEVEN, et al., 2006; ALVES, GONCALVES, et al., 2020).
Dependendo do tipo de matéria-prima e do processo empregados a cerveja ira
assumir caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas especificas (e.g., coloracao,
sabor e teor alcoolico) (ANDERSON et al., 2021).

Figura 5 - Etapas de produgéao da cerveja.
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A legislacgo brasileira (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2009) permite
a substituicdo parcial e a adigdo de outras matérias-primas, como por exemplo
graos, maltados ou nao, adigdo de adjuntos cervejeiros (e.g. carboidratos de origem

vegetal, aromatizantes e condimentos). Dentre esses destacam-se como o0s
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mais utilizados o xarope de maltose de milho e os gritz de milho e de arroz (VIVIAN
et al., 2016). Além disso, também podem ser utilizadas leveduras especiais para
fabricacdo de cervejas com baixo teor alcodlico (SALANTA et al., 2020). Estas
praticas sao utilizadas para minimizar os custos relativos ao malte e na fabricagéo

de cervejas especiais.

2.3.1 Brassagem

A etapa da brassagem consiste nos seguintes processos: maltagem,
secagem, moagem, filtragcdo, fervura (esterilizacdo e adicdo do lapulo) e
resfriamento. Ao final desse processo € obtido o mosto cervejeiro que esta pronto
para receber as leveduras (SALANTA et al., 2020).

Cevada: a cevada é composta de uma unica semente de forma alongada
constituida por casca, pericarpo, endosperma e gérmen, Figura 6. O gréo de
cevada tem um sulco no lado frontal (ventral) onde cresce contra o caule. Esse
grao € coberto com conchas lenhosas entrelagadas chamadas cascos, uma na
frente e outra atras; nas costas o casco se estende para formar uma ala
caracteristica, também chamada de barba. Sob os cascos tem uma casca de
semente cerosa. Abaixo da casca da semente ha uma camada de células vivas
chamada camada de aleurona. Existe um buraco no revestimento da semente,
chamado micropila, onde os cascos se encontram no final do grdo, longe da
marquise (BARTH, 2016).

Figura 6 - Planta da cevada.

Fonte: BARTH, 2016
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A microépila e o embrido estdo nesta extremidade do grao. O compartimento
que contém o embrido é separado de um compartimento que contém amido,
chamado endosperma, por um divisor chamado escutelo. O endosperma contém
granulos de amido, cada um rodeado por uma capa de proteina. A Figura 7
representa o corte longitudinal do grdo da cevada, onde pode-se observar as
partes do grao de cevada (BARTH, 2016).

Figura 7 - Corte longitudinal do grédo da cevada: Aristo, camada de aleurona, casca da

semente, escutelo, micropila, embrido, casco, endosperma amilaceo.
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Fonte: BARTH, 2016

Malteagao: refere-se ao inicio da produgdo de enzimas hidroliticas durante a
germinagéo, como por exemplo as enzimas que atuam na quebra do amido (a-
amilase e B-amilase), das paredes celulares (B-glucanases) e das proteinas
(carboxipeptidases e endopeptidases) (Figura 8). A atividade enzimatica é
interrompida na etapa de secagem dos graos, que pode ocorrer a temperaturas
variando de 85 °C a mais de 200 °C, dependendo do sabor e cor do malte desejado
(VIVIAN et al., 2016).
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Figura 8 - Etapas de processamento da cevada para a producédo do malte a ser utilizado

na producéao de cerveja.

Entrada da cevada

« Gréo pequenos

Limpeza e
| + Gréos
| . Sementes
v estranhas
Maceracdo P6 e cascas
hgua i + Graosleves
L |
- Ar " I~ (cevada
flutuante)
& hd Emefﬁe
Cevada macerada
I
v
Germinacéo
= Ar frio e Gmido
» Agua —1 + Calor
l —* EEECE

Cevada germinada (malte verde)

v
Secagem

+ Ar quente e
— umido

Ar quente —

v
Malte seco

|
J
B

Degerminacéo
‘ » Radicula e

+“"-‘+ po

Malte pronto

Secagem: Nesta etapa ocorre a retirada da umidade e o processo de germinacao
€ interrompido, tornando o grao estavel o que auxilia na conservacao do malte.
Ainda nessa etapa, também sdo removidos compostos volateis que podem
contribuir para o surgimento de sabores desagradaveis no produto final. Apos a
secagem o malte ja esta pronto (Figura 9) para ser utilizado na produ¢ao do mosto

cervejeiro.
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Figura 9 - Malte de cevada.

Fonte: BARTH, 2016

Moagem dos grdaos maltados: a moagem esmaga as sementes, quebrando o
endosperma em pequenos pedacgos e liberando-o da casca e tegumento para que
haja bastante contato com a agua durante a maceragao. Nesta etapa é importante
manter a casca intacta, pois ela auxilia na separagao do mosto, e porque cascas
em p6 podem dar a cerveja um sabor aspero ou uma aparéncia turva. A trituragao
é feita com um a trés pares de rolos em um dispositivo chamado moinho. O espaco
entre os rolos define o tamanho das particulas. Para tornar o malte suscetivel ao
ataque enzimatico ele é ftriturado e aquecido para gelatinizar o amido
(VANDERHAEGEN et al., 2006; VIVIAN et al., 2016).

Preparacao do mosto: o mosto é o resultado da quebra das moléculas de amilose
e amilopectina em pequenos agucares, como maltose e glicose. O mosto também
€ rico em proteinas soluveis, peptideos e aminoacidos, elementos importantes na
estabilidade e qualidade de cerveja (VIVIAN et al., 2016). Nao ha uma definigao
exata dos intervalos e temperatura na produgao do mosto, que € uma caracteristica
de cada cerveja e varia de acordo com o resultado desejado. No entanto, quatro
faixas de temperatura podem ser definidas para o processo, com base na faixa de
ativacao enzimatica, conforme segue (MORADO, 2009):

* 40 - 45 °C: Ativacao enzimatica das enzimas p-glucanase.

» 50 - 55 °C: Protedlise.

* 60 - 72 °C: Agao da o e B-amilase.

* 76 - 78 °C: Inativacado enzimatica.
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Fervura do mosto e a adigao do lupulo: O processo de fervura serve a muitos
propositos. Este processo também é importante para a extracdo de acidos a e 8
do lupulo (Figura 10), responsaveis pelo amargor, sabor e agédo antisséptica da
cerveja. No entanto, é igualmente importante controlar os niveis de constituintes
de sabor no mosto, porque eles podem ter um grande impacto na estabilidade
do sabor da cerveja. Devido a alta temperatura (90 °C) durante a fervura, causando
os seguintes efeitos: esterilizagdo do mosto, inativagdo, evaporagdo da agua
(concentragcao do mosto) e coagulagdo das proteinas (DE SCHUTTER et al.,
2008; MONGELLI et al., 2015).

Figura 10 - A) Flores de lupulo fémea B) Lupulo em pellet.

Fonte: BARTH, 2016

2.3.2 Fermentacgao

O processo de fermentagéo € a fase em que os agucares sdo convertidos
em alcool. E nessa etapa que ocorre a diferenciacdo entre os tipos de cerveja que

serdo produzidas a depender do tipo de levedura utilizada (Tabela 1).

Tabela 1 - Estilo de cerveja e suas respectivas leveduras utilizadas no processo de
fermentacao.

Estilo de cerveja Tipo de levedura
Lager Sacharomyces calsbergenesis
Ale S. cerevisae

Lambic leveduras presentes na atmosfera
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A temperatura e o tempo de fermentagdo também tém um papel importante
na qualidade da cerveja, visto que esses parametros influenciam a atuagéo das
leveduras perante ao mosto. As informagdes sobre faixa de temperatura e tempo

de fermentagéo para cada estilo de cerveja estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Faixa de temperatura e tempo de fermentacgdo para os diferentes estilos de
cervejas (ALVES et al., 2020a; SEO et al., 2020).

Faixa de temperatura Tempo de fermentagao
Estilo de cerveia
(°C) (dias)
Lager 7-14 15
Ale 18-25 7
Lambic Temperatura ambiente 730

Essa fase depende de muitos mecanismos celulares, sendo influenciada
por outros fatores como temperatura, pH, oxigénio dissolvido, agitacao,
disponibilidade de agucares e outros nutrientes, a presenga de contaminantes e
taxa de inoculagdo (ROMANO et al., 2003; BAMFORTH, 2017; CAPECE et al.,
2018). Tal etapa de fermentacdo ocorre em vasos chamados de cone de

fermentacao (Figura 11).

Figura 11 - Cones de fermentagéo.
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30

Durante o processo, os agucares mais simples sdo fermentados primeiro,
seguindo a ordem: glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose (PALMER,
2006). Quando a fase estacionaria da fermentacdo comecga, a maioria das
leveduras sao removidas e a maturacdo comecga. O fermento restante promove
dois efeitos: aumentar a produgao de didxido de carbono e remogao de compostos
indesejaveis, como diacetil, acetaldeido e sulfeto de acido (CIENCIAS, ICB, et al.,
2011; SILVELLO, 2019). Além disso, esta fase visa iniciar a clarificagdo da cerveja
(sedimentacao das células de levedura) e manter a cerveja no estado reduzido,

evitando a oxidagao durante o armazenamento.

2.3.3 Maturagao

O processo de maturagao, que pode também ser chamado de fermentagao
secundaria, se inicia quando todo o agucar fermentavel se esgota, a fermentacao
diminui e a levedura comega a sair da suspensdo, dando inicio ao processo de
floculagdo. A maior parte da levedura pode entao ser separada do produto, que, a
partir dessa etapa, pode ser de fato reconhecido como cerveja. Entretanto, a
cerveja fresca precisa passar por um processo de maturagdo, pois ainda contém
compostos indesejaveis, tais como o acetaldeido e o diacetil. Esses subprodutos
sdo provenientes de processos oxidativos e podem ser reduzidos pelas poucas
células de levedura remanescentes (ALVES et al., 2020).

Durante a maturagao, os alcoois saturados ou de cadeia mais longa (e.g. 2-
metilpropan-1-ol, 3-metilbutan-1-ol e hexan-1-ol) e os acidos graxos (e.g. acido
butanoico, acido hexanoico e acido decanoico) n&o se alteram significativamente.
No entanto, outros ésteres, tais como o acetato de etila, acetato de isoamila,
caprilato e caproato de etila, aumentam de concentracao (VIVIAN et al., 2016).
Depois da maturacéo, a cerveja segue para ser envasada. Antes do envase, o
residuo de fermento restante pode ser removido e a cerveja ¢é entao resfriada e

pode ser filtrada.
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2.3.4 Filtracao

Apos o estagio de maturagao, a cerveja segue para a sala de filtragao, onde
passa por filtros especiais revestidos com terra de diatomaceas, para remover
particulas em suspensdao e desarticular potenciais formadores de turbidez
(estabilizacado). Essa etapa € importante para preservar a cerveja para que nao
ocorram alteracdes visiveis a longo prazo e a cerveja mantenha sua aparéncia
original (ERLINGER, 2009).

Nessa etapa pode ser adicionado extrato de lupulo tetra-hidro isomerizado,
comumente referido como tetrahop, que € normalmente utilizado apdés a filtragéo
final. Esta solugdo aquosa alcalina de sais de potassio de tetrahidro-iso-a-acidos
aumenta a espuma da cerveja e a protege da formagcdo de sabores leves.
Finalmente, a cerveja é envasada em garrafas, latas ou barris, e pasteurizada para

preservar o carater do produto até o seu consumo.

2.4 A COMPOSIGAO QUIMICA DA CERVEJA

A cerveja contém centenas de compostos, dentre eles agua, sais minerais,
carboidratos, polifendis, aminoacidos, acidos graxos, oleos essenciais, aldeidos,
cetonas, ésteres, vitaminas, proteinas (gluten) e compostos sulfurados (Tabela 3).
A agua representa mais de 90% da composi¢ao quimica da cerveja, sendo que, 0s
Unicos compostos presentes com concentragdo superior a 1 g L' sdo alguns

carboidratos nao fermentados, etanol, diéxido de carbono e glicerol.

Tabela 3 - Composigao da cerveja. Adaptado de (BUIATTI, 2008).

Composto Concentragao NIETS € Fonte ou agente
compostos
Etanol 0,237-0,395¢g L 1 Fermento; malte
Carboidratos 10-60 g L ~100 Malte

Diéxido de carbono 3,5-4,5g L1 1 Fermento; malte
Sais inorganicos 0,5-4 gL ~25 Agua; malte

Nitrogénio total 0,3-1 gL ~100 Fermento; malte

Acidos organicos 0,05-0,25¢g L™ ~200 Fermento; malte

Alcoois (C>2) 0,1-0,3 gL ~80 Fermento; malte
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Composto Concentragao NOER 6o Fonte ou agente
compostos
Aldeidos 0,03-0,04 g L ~50 Fermento; malte
} Fermento; malte;
Esteres 0,025-0,04 g L ~150
lUpulo
Fermento; malte;
Compostos sulfurados 0,001-0,01 g L™ ~100
lGpulo
Vitamina B e derivados 0,005-0,01 g L 13 Fermento; malte
Gluten 0,020 g L 1 Malte

A cerveja é uma bebida complexa que contém cerca 800 compostos
organicos, e como muitos desses estdo em concentragio baixa (ng pL™"), apenas
aqueles que atuam ativamente na formagdo do sabor podem ter influéncia nas
caracteristicas sensoriais, tais como paladar e olfato. Os compostos quimicos
presentes na cerveja tém origem nas matérias-primas (maltes, lipulo e agua) ou
sao provenientes dos subprodutos do metabolismo das leveduras, que s&o
formados durante a etapa de fermentagdo (Tabela 3). Esses compostos séo
responsaveis pelo sabor caracteristico da cerveja (BUIATTI, 2008; ROSA,; JULIO
CARLOS AFONSO, 2014).

2.4 .1 Perfil de compostos volateis e semivolateis

Os atributos sensoriais das cervejas estdo associados aos compostos
volateis e semivolateis (Tabela 4), como por exemplo, o feniletil alcool que possui
aroma adocicado e de rosas e o benzaldeido que tem cheiro de améndoas,
améndoas amargas e carogo de cereja. Outro exemplo interessante € o do 3-
metilbutan-1-ol (alcool isoamilico) que possui gosto de banana. Podemos citar
também compostos volateis que sao produzidos durante o envelhecimento da
cerveja, como é o caso do furfural, que é produto das rea¢des de Maillard. Essas
reagdes ocorrem quando ha torra do malte, durante a fervura do mosto e durante
o tempo de prateleira (termo utilizado no comércio para designar o tempo de vida
util de um produto perecivel. Pode ser, por exemplo, o periodo de tempo no qual o
alimento apresenta e conserva as caracteristicas organolépticas que o

caracterizam).
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Tabela 4 - Caracteristicas sensoriais de alguns compostos relevantes na
formagao do aroma e sabor da cerveja.

Composto Aroma caracteristico Referéncia
Aldeidos
acetaldeido Floral, adocicado, frutado (BRANYIK et al., 2008)
Frutado, amendoado, torrado, (BETTENHAUSEN et al.,
3-metilbutanal
maltado, herbal 2018)
Gorduroso, citrico, frutado, floral, (BETTENHAUSEN et al.,
nonanal
ceroso, doce, lavanda 2018)
Alcoois
Uisque, malte, queimado,
3-metilbutan-1-ol (ATTCHELOUWA et al., 2020)

pungente

Mel, doce, fermento, floral,
2-feniletanol ] (ATTCHELOUWA et al., 2020)
picante, ervas, rosa

butan-1-ol rancoso, doce (OLANIRAN et al., 2017)

Esteres

Frutado, maca acida, morango,
hexanoato de etila (ALVES et al., 2020b)
anis, goma de vinho, doce

acetato de 3-metilbutila Frutado, banana (ATTCHELOUWA et al., 2020)
Doce, fermento, floral, picante, (BETTENHAUSEN et al.,
herbal, rose, whiskey, 2018)

acetato de 2-feniletila

Frutado, maga acida, gorduroso,
octanoato de etila (ALVES et al., 2020b)
floral, verde, anis, doce

Acidos
acido acético azedo, vinagre, pungente (BRANYIK et al., 2008)
acido hexanoico Pungente, queijo, cabra, rangoso (ALVES et al., 2020b)

Queijo, gorduroso, fresco, (BETTENHAUSEN et al.,
acido octanoico
musgo, pungente, 2018)

O furan-2-carbaldeido (furfural), assim como outros produtos provenientes
dessa reagdao podem ser utiizamos como marcadores de envelhecimento
(VANDERHAEGEN et al., 2007; BETTENHAUSEN et al., 2018).

A reacdo de Maillard é de particular interesse, pois os produtos gerados

estdo relacionados ao sabor e ao valor nutricional dos alimentos, o que inclui a
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cerveja. Areagao de Maillard pode ser dividida em trés etapas (Figura 12). A etapa

inicial comeca com a reacdo de condensagcdo entre aminoacidos e
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agucares redutores, formando os chamados produtos de Amadori/Heyns. Na
segunda etapa, ocorre uma reagao de hidrolise acida destes produtos, liberando
0s grupos aminos e formando desoxiosonas. A partir das desoxiosonas ocorre uma
reagdo de ciclizagdo formando o furfural e o HMF proveniente de pentoses e
hexoses, respectivamente. Na terceira etapa ocorrem reagdes de desidratagao,
fragmentacdo, ciclizacdo e polimerizacdo, nas quais estdo envolvidos os
aminoacidos e as desoxiosonas. Nessa Ultima etapa podemos destacar a reacéo
de Strecker, que pode ser resumida na reagdo de oxidagcdo de aminoacidos a
seus aldeidos correspondentes (VAN BOEKEL, 2006; VANDERHAEGEN et al.,
2007; HO; ZHENG,; LI, 2015).

Figura 12 - Resumo das reagbes de Maillard.

Agucares + Grupo amino

It

N-glicosilamina/ N-fructosilamina

Rearranjo de T
Amadori/Heyns l
Produtos do rearranjo de Amadori e Heyns
i\; Grupo amino
Desoxiosonas —» Furfural
Fragmentagéo | — Hidroximetilfurfural
dos agucares i
Amino acidos
Redugdes + dehidroreduges —— /
Reagbesde = | Reacdes de
Strecker Strecker

NH; | H:S

v
J l Aldeidos +
Furanonas aminocetonas
Piranonas Hidroxiacetona Glioxal
Pirréis Ciclotenos Piruvaldeidos Acetoina
Tiofenos Dihidroxiacetona Glicoaldeidos
Hidroxiacetil Gliceraldeidos

------ Héterociclizag&do
v

Piridinas Tiazdis
Pirazinas Pirrdis
Oxazois Imidazdis

Adaptado de (VAN BOEKEL, 2006)

O perfil quimico de volateis e semivolateis do produto cervejeiro vai

depender da matéria-prima utilizada, dos processos aos quais esses materiais
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sao submetidos e das condi¢cbes de armazenamento. Como por exemplo, a hexan-
3-ona que pode ser encontrada apenas no mosto; o etanol, que é produzido
durante a etapa de fermentacao; e o acetaldeido oriundo da oxidacido do etanol,
que ocorre durante o envelhecimento da cerveja (VANDERHAEGEN et al., 2007;
COELHO et al.,, 2019; ALVES et al., 2020).

A complexidade do perfil de compostos volateis e semivolateis aumenta
durante as etapas de fabricacdo, sendo que a maioria desses compostos serdao
produzidos a partir da etapa de fermentacao. Isso ocorre, pois nessa etapa é onde
0s acgucares sao metabolizados pelas leveduras gerando alcoois e outros
compostos como acidos carboxilicos, resultando em um perfil volatil mais rico
(ALVES et al., 2020).

Ao longo da etapa de fermentacéo sao formados aldeidos, acidos graxos e
furanos, estando presentes apenas em determinadas etapas da fermentacéo, de
acordo com as variagées de temperatura do processo fermentativo (7 a 14°C)
(ALVES et al., 2020). Dentre os compostos referentes a essas classes de
substancia, podemos destacar: o acetaldeido, que é encontrado durante a etapa
de fermentacao e na etapa de maturacgao; o furfural, que é formado pela reagéo de
Maillard; e a concentragdo, em termos de porcentagem relativa ao total de acido
graxos, que atinge o maximo de concentragdo no final do processo de
fermentacao, e dentre os mais abundantes podemos citar o acido octanoico que
possui 78% do total de &cidos graxos, seguido do acido hexanoico (13%) e do
acido decanoico (9%) (ALVES et al., 2020).

Durante a etapa de maturagédo a concentracido de etanol se sobrepde as
dos outros compostos organicos volateis. Seguindo a etapa de maturagao, o
processo de filtragdo é marcado pela diminuicdo dos ésteres alifaticos. Apods a
filtragcao outros aditivos alimentares podem ser adicionados a cerveja (e.g.: extrato
de Iupulo) que sao utilizados para realgar as caracteristicas organolépticas e que
podem influenciar no perfil quimico de compostos volateis e semivolateis do
produto final. De modo geral, os constituintes majoritarios do produto final das
cervejas tradicionais sdo o alcool etilico, acetato de isoamila, 3-metilbutan-1-ol,

octanoato de etila e o hexanoato de etila (ALVES et al., 2020).
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2.5 PROCESSOS DE REMOGAO DO ALCOOL EM CERVEJAS

Desde que foi desenvolvida, a produgdo de cerveja sem ou com teor
alcodlico baixo chegou até o final do século XX sem que houvesse muitas
inovagbes. Os métodos aplicados a sua produgdo foram, principalmente, a
restricdo da formacdo de alcool por meio de fermentagdes interrompidas ou
incompletas (BRIGGS et al., 2004; KUNZE, 2010).

Na maioria dos paises da Unido Europeia (UE), as cervejas com teor
alcodlico baixo sao divididas em cervejas sem alcool (CSA), menores ou iguais
a 0,5% v/v de etanol, e as cervejas com baixo teor alcodlico (CBTA), que nao
possuem mais que 1,2% v/v de etanol. Nos Estados Unidos da América (EUA),
cerveja sem alcool deve apresentar no maximo 0,5% v/v de etanol (BLANCO;
ANDRES-IGLESIAS; MONTERO, 2016). A legislacdo brasileira € semelhante a
dos EUA e da UE, em que o teor alcodlico em bebidas fermentadas nao alcodlicas,
nao pode ser superior a 0,5% v/v de etanol (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2009).

Nos ultimos 20 anos, a crescente demanda por produtos com teor alcodlico
baixo, paralelamente a disponibilidade de novas tecnologias e materiais,
possibilitaram o desenvolvimento de processos inovadores de fabricacdo de
cerveja sem alcool. Os métodos conhecidos para obtengao de cerveja sem alcool
podem ser divididos em dois grandes grupos: i) restricdo da formagao de etanol
(método bioldgico); ii) remocgado de etanol (método fisico) (Esquema 1). Esses
métodos também sdo conhecidos como métodos de pré- producdo e pos-
producéo, todos possuindo suas vantagens e desvantagens (MULLER et al.,
2020).
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Esquema 1 - Métodos de remocao do alcool em produtos cervejeiros.

Térmico Retificagao
Evaporagao
Fisico
L—= Membrang =gy Didhse
Osmose reversa
Metodos de
remocao do alcool
i Fermentagao limitada
Planta cervejeira
. T + Mosto alterado
tradicional :
Fermento Especial
+ Biolégico
_ Equipamento , Fermentagao
especial continuada

2.5.1 Método bioldgico

Em geral, nos processos biolégicos de obtencéo cerveja sem alcool, o
mosto ndo é completamente fermentado, seja com interrupcédo da fermentagao,
fermentacéo a frio ou uso de microrganismos seletivos com maior afinidade para
partes especificas do mosto. O produto final geralmente tem uma caracteristica
sensorial mais adocicado, caracteristico de mosto aprimorado, e cor mais viva.
A maior vantagem dos processos bioldgicos em relagdo aos processos fisico-
quimicos € que, na maioria das vezes, ndo ha necessidade de instalacéo de
equipamentos adicionais na planta industrial para a extragao do alcool (MULLER
et al., 2020; SALANTA et al., 2020).

O método de fermentagao limitada pode ser considerado a abordagem mais
simples de produzir cervejas com teor alcodlico baixo, pois utiliza os mesmos
equipamentos utilizados no método tradicional de fermentagdo do mosto
cervejeiro, o que representa uma vantagem na adaptagdo de uma planta cervejeira
em operagdo. Esse método pode ser empregado através da utilizacdo de
leveduras que realizam uma fermentagdo parcial do mosto, pela retirada das
leveduras (por filtragdo ou centrifugagdo), ou interrompendo o0 processo
fermentativo por resfriamento rapido a 0 °C. As desvantagens deste método
decorrem do fato de que o tempo necessario para a fermentagao nao é suficiente

para promover uma conversio adequada do mosto em cerveja, o que resulta em
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um produto final pobre em compostos aromaticos e com forte caracteristica de
mosto. Geralmente, as falhas sensoriais do produto final sdo corrigidas por inibicao
do teor de oxigénio do mosto, fermentagao a uma temperatura mais alta e a adigao
de aromas (MULLER et al., 2020; SALANTA et al., 2020).

A fermentacado fria de contato ou processo de contato a frio utiliza os
mesmos equipamentos tradicionalmente utilizados na fermentagdo da cerveja,
com o diferencial de que toda a fermentacao é realizada em baixas temperaturas
(0 —5°C). Uma caracteristica importante desse método € que a levedura reduz os
compostos carbonilicos do mosto, o que permite a produgdo de compostos
aromaticos. Entretanto, essas leveduras podem converter aminoacidos em
aldeidos que contribuem para a formacéao de sabores desagradaveis. Em geral, as
cervejas nao alcodlicas fermentadas a frio apresentam caracteristicas semelhantes
as cervejas comuns (MULLER et al., 2020; SALANTA et al., 2020; SOHRABVANDI
et al., 2010).

A utilizacdo de leveduras especiais para produgdo de cerveja com teor
alcodlico baixo compreende uma diversidade de espécies, como por exemplo:
Saccharomyces rouxii spp, Saccharomyces Iudwigii, Lactobacillus spp e
Saccharomyces pastorianus. Dependendo da levedura utilizada, a composigao
quimica da cerveja pode ser alterada além do teor alcodlico, como € o caso da
S. rouxii, que é incapaz de fermentar maltose (principal agucar do mosto), no
entanto, tem capacidade de fermentar a frutose e a sacarose, gerando um menor
teor de etanol e um alto teor de extrato residual com aumento na proporg¢ao de
glicerol e alcoois de acglUcar no produto final (SALANTA et al, 2020;
SOHRABVANDI et al., 2010).

2.5.2 Método fisico

Os métodos fisicos de remogao do etanol podem ser divididos em trés
grandes grupos: i) tratamento térmicos; ii) extragao; iii)) e separagdo por
membranas. Esses métodos possuem vantagens e desvantagens que estdo
relacionadas a qualidade do produto final e aos custos da instalagdo de
equipamentos especificos (MULLER et al., 2020; SALANTA et al., 2020).

Os processos térmicos de remogao do etanol da cerveja geralmente alteram

sensorialmente o produto final, com perda de aroma, corpo,
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carbonatacdo e sabor, bem como alteragbes no perfil aromatico, com
intensificacdo de aromas indesejaveis. Os métodos atualmente utilizados sao
evaporagao a vacuo, destilagdo a vacuo e destilacdo por centrifugagdo. Esses
processos possuem caracteristicas especificas, tais como a utilizacdo de
temperaturas altas e perda significativa de compostos volateis, como € o caso
da evaporacéao a vacuo. Por outro lado, o processo de destilagdo a vacuo € capaz
de recuperar os compostos aromaticos volateis que sdo novamente adicionados
em uma etapa posterior do processo (tanque de recombinagéo). As temperaturas
aplicadas a esse método podem variar entre 0 e 45 °C devido a utilizagdo de vacuo.
Estes processos térmicos sdo capazes de produzir cervejas com teor alcodlico em
torno de 0,05% v/v (MULLER et al., 2020; SALANTA et al., 2020).

Sendo assim, foi possivel observar diferentes maneiras de remover o etanol
e limitar sua produgao durante o processo de fabricagao de cerveja. A comparagao
entre as vantagens e desvantagens desses processos, entre outros, estdo

descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Comparagdo dos custos de instalagdo, custos operacionais, rendimento e
qualidade da cerveja final entre os principais processos utilizados e suas associagdes
para obtenc¢ao da cerveja sem alcool. Adaptado de (MULLER et al., 2020).

Custos de Custos de Qualidade do

Processo
instalagao operagao produto final
a) Processos biolégicos
Fermentagao interrompida alto baixo baixa
Contato com fermento frio médio médio baixa
Utilizagao de leveduras especiais médio meédio baixa
Utilizagcao de leveduras imobilizadas o .

ou biorreatores alto médio baixa

b) Processos térmicos
Evaporacao a vacuo médio baixo baixa
Destilagao a vacuo meédio alto média
Coluna de cone giratorio médio médio médio

b.1) Processo de extragao

Extracdo com CO; médio médio médio

Extragao de Adsorgcéao médio médio alta
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Custos de Custos de Qualidade do

Processo
instalagao operagao produto final
b.2) Processos por membrana

Nanofiltragao médio médio alta
Osmose reversa médio alto média
Destilagao osmoética meédio baixo média
Dialise baixo alto baixa

Pervaporagéo baixo Médio alta

A escolha de um método para obter uma cerveja com teor alcodlico baixo
deve se basear no melhor custo-beneficio de produgdo sempre ponderando com
a qualidade do produto final.

Um bom exemplo de custo-beneficio € o processo de pervaporagao por
apresentar um custo de instalagdo baixo em relagdo a outros métodos, como por
exemplo a didlise, e por obter um produto final de alta qualidade com baixo teor
alcodlico (0,3% v/v) (Tabela 5). Uma vantagem desse método é a recuperagédo de
compostos volateis e semivolateis que compdem as caracteristicas sensoriais da
cerveja (AMBROSI; CARDOZO; TESSARO, 2014; IGNAT et al., 2020).

2.6 PROCESSO DE REMOGAO DO GLUTEN EM CERVEJAS

Diferentemente do que ocorre na remogédo do alcool, os métodos para
obtencgao de cervejas sem gluten derivam de dois tipos de processos (Esquema
2) que envolvem a utilizacdo de matérias-primas especificas ou a introdugcéao de
métodos de degradacgao do gluten junto as etapas do processo cervejeiro classico
(e.g. malteagdo), que chamam de prospecgéao tecnoldgica (KERPES; FISCHER;
BECKER, 2017).
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Esquema 2 - Esquema dos processos empregados na producéo de cerveja sem gluten

Melhoramento molecular

Mater_la‘—pnma 1
tradicional 1
Cultivares modificados
i Matéria- da cevada
prima
Cereais sem gluten
Matéria-prima
alternativa
Cerveja Pseudocereais
sem gluten
Modificagdo no processo de
: I prodi:n;ao i
(e.g. fermentagdo, malteacao e
filtragem)
I Prospecgéo 1
tecnologica
b Tratamento enzimatico

2.6.1 Matérias-primas alternativas: cereais livres de gluten e pseudocereais

Os cereais livres de gluten mais utilizados sao arroz, milho, sorgo, paingo,

e seus derivados. Outra alternativa sdo os pseudocereais, que sdo aqueles que

nao pertencem a familia das Gramineas, mas que também produzem sementes

ricas em amido, tais como trigo-mourisco, amaranto e quinoa. A principal vantagem

desses materiais € que eles sao, por definicdo, completamente ausentes de gluten.

Uma desvantagem é que a instalagdo onde ocorre a etapa de malteagao

precisa ser adaptada, devido a variagdo do tamanho do grao. Por exemplo, em

comparacéo com a cevada, o milho tem grdos maiores e mais pesados, enquanto

0 amaranto € muito menor. Adicionalmente, os paradmetros de
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maltagem também sao diferentes dos da cevada, podendo ser em temperaturas
mais altas (milho, arroz e sorgo) ou mais baixas (amaranto e quinoa); tempos de
germinagdo mais prolongados (arroz e milho); e maior regime de maceragao
(amaranto, quinoa e paingo) (KERPES; FISCHER; BECKER, 2017).

O perfil quimico de volateis para cervejas produzidas a partir de cereais e
pseudocereais pode variar de acordo com o tipo de gréo utilizado. As cervejas que
utilizam o arroz como matéria-prima para producdo do malte, apresentam
diferengas significativas para a classe dos aldeidos quando comparado com as
cervejas de malte de cevada. Por exemplo, no caso do etanol a diferenga pode
chegar a aproximadamente 30 mg L-' a mais que na cerveja de malte de cevada e
para o 2-metilbutanal essa diferenga é de aproximadamente de 5x102 mg L'
(MAYER et al., 2016).

2.6.2 Prospeccgao tecnoldgica na remogao do gluten da cerveja

O processo de remogao do gluten durante a fabricagdo da cerveja é
comumente realizado através de processos enzimaticos com ou sem uma etapa
de precipitagdo proteica (FANARI et al., 2018). Nos processos enzimaticos a
redugao do gluten pode alcangar uma eficacia de 100%, quando associado a um
processo de precipitagdo com silica gel, tornando o produto final completamente
livre de gluten (FANARI et al., 2018). A prolilendopeptidase (PEP) € comumente
utilizada nesse tipo de processo. Essa enzima hidrolisa ligagdes de peptideos em
residuos de prolina. Posteriormente para remogao completa do gluten emprega-se
a silica gel, pois essa possui uma area superficial muito grande, recoberta por
grupos silanol (Si-OH) que tem alta afinidade por residuos de prolina. Isso causa a
formagao de grandes flocos que podem ser facilmente removidos por filtracao ou
tratamentos de precipitacdo. Vale ressaltar que esses processos, quando
utilizados de maneira independente, possuem diferentes eficacias na remogao do
gluten, em que a utilizacdo do processo enzimatico se mostra mais eficaz frente
ao processo empregando apenas precipitagao por silica gel (FANARI et al., 2018;
CELA et al., 2020;). A utilizagao destes métodos pode influenciar no perfil quimico
de volateis e semivolateis da cerveja. Por exemplo, ao utilizar separadamente os
métodos de precipitagdo e enzimatico ocorrem diferencas significativas no perfil

dos ésteres etilicos. No caso dos
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ésteres acetato de etila, nonanoato de etila, dodecanoato de etila e decanoato
de etila, a concentragdo no produto final € maior quando o método enzimatico é
aplicado (FANARI et al., 2018).

2.7 INSTRUMENTACAO ANALITICA

A analise de compostos organicos em cerveja pode ser realizada através
de uma gama de técnicas analiticas, tais como: espectroscopia de absorg¢do UV-
VIS (BELLIDO-MILLA; MORENO-PEREZ; HERNANDEZ-ARTIGA, 2000; VERA
et al., 2011; BIANCOLILLO et al., 2014; TAN; LI; JIANG, 2015), cromatografia
liquida (LEITAO et al.,, 2011; QUIFER-RADA et al., 2015), espectroscopia por
infravermelho (VERA et al., 2011; BIANCOLILLO et al., 2014; GONZALEZ VIEJO
et al., 2018). Outra técnica utilizada para analise de compostos organicos em
alimentos, incluindo a cerveja, € a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
("H RMN). KUBALLA et al., (2018) utilizaram a '"H RMN para identificar e distinguir
os principais tipos e determinar a origem geografica de cervejas, mel e pimentas
com o objetivo de avaliar sua autenticidade e assim identificar possiveis
adulteracbes.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas do tipo
quadrupolar unidimensional com ionizagdo por impacto de elétrons (CG-EM) é
aplicada no estudo de compostos organicos volateis e semivolateis em cerveja.
SEO et al., (2020) utilizaram a CG-EM para diferenciar cervejas dos tipos ale e
lager de 145 marcas de cervejas adquiridas ao redor do mundo. Nesse estudo
foram identificados 26 metabolitos, como por exemplo, o butan-2,3-diol e o acido
propanoico. Em outro estudo, ATTCHELOUWA et al., (2020) caracterizaram
compostos volateis associados a mudangas nas caracteristicas sensoriais, tais
como os aldeidos, durante o armazenamento em cervejas de sorgo. ALVES et al.,
(2020) analisaram o perfil quimico de compostos volateis para as diferentes etapas
do processo cervejeiro, identificando 60 compostos correspondentes as classes
dos alcoois, aldeidos, acidos, ésteres e compostos furanos, concluindo que a etapa
de fermentacado é a que mais influencia no produto final. O estudo realizado por
RIU-AUMATELL et al., (2014), comparou oito cervejas alcodlicas padrdo e suas

correspondentes com baixo teor alcodlico de marcas comerciais
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espanholas no mercado local. Esse estudo obteve o perfil quimico dos diferentes

tipos de cerveja utilizando ferramentas de tratamento estatistico.

2.7.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A cromatografia gasosa € uma poderosa técnica de separagao devido a alta
seletividade e eficiéncia de separagao. O processo cromatografico pode ser divido
em trés etapas: i) introducdo da amostra; ii) separagao; e iii) deteccdo. A
introducdo da amostra pode ser feita de duas maneiras: a quente e a frio. Na
injecao a quente a amostra ¢ introduzida em uma camara de vaporizagao (injetor)
onde os constituintes da amostra sao vaporizados e transferidos para a coluna
cromatogréfica, onde as condi¢des de temperatura, pressao e volume de injegao
vao depender das caracteristicas da amostra, tais como temperatura de ebulicao
e concentragdo. Na separagdo a frio (on-column) a amostra é idealmente
introduzida em uma lacuna de retengdo conectada a coluna cromatografica
(Figura 13).

Figura 13 - Representagdo de um sistema de cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas.

Espectrémetro de massas

Injetor Cromatografo a gas

Entrada do
gasde —‘l R For Filtro de
arraste (He) ' ' massas
Coluna
4
S
Forno

Adaptado de (EMWAS et al., 2015)

O processo de separagao ocorre pela interagdo dos constituintes da
amostra com a fase estacionaria através das interacdes de Van der Waals, sendo

que o fator fisico-quimico envolvido nesse processo é a pressao de vapor
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dos analitos. Os gases utilizados na cromatografia gasosa como gas de arraste
sdo hélio (He) e hidrogénio (Hz2). Esses gases tém por caracteristicas um alto grau
de pureza que pode variar entre 99,995 e 99,9999% e serem inertes nas condi¢des
de temperatura e pressdo empregadas no instrumento. Existem varios tipos de
colunas cromatograficas que podem variar de acordo com suas dimensdes
(comprimento (m), diametro interno (mm) e espessura de filme da fase
estacionaria (um)) e composigao da fase estacionaria.

As fases estacionarias das colunas cromatograficas variam de acordo com
a polaridade e tipos de sitios ativos, como por exemplo: polidimetilsiloxano, fenil-
polidimetilsiloxano  (apolares);  polietileno  glicol  (polar);  cianopropil-
polidimetilsiloxano (quiral). Geralmente na analise de compostos polares volateis
a coluna mais utilizada é a composta por polietilieno glicol e sdo conhecidas
comercialmente como “wax”. Sua aplicacdo na quimica de alimentos esta
voltada para analises de acidos livres, alcoois, ésteres, dleos essenciais e glicois
(SHARP, 2001).

O método de detecgdo mais comumente utilizado na cromatografia gasosa
€ a deteccdo por ionizacdo em chama. Entretanto, para obter a identificagédo
molecular inequivoca € necessario a utilizagcédo de um espectrdmetro de massas.
A combinagdo do cromatégrafo a gas e o espectrbmetro de massas é
relativamente simples, pois as vazdes dos gases e o funcionamento do
cromatografo sdo compativeis com o alto vacuo do espectrémetro de massas.

O espectrometro de massas ¢é dividido em trés partes: fonte de ionizacao,
analisador ou filtro de massas e o detector. Um dos tipos de ionizagdo mais
utilizados em CG-EM ¢é aionizagéo por impacto de elétrons (IE). Na IE os analitos
chegam na fonte ibnica, ja na fase gasosa, e sdo impactados com elétrons de alta
energia (70 eV). Esse processo é capaz de remover um elétron da molécula (M**),
entretanto a energia absorvida nesse impacto pode desencadear uma série de
processos, dentre os quais a desestabilizacdo da molécula e consequente
fragmentacéo.

Um dos analisadores de massas mais comumente utilizado em CG-EM é
do tipo quadrupolar. O quadrupolo é formado por 4 hastes; os pares opostos das
hastes estdo conectados eletricamente e uma voltagem com radiofrequéncia de

180° fora de fase é aplicada entre eles. Dependendo da voltagem aplicada, ions
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de uma determinada razdo massa carga (m/z) atravessam o quadrupolo
descrevendo uma trajetoria helicoidal estavel chegando no detector. Os resultados
obtidos por esse sistema sdao chamados de cromatograma de massas que é
formado por todos os ions que passam pelo analisador de massas e esses ions
podem ser referentes a uma faixa de m/z ou m/z especificas gerando um
cromatograma de ions totais ("total ion chromatogram" - TIC) e um cromatograma

de ions selecionados respectivamente.

2.8 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A implementacéo de procedimentos analiticos requer a otimizagdo de um
conjunto de condigbes experimentais que influenciam no seu desempenho final.
Podemos citar como exemplo, os parémetros de extracdo de amostra (e.g.,
temperatura, tempo, propor¢cdo amostra:solvente, aditivos) ou as condigdes
instrumentais de um método cromatografico (e.g., coluna cromatografica,
temperatura do injetor, rampa de temperatura do forno, volume de injecéo).
Portanto, a aplicagao de delineamento experimental (DoE) é atualmente uma etapa
fundamental no desenvolvimento de procedimentos analiticos (NOVAES et al.,
2017). Na literatura é possivel encontrar exemplos do uso do DoE na analise de
cervejas, como é o caso de RODRIGUEZ-BENCOMO et al., (2012) que utilizou a
técnica de DoE com composto central para otimizacdo de método de Micro
Extracao por Fase Solida (MEFS) avaliando trés fatores, temperatura de extragéo,
tempo de extracdo e volume de amostra para cervejas armazenadas sob
condigdes variadas de temperatura, por um periodo de cinco meses.

Essa técnica de composto central permite a criagdo de superficie de
resposta capazes de identificar as melhores condicbes de analise do método a
ser otimizado. No delineamento de composto central, cada variavel testada é
avaliada em 5 niveis diferentes o que aumenta sua precisdo com um numero
relativamente baixo de experimentos, quando comparado ao método de
planejamento de fatorial completo, com consiste na técnica mais basica de DoE.

Sempre que se realiza uma otimizagdo o procedimento e realizado em

funcado de uma variavel resposta que pode ser por exemplo, a concentragao de

um determinado analito ou a area de um pico cromatografico.
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Porém, em alguns casos pode ser desejavel fazer uma otimizagdo em
funcdo de mais de uma variavel resposta. Nesses casos se utiliza a funcido de
desejabilidade. Esta metodologia baseia-se na transformagao de cada resposta
individual em uma escala adimensional de desejabilidades individuais (di). A escala
de desejabilidades individuais pode variar de 0 (para uma resposta inaceitavel) a
1 (para a resposta desejada). Esta transformagao torna possivel combinar os
resultados obtidos para as propriedades medidas em diferentes ordens de
grandeza. Com as desejabilidades individuais, torna-se possivel obter a
desejabilidade global (D), definida como a média geométrica das desejabilidades

individuais (di) de acordo com a equagao (Equagdo 1 e Equacgéo 2).

= ,Lsy<U

Equacao 1. Desejabilidade individual por largest the best

1

D= ((d)"(d )" ..[d "r)z
7 2 )
Equagao 2. Desejabilidade global
Onde,

y = resposta medida;

L = limite inferior das respostas;
U = limite superior das respostas;
r = peso da resposta;

wi = peso da variavel.

2.9 ANALISE MULTIVARIADA

As analises multivariadas sao ferramentas utilizadas para reconhecer
padrdes de similaridade dentro de um conjunto de dados com diversas variaveis,
como é o caso de reconhecimento de marcadores quimicos dentro de perfis
quimicos globais. Os métodos mais utilizados s&o, analise Hierarquica de
Agrupamentos (HCA) e a Analise de Componentes Principais (PCA) (ANTONIO e
AGUIAR, 2020).
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O HCA e o PCA sao métodos nao supervisionados, ou seja, métodos que
nao dependem de um conhecimento prévio sobre as caracteristicas das amostras.
Estas técnicas sdo complementares na determinacido da similaridade das
amostras. No HCA essa similaridade é geralmente expressa na forma da distancia
Euclidiana que as amostras apresentam quando posicionadas em um universo
multidimensional onde cada dimensé&o corresponde a uma variavel analisada, por
exemplo a concentragdo de um determinado analito (ANTONIO e AGUIAR, 2020).

No PCA as variaveis estudadas sdo compiladas em novas variaveis
conhecidas como Componentes Principais. Cada componente principal criada
representa parte da varidncia dos dados originais. O uso das componentes
principais visa diminuir as dimensbes do universo de variaveis da andlise, o que
por fim possibilita indicar quais das variaveis originais tem maior influéncia no
padrao de similaridade das amostras (ANTONIO e AGUIAR, 2020).
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3 JUSTIFICATIVA

A cerveja é uma bebida alcodlica milenar que foi se tornando cada vez mais
complexa com passar do tempo, surgindo diferentes familias e escolas, gerando
bebidas dos mais variados tipos e sabores. Essa complexidade esta relacionada a
matéria-prima e aos processos empregados na obtencdo desses produtos. Além
disso, nas ultimas décadas surgiu a demanda por cervejas sem alcool e sem gluten
impulsionados por questdes sociais e de saude publica.

Esses produtos podem ser obtidos utilizando diversas matérias-primas e
processos, porém dependendo do que for utilizado pode ocorrer um impacto
significativo no perfil sensorial da cerveja. Da mesma forma que seus equivalentes,
os produtos ndo alcodlicos e sem gluten precisam atender a critérios de qualidade
e esse acompanhamento do processo geralmente € realizado através de analises
sensoriais, as quais estéo sujeitas a subjetividades do provador. Por conta disso,
a presenca de compostos que podem surgir no produto final ou durante o “tempo
de prateleira”, através de reagbes quimicas e fotoquimicas, podem passar
desapercebidos.

A industria de alimentos tem se preocupado cada vez mais em caracterizar
guimicamente seus produtos, ndo somente para fins de controle de qualidade, mas
também na busca por inovagao e a industria cervejeira vem acompanhando essa
tendéncia. Para que esse avango ocorresse, o surgimento e utilizagédo de técnicas
analiticas instrumentais foi fundamental para possibilitar a realizagdo de estudos
sobre a composi¢ao e caracterizagdo quimica molecular da cerveja de forma mais
objetiva. Isso tornou possivel associar os sabores e aromas ao seu perfil quimico
molecular. Nesse contexto a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas tem se destacado como uma importante ferramenta analitica na
caracterizagao de produtos cervejeiros.

Deste modo foi desenvolvido um método analitico robusto e pratico
utilizando a técnica de CG-EM para obtencdo do perfil quimico molecular de
produtos cervejeiros, o qual foi capaz de identificar 31 compostos de diferentes
classes quimicas, tais como alcoois, acidos, aldeidos, compostos fendlicos e
compostos oriundos das reagbes de Maillard. Este método é de facil

implementagdo para industria cervejeira, pois utiliza uma forma de extragao
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rapida e econdmica, possibilitando a utilizagdo em controle de qualidade

(analises em batelada) e em pesquisa e desenvolvimento de novos produtos.
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4 OBJETIVOS

Avaliacao do perfil quimico molecular de compostos volateis e semivolateis
em diferentes produtos cervejeiros (com alcool, sem gluten e sem alcool),
utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
aliada ao planejamento experimental (DoE) e a métodos estatisticos multivariados
(HCA e PCA) para monitoramento das alteragdes nas propriedades quimico
sensoriais em procedimentos de remogao do gluten e do alcool, com potenciais
aplicagdes na industria de bebidas fermentadas.

Como etapas para o cumprimento deste estudo, sdo apresentados os

seguintes objetivos especificos:

e Desenvolver um método de analise, utilizando CG-EM, para estudo de
compostos volateis e semivolateis em produtos cervejeiros;

e Otimizar os parametros instrumentais para obtengao do perfil quimico de
produtos cervejeiros por CG-EM utilizando DoE;

e Otimizar o método de preparo de amostra utilizando DoE;

e Determinar os perfis quimicos para os diferentes tipos de cervejas
avaliadas;

e Comparar o perfil quimico de volateis e semivolateis de produtos cervejeiros
com e sem alcool;

e Comparar o perfil quimico de volateis e semivolateis de produtos cervejeiros
com e sem gluten;

o Identificar os principais marcadores quimicos através das analises de HCA
e PCA que influenciaram na diferenciagao entre os produtos cervejeiros.
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5 EXPERIMENTAL

5.1 MATERIAL E AMOSTRAS

O solvente e o sal utilizados nos procedimentos de extracido das amostras
e no preparo das solugdes padrdao foram respectivamente o metil terc-butil éter
(MTBE) (99,9% Absolv, Sigma-Aldrich, Israel) e o sulfato de sodio anidro obtido da
Tedia® (Brasil).

Toda a vidraria utilizada foi limpa através da lavagem com agua; lavagem
com detergente comercial neutro; lavagem com agua em abundancia; imersao em
solugao de Extran alcalino 2% (Merck, Rio de Janeiro, Brasil) por no minimo 24
horas; lavagem com agua; rinsagem com agua destilada; secagem em estufa a
aproximadamente a 105°C (exceg¢ao para material volumétrico que foi seco a

temperatura ambiente).

5.2 PADROES ANALITICOS

Os padroes utilizados na otimizagdo do método cromatografico foram furan-
2-carbaldeido (furfural) (99%), 5-(hidroximetil) furan-2-carbaldeido (HMF) (99%),
nonanal (99,9%), butanal (98,5%), 3-metilbutanal (99,4%), trans-2-
nonanal (96,9%), butano-2,3-diol (99,8%), pentan-1-ol (99,9%), octan-1-ol (99,7%)
e 2-metilpentanal (99,3%) todos adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo0 Paulo, Brasil);
nonanal (99,9%) obtido da Janssen Chimica (Beerse, Bélgica). O padréo interno
deuterado (PI) utilizado nas analises das amostras foi o alcool n- decilico-D21 (99%)
adquirido da CDN Isotopes (Quebec, Canada).

Para a realizacdo dos experimentos de otimizacdo da analise
cromatografica foi utilizado uma mistura de padrées na concentragdo de 1 mg mL-
1. O preparo dessa mistura foi realizado empregando um balédo volumétrico de 10
mL e pipetas automaticas de 100 uL e 10 pL. Esta solugdo foi denominada de
solugao estoque. As substancias padrao utilizadas no preparo da solugéo estoque
foram: furan-2-carbaldeido, 5-(hidroximetil)-furan-2-carbaldeido (HMF), nonanal,
butanal, 3-metilbutanal, trans-2-nonanal, butano-2,3-diol, pentan-1-ol, octan-1-ol e
2-metilpentanal. O solvente metil terc-butil éter foi utilizado como diluente no

preparo desta solugao.
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A partir da solugao estoque foi realizada uma diluicao para a concentracao
de 10 ng pL™". A solugao diluida foi empregada nos experimentos de otimizagao de
métodos (DoE).

Devido a sensibilidade do padrao de (HMF) a atmosfera, foi utilizada toda
massa que estava contida no frasco (25 mg) no preparo da solugao, visto que, no
ato da pesagem ja ocorre a degradagao da substancia. Entdo, uma solugao de 10
mg mL-" foi prepara em baldo volumétrico de 25 mL seguida de diluigdo para

preparo de solugdo 1 mg mL".

5.3 OTIMIZAGAO DO PROCESSO DE EXTRACAO

O método de extracao selecionado foi a extracao liquido-liquido assistida
por dessalgamento (salting out). Para realizar a extragao foram otimizados os
parametros: proporgao solvente:amostra, tempo de extragao e quantidade de sal.
Para a realizagéo destes experimentos foi preparada uma mistura com diferentes
marcas de cerveja alcodlica e com gluten do tipo pilsen adquiridas comercialmente
a fim de torna-la representativa do universo amostral. Esta mistura foi preparada a
partir da juncao de aliquotas de igual volume (5mL) das amostras selecionadas
para o estudo.

Para realizar a ELL foi tomada uma aliquota de 5 mL da mistura, e a esta
foi adicionado 1 mL de padro interno (5 ng uL') e quantidade de sal necessaria
para cada experimento (Tabela 6). Em seguida, a amostra foi extraida em agitador
orbital pelo tempo requerido em cada experimento. Apds esta etapa ocorreu a
separagdo das fases orgénica e aquosa por centrifugacédo a 4000 rpm por 10
minutos. Por fim, a fase organica foi transferida para os frascos de injegdo de 2 mL
e encaminhados para analise por CG-EM. A otimizacdo do método foi realizada

via planejamento fatorial completo 22 com ponto central (Tabela 6).

Tabela 6. Matriz de planejamento para otimizagao do método de extracéo

Fator Nivel -1 Nivel0  Nivel +1
Propor¢cdo amostra:solvente (mL:mL) 5:1 5:2 5:3
Tempo de extragdo (min) 5 10 15

Aditivo para salting out (g) 1 2 1,5
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As variaveis resposta utilizadas foram a quantidade de substancias
identificadas e suas respectivas areas dos picos cromatograficos. Neste caso
também foi realizada a otimizagdo multivariada empregando a fungdo de

desejabilidade pelo Largest the best (Equagdes 1 e 2 do item 2.8).

5.4 INSTRUMENTAGCAO ANALITICA

As analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) foram executadas em um instrumento Agilent Technologies (Palo Alto,
CA, USA) com um cromatografo a gas modelo 6890N equipado com um
amostrador automatico 7673, acoplado a um espectrébmetro de massas modelo
5973, utilizando uma coluna capilar de silica fundida Carbowax (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), 100% Polietilenoglicol (30 m, 0,25 mm d.i., 0,25
pm df).

Os dados obtidos nos cromatogramas de ions totais (TIC, total ion
chromatogram) e nos cromatogramas de ions extraidos (EIC, extracted ion
chromatogram) foram tratados com auxilio do programa MSD ChemStation
E.02.02.1431 em que foram calculadas as areas dos picos cromatograficos.

Os calculos para obtencado das concentragdes relativas dos analitos foram
realizados a partir da Equagao 3. Estes calculos foram efetuados utilizando o
programa Microsoft Excel versdo 2016, assim como as demais analises de

estatistica descritiva.

Equacao 3. Calculo da concentracao relativa dos analitos

Em que:

C = concentragdo do analito (ng pL");
Cri = concentragdo do padrao interno (ng pL');
Api = area do padréao interno;

FD = fator de diluicdo.
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A identificacdo das substancias foi feita por comparacao do espectro de
massas obtido com o da biblioteca NIST Mass Spectral versdo 2.0. Como critério
de identificacao foi utilizado um filtro de similaridade, onde apenas as substancias
com espectros de massas apresentando similaridade maior que 700 (>70%) foram

avaliadas. As amostras foram analisadas a partir do TIC e do EIC.

5.4.1 Otimizacao da andlise cromatografica

A otimizacéo das condi¢goes cromatograficas foi realizada a partir de DoE,
utilizando método de composto central (Tabela 7). Os fatores utilizados foram
temperatura inicial do forno, temperatura do injetor, vazao do gas de arraste e taxa
de aquecimento. A escolha dos niveis utilizados foi baseada em um método ja
existente no Laboratorio de Apoio ao Desenvolvimento Tecnolégico (LADETEC)
que foi desenvolvido durante a execugao de projetos de colaboragdo técnico-
cientifico do Nucleo de Analises Forenses (Projeto 21687 - etapa 1/ Projeto 22172
- etapa 2) com a empresa Ambev (Tabela 7) (RIU-AUMATELL et al., 2014).

Tabela 7 - Matriz de planejamento para otimizagdo de método de analise instrumental
por CG-EM.

Niveis
Fatores
-a -1 0 +1 +a
Temperatura inicial do forno (°C) 35 40 45 50 55
Temperatura do injetor (°C) 170 180 190 200 210
Vaz&o (mL min™) 0,9 1,0 1.1 1,2 1,3
Taxa de aquecimento (°C min-') 3 4 5 6 7

A variavel resposta utilizada durante a otimizagdo foi a area dos picos
cromatograficos dos analitos presentes na mistura de padrbes contendo furan-
2-carbaldeido, 5-(hidroximetil)-furan-2-carbaldeido (HMF), nonanal, butanal, 3-
metilbutanal, trans-2-nonanal, butano-2,3-diol, pentan-1-ol, octan-1-ol, 2-
metilpentanal e o nonanal. Para realizar esta otimizacdo multivariada a resposta
das areas de cada analito foi combinada em um unico valor de resposta através da

funcao de desejabilidade, procurando o maior resultado possivel (Largest the
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best) (Equagoes 1 e 2). Os demais pardmetros instrumentais empregados na

analise e que foram mantidos constantes estao evidenciados na Tabela 8.

Tabela 8 - Parametros instrumentais da analise por CG-EM.

Parametros cromatograficos

Volume de injecéo 1uL

Modo de injegao Sem divisao de fluxo
Temperatura da interface 230 °C

Temperatura da fonte 150 °C

Temperatura do quadrupolo 230 °C

Modo de aquisigao Varredura de ions m/z
Faixa de varredura de massa m/z 40 até 300

5.5 ANALISE DAS AMOSTRAS COMERCIAIS

A analise das amostras comerciais foi realizada empregando as condi¢des
otimizadas tanto para a analise cromatografica quanto para o método de extragéo.

Foram selecionadas dez amostras das cinco marcas diferentes, sendo trés
dessas marcas de cervejas sem alcool e seu produto original alcodlico e duas sem
gluten e seu produto original com gluten (Tabela 9). As amostras foram adquiridas
no comercio local, na cidade do Rio de janeiro. Todas as cervejas eram do tipo
pilsen da familia lager. O critério utilizado na selegdo das amostras foi que os pares

alcodlicos e sem gluten pertencessem a mesma marca.

Tabela 9 - Descrigdo das amostras comerciais utilizadas no estudo.

Tipo de amostra

Amostra Comalcoole  Semédlcoole  Com alcool e
com gluten com gluten sem gluten

Marca 1 X X

Marca 2 X X

Marca 3 X X

Marca 4 X X

Marca 5 X X
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5.5.1 Tratamento de dados

Para realizar o planejamento experimental, obter os graficos de Pareto,
superficies de resposta e o efeito dos fatores foi utilizado o programa Chemoface
versao 1.65.

A comparacgao das amostras comerciais foi realizada por analise estatistica
multivariada de agrupamentos, através das técnicas de Analise Hierarquica de
Agrupamentos (HCA) e Analises de Componentes Principais (PCA) utilizando o
programa OringPro versdo 2017. Para o PCA foi utilizado o método de Ward

empregando distancia Euclidiana.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 OTIMIZACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

A otimizacdo do método cromatografico foi realizada para garantir a melhor
resolugcdo no menor tempo de analise possivel visando obter as melhores
condicOes de exatidao, precisao e sensibilidade. A variavel resposta escolhida para
esta etapa foi a area do pico cromatografico dos analitos de interesse, pois esse
parametro esta relacionado com a sensibilidade, uma vez que uma maior resposta
de area temos reducéao da relacao sinal/ruido.

Dentre os parémetros avaliados (temperatura inicial do forno (X1),
temperatura do injetor (X2), vazao do gas de arraste (X3) e rampa de temperatura
do forno (X4)), nenhum apresentou um efeito significativo ao nivel de confianga
de 95% na variavel resposta, tanto de forma independente quanto a combinagao
entre eles (Figura 14). Apesar dos efeitos ndo terem sido significativos, € possivel
observar por meio do grafico de Pareto quais interagdes entre parametros (X1, X2,

X3, X4) melhoram a resposta analitica.

Figura 14 - Grafico de Pareto para a otimizagao das condi¢gbes cromatograficas.
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Os valores de efeito, nesse caso, ainda indicam através dos sinais positivo
e negativo a tendéncia de melhorar a performance do método de acordo com o
nivel empregado. Por exemplo, efeitos com valores positivos significam que para
aquele determinado pardmetro o uso dos niveis com sinal positivo (+1 e
+o) possibilitam aumentar a resposta analitica.

A partir do grafico de Pareto pode-se observar quais parametros devem ser
priorizados, como € o caso da vazado do gas de arraste (X3), que foi 0 que mais
influenciou significativamente, seguido da temperatura do injetor (X2) e da
interagao entre gas de arraste (X3) e rampa de temperatura do forno (X4). Entao,
esses parametros foram utilizados para a construgdo de uma superficie de
resposta a fim de obter os valores numéricos otimizados dos parametros
selecionados nesse trabalho.

Foram geradas superficies de resposta a fim de otimizar a resposta
influenciada pelos diversos parametros. A superficie de resposta é um grafico de
grade tridimensional que é util para determinar os valores de resposta desejaveis
e as condigdes de funcionamento. De acordo com as superficies de resposta
geradas (Figura 15) as condi¢des que forneceram a melhor performance foram:
temperatura inicial do forno 35°C, temperatura do injetor 210°C, vazao do gas de

arraste 0,9 mL min-' e taxa de variagdo da temperatura do forno 3 °C min-1.

Figura 15 - Superficie de resposta da interagao entre os parametros (A) temperatura do
injetor e temperatura do forno (B) vazdo do gas de arraste e taxa de variagao da

temperatura do forno.

Intensidade pela funcéo de
desejabilidade global
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A temperatura inicial do forno em 35°C (Figura 15A) favoreceu o aumento
da intensidade devido ao efeito de focalizacio. Este efeito se da pela diferenca de
temperatura do injetor e a temperatura inicial do forno cromatografico. Este efeito
pode ser observado na Figura 15A ao tomar como constante a temperatura do
injetor em 210 °C. E possivel observar que a resposta tende a melhorar conforme
a diferenca de temperatura aumenta entre o injetor e o forno, tornando o efeito de
focalizagao mais pronunciado.

No desenvolvimento de métodos cromatograficos se preconiza que a
temperatura do injetor deve estar a pelo menos 10 °C acima do ponto de ebuligdo
do composto menos volatil, para garantir que todos os componentes da amostra
se volatilizem instantaneamente. Dentre a mistura de padrbes utilizada nesta
etapa, o composto menos volatil € o octan-1-ol com ponto de ebuli¢ao igual a 195
°C. Tal fato pode ser observada nos resultados obtidos (Figura 15A) onde a
temperatura de 210 °C foi a que mostrou os melhores resultados, pois, nesse caso
esta de acordo com a teoria.

A taxa de variacao da temperatura do forno é o fator que mais influéncia

na separagdao dos componentes da amostra. Ao passo que se esta taxa
aumenta, o tempo de retengdo dos compostos diminuem ao mesmo tempo que
a interacao com a fase estacionaria decresce, o que pode ocasionar coeluigao
dos picos cromatograficos. Este fendbmeno faz com que a identificagdo e a
quantificagcdo dos compostos sejam comprometidas, visto que nao é possivel
identificar o inicio e o final dos picos cromatograficos. Deste modo, os resultados
obtidos estdo de acordo com o esperado, em que a menor taxa de variagdo do
forno foi a mais adequada, conforme pode ser observado na Figura 15B em que
o ponto com intensidade para fungéo de desejabilidade (ponto 6timo) encontra-
se na regido de menor valor de taxa de variagdo do forno (X4) igual a 3°C min-'.

Apesar da vazao do gas de arraste (X3) ter sido o fator com o maior efeito
na variavel resposta observada no grafico de Pareto, em teoria, este seria o0 que
menos influenciaria a area dos picos. Este parametro, na verdade teria maior
impacto na resolugdo cromatografica, pois esse parametro esta relacionado a
altura dos pratos tedricos da coluna cromatografica. Para os valores de vazéo, os
resultados indicaram uma tendéncia de melhora da variavel resposta em vazdes
menores, no caso 0,9 mL min-' (Figura 15B). Este parametro, aliado a taxa de

variagdo do forno tem impacto direto na resolugdo cromatografica de
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modo que quanto maior a vazdo menor pode ser a resolugdo devido a menor
interacdo dos compostos com a fase estacionaria. Nas condicbes cromatograficas
otimizadas (Tabela 10) foi obtido o perfil cromatografico apresentado na Figura
16.

Figura 16 - Cromatograma da mistura de padrbes nas condi¢des otimizadas do método
cromatografico. Legenda dos picos: 1) 2-metil-1-pentanal; 2) pentan-1-ol; 3) nonanal;
4) furan-2-carbaldeido; 5) trans-2-nonanal; 6) butan-2,3-odiol (isémero); 7) octan-1-ol;
8) 5-(hidroximetil) furan-2-carbaldeido.
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Tabela 10 - Parametros cromatograficos completos, incluindo os valores obtidos apds
a otimizacao por DoE.

Parametros cromatograficos

Volume de injegao 1uL

Modo de injecao Sem divisao de fluxo
Temperatura inicial do forno (X1) 35°C

Temperatura do Injetor (X2) 210°C

Vazao do gas de arraste (X3) 0,9 mL min-!

Taxa de aquecimento do forno (X4) 3 °C min™’
Temperatura final do forno 200 °C

Os efeitos apresentados no grafico de Pareto calculados através do

delineamento experimental (DoE) demonstraram que as variagdes nos fatores
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(Tabela 7, seg¢ao 5.4.1) ndo influenciaram significativamente na variavel resposta.
Logo, pode-se indicar que o método otimizado apresenta robustez. Isso implica
que, pequenas variagdes nao controladas, provenientes de erros aleatérios
instrumentais, tais como variagcbes das condigdes de temperatura da sala de
instrumentos bem como os proprios parametros avaliados, ndo afetariam

significativamente a precisdo dos dados obtidos.

6.2 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRAGAO LIQUIDO-LIQUIDO (ELL)

Na extracéao liquido-liquido a cerveja correspondeu a fase aquosa e o metil-
terc-butil-éter (MTBE) a fase organica. Para melhorar a difusdo dos analitos em
uma das fases, podem ser utilizados aditivos, como por exemplo, sais inorganicos.
Para compostos que sdo poucos soluveis em solventes organicos o uso de
aditivo pode favorecer a difusdo da fase aquosa (amostra) melhorando a
sensibilidade e precisdo do método.

De acordo com o gréafico de Pareto referente a otimizagdo da ELL (Figura
17) todos os fatores (solvente:amostra (Y1), tempo de extragéo (Y2) e quantidade
de sal Na2S0a4 (Y3)) tiveram efeitos significativos na resposta do método. A analise
dos dados demonstrou que a interagdo entre os fatores proporgéo
solvente:amostra (Y1) e quantidade de aditivo (Na2SOa4) (Y3) apresentou o efeito
mais significativo na variavel resposta (Figura 17). Observando o grafico de
Pareto, o efeito de primeira ordem referente a quantidade de sal (Y3) adicionada
foi o de maior significancia entre os efeitos de primeira ordem obtidos. Também no
grafico o efeito do fator quantidade de sal é negativo, indicando que o uso do nivel

-1 (1g de sal) foi o que gerou a melhor resposta analitica.
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Figura 17 - Grafico de Pareto para otimizacdo da extragdo liquido-liquido (ELL).
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Para que ocorra o efeito de salting out a amostra deve estar com a
concentragao de sal em um nivel de saturagéo especifico. Ao se utilizar grandes
quantidades do aditivo pode ocorrer a supersaturacdo do meio favorecendo a
formacao de cristais amorfos ao invés da dissolugdo do sal. A formacao desses
cristais pode ocasionar a oclusdo dos compostos fazendo com que ocorra a perda
na eficacia da extragcédo diminuindo a sensibilidade do método.

A interagdo da quantidade de sal e a proporgao solvente:amostra (Figura
18) demonstrou que ao se empregar volumes maiores que 1 mL de solvente de
extracdo, independentemente da quantidade sal, ndo ocorreu melhora na
performance da analise. A variacdo da quantidade de solvente nao influenciou a
variavel resposta evidenciando a eficacia do salting out. Em teoria, a performance
da ELL sem salting out pode ser melhorada empregando maiores quantidades de
solvente, uma vez que nessas condi¢gdes ndo ocorre a saturagdo da fase organica
com os analitos presentes na amostra. Entretanto, neste caso, como se trata de
compostos volateis, o que impossibilita a etapa de concentracdo do extrato, um
volume de solvente em excesso poderia fazer com que os analitos ficassem abaixo
do limite de detecgao. Esse fenbmeno é evidenciado ao se observar a constancia

na intensidade da variavel resposta ao se utilizar o volume de 3 mL (Figura 18).
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Figura 18 - Grafico da superficie de resposta da interagédo entre a quantidade de sal (g)

e a proporgao solvente:amostra (mL).
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O ponto de minimo observado no grafico (Figura 18) ocorreu nas condigbes
1 mL de solvente e 2 g de sal, evidenciando a ocorréncia da saturagdo do meio.
Nessas condigdes foram extraidos 27 compostos. Enquanto que, no ponto de
maximo foram identificados 29 compostos. Isso demonstra que, possivelmente,
ocorreu a oclusdo dos compostos devido a formacgado de cristais amorfos pela
supersaturagao do meio.

Ao se estudar superficies de resposta é preferivel encontrar pontos de
maxima em graficos com comportamento parabdlico, onde € possivel observar
uma redugao da variavel resposta ao passar do ponto de maximo. O grafico de
superficie de resposta nado apresentou tal comportamento (Figura 18),
entretanto ele evidenciou que a tendéncia de quantidades menores de sal
melhorou a eficacia da extragdo. Apesar de nao ter sido avaliado quantidades
menores que 1 g (nivel -1) sabe-se que a redugdo desses valores tenderia a
diminuir o efeito do salting out até que nao se faria mais presente, completando um
comportamento parabdlico na superficie de resposta.

O fator tempo de extracao foi significativo para o intervalo de confianga de
95% (Figura 18), sendo que seu efeito sobre a variadvel resposta é mais

significativo que o fator proporgcao solvente:amostra. Para esse fator o nivel +1
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(15 min) foi o que forneceu a melhor resposta para as concentragdes dos analitos
identificados. Foi observado um aumento de concentragédo entre os niveis -1 (5
min) e + 1 (15 min) em termos de porcentagem variando de 0,089 até 12,100%

para 17 dos 29 compostos identificados.

6.3 ESTUDO DO PERFIL QUIMICO MOLECULAR DAS AMOSTRAS
COMERCIAIS

Nesta etapa, apds a otimizacdo das etapas de preparo das amostras
(Tabela 11) e analise por CG-EM (Tabela 10) utilizando planejamento
experimental, foram analisadas 10 amostras de cervejas comerciais, conforme

apresentado na Tabela 9 (se¢io 5.5).

Tabela 11 - Pardmetros da extragao liquido-liquido obtidos apés a otimizagao por DoE.

Parametros da extracgao liquido-liquido

Y1 Proporgao solvente amostra (mL) 1:5
Y2 Tempo de extragao (min) 10
Y3 Quantidade de sal (g) 5

A partir da analise das amostras foram identificados no total 31 compostos
diferentes, sendo o numero do pico 20 referente ao padrao interno (PI) adicionado
(Tabela 12). Estas substancias pertencem as seguintes classes quimicas: alcool,
aldeido, cetona, hidroxi cetona, acidos e compostos fendlicos, compostos

sulfurados.

Tabela 12 - Lista de compostos identificados e seus tempos de retengéo

Nam_ero Cl’as_se Nome do composto Terppo cB e
_ do pico quimica Retencgéo*, tr (min)
1 Alcool 2-metilpropano-1-ol 5,76
2 Ester etanoato de isopentila 6,16
3 Alcool butan-1-ol 6,92
4 Alcool 3-metilbutan-1-ol 8,93
5 Ester hexanoato de etila 9,76
6 Hidroxi cetona 3-hidroxibutan-2-ona 11,32
7 Ester 2-hidroxipropanoato de etila 13,81
8 Hidroxi cetona 2-hidroxi-pentan-3-ona 14,10
9 Ester octanoato de etila 17,53
10 Aldeido furan-2-carbaldeido 18,27
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Ndmero
~ do pico

11
12
13
12
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

28

29
30
31

32

Classe
quimica
Acido
Alcool
Acido
Alcool
Alcool
Acido
Furano
Acido
Sulfurado
Cetona
Alcool
Ester
Acido
Alcool
Cetona
Cetona
Acido
Alcool

Pirona

Acido
Fendlico
Acido

Aldeido

Nome do composto
Acido acético
butano-2,3-diol

acido 2-metilpropanoico
butano-2,3-diol
propano-1,2-diol
acido butanoico
furan-2-ilmetanol
acido 2-metilbutanoico
3-metilsulfanilpropan-1-ol
4-hidroxibutan-2-ona
decan-1-ol D21 (PI)
acetato de 2-feniletila
acido hexanoico
2-feniletanol
1-(1H-pirrol-2-il)-etanona
4-hidroxi-2,5-dimetilfuran-3-ona
acido octanoico
2-metoxi-4-vinilfenol

2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-
4H-piran-4-ona

acido decanoico
4-hidroxifeniletil alcool (Tyrosol)
acido 4-etoxi-4-oxobutanoico
5-(hidroximetil)furan-2-
carbaldeido

Tempo de
Retencao*, tr (min)

18,61
21,78
22,87
23,27
23,49
25,50
26,04
27,04
27,82
28,48
29,32
31,29
33,28
34,44
36,38
38,58
40,27
43,37

45,47

47,04
47,76
50,19

51,91

*Tempo de retengao aproximado para todas as amostras

Os cromatogramas das anadlises qualitativas para as 10 amostras sdo

apresentados nas Figuras 19 a 28. Os analitos identificados foram numerados na

ordem de eluigdo (Tabela 12) e essa numeragado se mantém fixa para todos os

compostos ao longo das analises. Para uma melhor visualizagdo dos compostos

minoritarios foram realizadas 3 expansdes nos cromatogramas, as quais, foram

denominadas regides expandidas A, B e C.
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Dentre as classes quimicas das substancias identificadas nos perfis
cromatograficos (Figuras 19-28), aquela com o maior nimero de ocorréncia foram os
alcoois, seguido dos acidos e dos ésteres (Figura 29). Vale salientar que as informagbes
contidas no grafico fazem referéncia apenas as classes identificadas em todas as

amostras analisadas neste estudo. A classe dos alcoois ndo inclui o etanol.

Figura 29 - Grafico de pizza das diferentes classes quimicas presentes no perfil quimico

cervejeiro e suas porcentagens.

m Acido m Alcool » Aldeido Hidroxi cetona
m Cetona m Ester m Fendlico m Furano
m Pirona m Sulfurado

Dentre os alcoois identificados podemos destacar o butan-1-ol, 2-
metilpropan-1-ol, 2-feniletanol e o 3-metilbutan-1-ol. Dependendo da
concentragdo, estes compostos podem ter impacto positivo ou negativo no aroma
e no sabor da cerveja. A alta concentragdo (>300 mg L-') de alcoois de cadeia
longa (maior que quatro atomos carbonos) pode levar a um gosto forte e sabor
pungente, ao contrario que, niveis 6timos acarretam caracteristicas desejaveis
(DONG et al., 2015).

A média dos resultados de concentragdo foi obtida pelo método de
padronizacéao interna e da analise em triplicata das amostras. Estes resultados sdo

apresentados na Tabela 13.
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E possivel observar a partir dos dados apresentados na Tabela 13 que o
hexan-1-ol, por exemplo, mesmo quando encontrado em concentragdes baixas
(2,5 mg L"), tem aroma herbaceo e rangoso, que é relatado como efeito negativo
nas bebidas (DONG et al., 2015). O 3-metil-butan-1-ol, composto identificado com
a maior concentragéo (229,43 mg L"), possui a maior importancia para o aroma,
tornando a cerveja agradavel para o consumo (OLANIRAN et al., 2017; LIU et al.,
2020). O mesmo pdde ser observado por ALVES, GONCALVES, et al., 2020,
que estudaram o fingerprint de compostos volateis da cerveja em diferentes etapas
da fermentacao. Depois do etanol, o 3-metilbutan-1-ol, também conhecido como
alcool isoamilico, foi 0 alcool mais abundante e que influenciou no sabor da cerveja.
Segundo relatado por analise sensorial, o sabor da cerveja se torna mais “pesado”
a medida que o teor de 3-metilbutan-1-ol aumenta.

Os alcoois sdo importantes marcadores quimicos da etapa de fermentacgao,
pois sdo formados pelo metabolismo das leveduras a partir da sintese de
aminoacidos, provenientes do piruvato, através da via anabdlica ou produzido pelo
catabolismo de aminoacido. Ao observar a presenca do composto butano-2,3-diol
€ possivel afirmar que todas as amostras passaram pelo processo de fermentacgao.
Comparando as amostras classificadas comercialmente como “sem alcool” com as
alcodlicas, nota-se que a concentracdo do 2-metilpropan-1-ol, também chamado
de isobutanol, diminui cerca de 80% para Marca 1. Ja para a Marca 2 o composto
nao foi detectado e para a Marca 3 ocorreu uma diminuicao de aproximadamente
60%. O butan-1- ol nido foi detectado para nenhuma das marcas sem alcool
demostrando que houve a perda desse composto durante o processo de remogéo
do etanol. O 3- metilbutan-1-ol tem grande importancia em termos quantitativos
para o aroma da cerveja. Nas cervejas alcoodlicas as concentragbes desse
composto praticamente se equivalem, entretanto para as CSA é possivel observar
a diminuigdo significativa na concentragcdo, chegando a nao ser detectado na
Marca 2 e para as Marcas 1 e 3 houve uma diminuicdo de 60 e 50%,
respectivamente. Segundo o estudo de (RETTBERG et al., 2022) realizado em
cervejas estilo Pilsner, foi quantificado 31 mg L' de 3-metil-1-butanol em uma
amostra de cerveja sem alcool, enquanto a literatura aponta concentragdo de

aproximadamente 50 mg L- ' em cervejas alcodlicas (SCHIEBERLE, 1991).
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A partir dos dados apresentados na Tabela 13, é possivel concluir que a
Marca 2 ¢ a que mais se distancia do seu equivalente alcodlico e as Marcas 1 e
3 conseguem manter as caracteristicas do aroma proporcionado por esse
composto sem prejuizo no teor alcodlico.

Outro composto que vale ressaltar € o 2-feniletanol, pois seu aroma
caracteristico de pétalas de rosas apresenta grande impacto na caracteristica
sensorial do produto. Observando as concentragdes obtidas podemos destacar
a CSA da Marca 2, em que houve um aumento de 40% em relagdo ao
equivalente alcodlico. Para as Marcas 1 e 3 houve diminuicdo de 30% indicando
que para Marca 2 esse composto pode ter sido utilizado como adjunto cervejeiro.
Uma avaliagdo entre a CSA e seu equivalente alcodlico pode ser
observado na Figura 30 na qual se torna evidente a discrepancia entre os
produtos. Essa diferenca se evidencia sobretudo no inicio do cromatograma pela
auséncia dos compostos 2-metilpropan-1-ol (1), etanoato de isopentila (2) e 3-
metilbutan-1-ol (4). A auséncia de ésteres na CSA pode ser considerada como
um indicativo de um produto de qualidade sensorial baixa, visto que essa classe

quimica tem importante papel no aroma e no sabor do produto final.

Figura 30 - TIC comparativo entre os perfis das cervejas com e sem alcool da Marca 2,
sendo 1) 2-metilpropan-1-ol; 2) etanoato de isopentila; 4) 3-metilbutan-1-ol; 23) 2-

feniletanol.
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O hexanoato de etila (composto 5) evidencia o comportamento geral dos
ésteres nas marcas avaliadas. Nesse sentido, a Marca 3 se destaca por manter
esse composto, mesmo que em menor concentracdo (169,3 mg L") em relagdo ao
equivalente alcodlico. O acetato de 2-feniletila foi detectado em todas CSA, exceto
na Marca 1. Vale ressaltar que para a Marca 1 esse composto esta em menor
concentragdo (1794,3 mg L') nos equivalentes alcodlicos quando comparado as
Marcas 2 e 3, isso pode explicar a auséncia completa apos o processo de remogao
do etanol.

A classe dos acidos se destacou em termos de porcentagem de compostos
identificados, sendo a terceira mais abundante (23%) (Figura 29). O processo de
remocao de etanol afetou de maneira quantitativa o perfil dessa classe quimica,
no entanto, a maioria dos compostos foram preservados, como o 3-metilnutan-1-
ol. Para a Marca 1 (Figura 31) o acido acético (11) se manteve nos mesmos niveis
de concentragao do similar alcodlico, enquanto houve um decréscimo significativo

para os demais, a ponto de o acido decanoico (29) nao estar presente na CSA.

Figura 31 - Comparacao dos CIE (m/z 60) referente aos acidos organicos da Marca 1,
sendo 11) acido acético; 15) acido butanoico; 17) acido 2-metilbutanoico; 22) acido

hexanoico; 26) acido octanoico; 29) acido decanoico.
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No caso da Marca 2 observou-se um aumento na concentragcéo dos acidos,
diferentemente do que foi observado na Marca 1. Esse aumento foi mais
acentuado para o acido acético (11). Esse aumento pode estar relacionado a
utilizagédo de diferentes matérias-primas na produgdo do mosto cervejeiro para a
Marca 2. O equivalente alcodlico dessa marca utilizou uma porcentagem de
cereais ndo maltados o que pode ter influenciado na sintese dos acidos ou eles
foram utilizados como adjuntos para corrigir o0 aroma, o sabor e a acidez (Figura
32).

Figura 32 - Comparacgao dos CIE (m/z 60) referente aos acidos organicos da Marca 2
sendo 11) acido acético; 15) acido butanoico; 17) acido 2-metilbutanoico; 22) acido

hexanoico; 26) acido octanoico; 29) acido decanoico.
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A Marca 3 manteve seu perfil de acidos equivalente quando comparado
a CSA e seu equivalente alcoodlico, merecendo destaque para o acido acético que
aumentou em cerca de 80% em relagdo ao equivalente alcodlico (Tabela 13).
Sendo assim pode-se indicar que os produtos alcodlicos e ndo alcodlicos da Marca
3 apresentam a maior semelhanga entre o perfil dos acidos em termos de

intensidade dos picos cromatograficos (Figura 33).
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Figura 33 - Comparacgéao dos CIE (m/z 60) referente aos acidos organicos da Marca 3,
sendo 11) acido acético; 13) acido 2-metil-propanoico; 15) acido butanoico; 17) acido 2-
metilbutanoico; 22) acido hexanoico; 26) acido octanoico; 29) acido decanoico.
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Um aspecto importante observado € que as cervejas com e sem gluten
apresentaram perfis cromatograficos similares, tanto para a Marca 4 (Figura 34),
quanto para a Marca 5. Essas diferengcas podem estar relacionadas ao processo
de produgao da cerveja. Os fabricantes das Marcas 4 e 5 infformam em sua
embalagem que a remogao do gluten é realizada através de processo enzimatico
0 que explica a similaridade entre perfis dos seus produtos com gluten. Visto que
nesse processo se utilizaram as mesmas matérias-primas (Figura 34 e Figura
35).
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Figura 34 - TIC comparativo entre os perfis das cervejas com e sem gluten da Marca 4

sendo 1) 2-metilpropan-1-ol; 4) 3-metilbutan-1-ol; 23) 2-feniletanol.
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Figura 35 - TIC comparativo entre os perfis das cervejas com e sem gluten da Marca 5

sendo 1) 2-metilpropan-1-ol; 4) 3-metilbutan-1-ol; 23) 2-feniletanol.
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6.4 ANALISE MULTIVARIADA

A analise hierarquica de agrupamentos (HCA) teve por objetivo avaliar as
similaridades dos perfis quimicos das amostras (cervejas comerciais) em estudo.
Por esta analise a um nivel de confianga de 95%, foi observada a formagao de dois
grupos principais (Figura 36). No grupo das cervejas com alcool podemos observar

a formacgao de dois subgrupos que englobam as cervejas com e sem gluten.

Figura 36 - Similaridade de perfil quimico analisado através de Dendograma da analise
hierarquica de agrupamentos (HCA) — método de Ward com distancia euclidiana para
amostras de cervejas comerciais alcodlica com gluten, alcodlica sem gluten e sem

alcool.
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Neste grupo as Marcas 4 e 5 apresentaram a maior similaridade entre seus
produtos com e sem gluten. Avaliando a distancia Euclidiana nestes pares de
amostra é possivel observar que a Marca 5 possui maior similaridade entre seus

pares, visto que a distancia € maior para marca 4 do que para marca 5. O



87

subgrupo referente a Marca 5, com e sem gluten, e a Marca 3 com alcool fazem
parte das marcas puro malte. J& as Marcas 1, 2 e 3 estdo enquadradas no
subgrupo das marcas que contém cereais nao maltados.

O segundo grupo engloba as marcas sem alcool e a maior semelhancga esta
evidenciada entre as Marcas 1 e 3. A formacgéo desse grupo demonstra que os
resultados qualitativos dos perfis quimicos discutidos anteriormente, de fato
representam modificacbes estatisticamente significativas. Considerando a
Figura 36, onde é possivel observar um menor numero de compostos (21)
identificados para a Marca 2 o que corrobora sua menor semelhanga com as
Marcas 1 e 3. A similaridade do numero de compostos identificados para as
Marcas 1 e 3 confirmam que os processos preservaram, de forma mais eficiente,
o perfil quimico dos compostos volateis e semivolateis indicando produtos de
melhor qualidade.

A analise de componentes principais (PCA) apresenta o mesmo padrdao de
agrupamentos que o HCA. As trés primeiras componentes principais apresentam
uma variancia explicada de 99,4% o que evidencia a boa representatividade dos
dados e agrupamentos apresentados. Pela analise de PCA ¢ possivel indicar
marcadores quimicos para os agrupamentos. Deste modo, dentre os 31
compostos identificados, cinco apresentaram maior significancia no agrupamento
das amostras, sendo eles 2-feniletanol, 4- hidroxietilfeniletil alcool, 2-metilpropan-
1-ol, 3-metilbutan-1-ol, 2,3-dihidro-3,5- dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona (Figura
37).
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Figura 37 - Analise de componentes principais, grafico score vs loadings.
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Pela analise de PCA os compostos 2-metilpropan-1-ol e 3-metilbutan-1-ol
foram identificados como os principais marcadores para diferenciar as CSA dos
seus similares alcodlicos. Os loadings C e D (2-metilpropan-1-ol e 3-metilbutan- 1-
ol) apontam na direcdo contraria dos scores representativos das cervejas sem
alcool, sugerindo menor influéncia desses compostos nas CSA. O mesmo pbde
ser observado por HORACIO et al., (2020) que avaliaram e compararam os perfis
de aroma de cervejas sem alcool obtidas por destilagdo continua a vacuo com
diferentes pressdes e processos. Verificaram que o processo de retirada de alcool
na produgdo das CSA nado apenas retira o etanol, mas também componentes
aromaticos volateis, como é o caso do 2-metilpropan-1-ol e 3- metilbutan-1-ol, que
sao parciais ou totalmente removidos da cerveja.

O composto 2-feniletanol (loading A) foi responsavel por evidenciar as
semelhangas entre as Marcas 3 e 5 alcodlicas e com gluten. Tal composto
contribui para o "sabor de rosa", predominante responsavel pelo aroma de rosas.

A producao de 2-feniletanol tem rendimento dependente do tipo de fonte de
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nitrogénio e da concentragdo de aminoacidos aromaticos no meio de fermentacao
(HOLT et al., 2019). A presenca de tal composto esta ligada diretamente a matéria-
prima e fermento utilizados na producéo da cerveja. Nesse caso, destaca-se o
trigo sarraceno (BRASIL et al., 2021) e a Saccharomyces cerevisiae, um dos
principais microrganismos conhecidos do processo fermentativo da cerveja, por
favorecerem a produgao do 2-fenil-etanol (WANG et al., 2018). Além desses
fatores, processos que reutilizam o subproduto solido dos graos cervejeiros como
substrato na fermentagéao, produz naturalmente o composto aromatico 2-feniletanol
por meio de fermentagao microbiana, principalmente usando leveduras (MITRI et
al., 2022).

As Marcas 1, 2 e 4 com alcool e com gluten, e a Marca 4 sem gluten, foram
agrupadas pelos compostos 4-hidroxietilfeniletil alcool (loading B) e 2- metilpropan-
1-ol (loading C), diferenciando-as das Marcas 3 e 5. Ja o0 2,3- dihidro-3,5-dihidroxi-
6-metil-4H-piran-4-ona (loading E) se apresentou como o marcador para as

cervejas sem gluten.
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7 CONCLUSAO

A partir da otimizacdo dos parametros de andlise cromatografica e do
meétodo de extragado utilizando o método DoE, foi possivel obter um perfil quimico
abrangente. Os fatores mais significativos em um intervalo de confianca de 95%
foram (i) a interagcdo da vazao do gas de arraste e a temperatura inicial do forno
na otimizagdo cromatografica, e (ii) a interacdo da quantidade de sal com a
proporc¢ao solvente:amostra na otimizacdo da ELL. A analise estatistica dos dados
obtidos para a otimizacdo do método cromatografico demonstrou a robustez do
método, pois através do grafico de Pareto foi possivel observar que pequenas
variagdes nao influenciaram significativamente no perfil cromatografico.

O perfil quimico molecular obtido pelo método desenvolvido possibilitou,
através de tratamento estatistico, a comparagdo entre 5 marcas de cervejas
comerciais alcodlicas, nao alcodlicas, com e sem gluten e assim obter o grau de
similaridade entre elas. Foi observado que o processo de remogao do gluten néo
influenciou no perfil quimico do seu similar, entretanto, para as amostras sem
alcool houve uma diferenga significativa em relagdo a alguns compostos, como por
exemplo o 3-metilbutan-1-ol, o qual n&o foi detectado para a Marca 2 sem alcool e
as concentracdes para a Marca 1 e 3 sofreram alteragdes significativas para as
amostras sem alcool. O processo de remocdo do etanol impactou
significativamente no perfil dos compostos mais volateis, exceto para a Marca 3. A
analise multivariada foi capaz de agrupar as diferentes marcas e produtos de
acordo com o teor alcodlico e o processo de remogao do etanol e do gluten. Esse
tipo de analise estatistica, junto com a técnica CG-EM podem ser utilizadas como
ferramentas para o acompanhamento do processo e no desenvolvimento de novas
tecnologias de remogao do etanol.

O fluxograma de trabalho desenvolvido foi capaz de diferenciar perfis
semelhantes, evidenciando a presenca de marcadores quimicos que tém papel
importante na produgcdo da cerveja. Tal estudo de perfil quimico com uma
abordagem estatistica comparando cervejas de diferentes categorias ainda nao foi
relatado na literatura, tornando o trabalho relevante para a industria, pois é possivel
avaliar como os marcadores quimicos produzidos em diferentes processos de

producéo da cerveja afetam na analise sensorial do produto final.
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Espectro de massas dos principais analitos identificados em amostras de

cervejas utilizando a técnica de CG-EM.
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