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RESUMO

ANALISE E TIPIFICACAO DE DIFERENTES AMOSTRAS DE CERVEJAS VIA
ESPECTROMETRIA DE MASSAS POR IONIZACAO ELECTROSPRAY

AUTOR: ALEXSSANDER SHIGUERU ARAUJO
ORIENTADOR: PROF. DR. MARCOS NOGUEIRA EBERLIN

A AQUISICAO DE ESPECTROS DE MASSA POR IONIZACAO ELECTROSPRAY
(ESI-MS) DE DIFERENTES TIPOS DE CERVEJA, QUE SAO AMOSTRAS
CONSTITUIDAS POR UMA MISTURA COMPLEXA DE SUBSTANCIAS, E EFETUADA
EM POUCOS MINUTOS ATRAVES DE SUA INJECAO, COM POUCO PREVIO
TRATAMENTO. OS ESPECTROS DO TIPO IMPRESSAO DIGITAL
(FINGERPRINTING) PARA CADA TIPO DE CERVEJA POSSIBILITA UMA PREVIA
SEPARAGCAO SEGUNDO SUAS CARACTERISTICAS PARTICULARES. ATRAVES DO
TRATAMENTO ESTATISITCO (ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS - PCA)
DOS DADOS OBTIDOS NOS ESPECTROS ADQUIRIDOS TANTO NO MODO ESI(+)-
MS QUANTO NO MODO ESI(-)-MS, POSSIBILITA UMA SEPARACAO DESSAS
AMOSTRAS EM CLASSES DISTINTAS DE CERVEJAS. AOS ESPECTROS TiPICOS
DE CADA CLASSE, PODE AINDA SER ACRESCENTADO UMA OUTRA DIMENSAO
ATRAVES DA ANALISE DOS IONS MAIS CARACTERISTICOS, OS IONS
DIAGNOSTICOS VIA ESI-MS/MS. A TECNICA DE ESI-MS REVELOU UM GRANDE
POTENCIAL PARA A ANALISE DE DIFERENTES TIPOS DE CERVEJAS PODENDO
SER REALIZADA TANTO NA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO COMO TAMBEM
NO CONTROLE DE QUALIDADE DURANTE SEU PROCESSO DE FABRICAGAO E
NO PRODUTO ACABADO, DETECTANDO E IDENTIFICANDO SUBSTANCIAS
ATRAVES DA CARACTERIZAGAO VIA ESI-MS/MS.



ABSTRACT

ANALYSIS AND CLASSIFICATION OF DIFFERENT BEER SAMPLES BY
ELECTROSPRAY IONIZATION MASS SPECTROMETRY

AUTHOR: ALEXSSANDER SHIGUERU ARAUJO
ADVISER: PROF. DR. MARCOS NOGUEIRA EBERLIN

THE AQUIRING OF ELECTROSPRAY IONIZATION MASS SPECTRA OF
DIFFERENT KINDS OF BEER, WHICH ARE SAMPLES WITH COMPLEX
MIXTURE OF CHEMICAL COMPOSITION, IS DONE IN FEW MINUTES BY
THEIR INJECTION, REQUIRING ALMOST NO PRE-TREATMENT. THE
FINGERPRINTING SPECTRA OBTAINED FOR EACH KIND OF BEER ALLOWS
A PREVIOUS CLASSIFICATION IN RESPECT OF THE PRESENCE OF
DIAGNOSTIC IONS. THE USE OF CHEMOMETRIC TOOLS, SUCH AS
PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS (PCA), ALLOWS FOR THE SEPARATION
OF THE SAMPLES IN DIFFERENT CLASSES OF BEERS. FOR THE SPECTRA
OF EACH CLASS, IT CAN BE ADDED A SECOND AND OPTIONAL DIMENSION
BY THE ANALYSIS OF THE DIAGNOSTICS IONS, BY MS/MS
SPECTROMETRY. THE ESI-MS SHOWED GREAT POTENTIAL FOR THE
ANALYSIS OF DIFFERENT BEER SAMPLES, THEREFORE IT CAN ALSO BE
USED IN THE RESEARCH AND DEVELOPMENT AS WELL AS IN THE QUALITY
CONTROL ANALYSIS DURING THE PRODUCTION PROCESS OR IN THE
FINAL PRODUCT, IDENTIFYING AND CHARACTERIZING SUBSTANCES BY
MS/MS.
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INTRODUCAO 1

1. INTRODUCAO

1.1 — Espectrometria de massas

Segundo John B. Fenn, prémio Nobel em quimica no ano 2002 e pioneiro no uso
de ionizagdo por electrospray na analise em espectrometria de massas para
biomoléculas, a espectrometria de massas é:

‘A arte de medir atomos e moléculas para determinar seus pesos moleculares.
Esta informagcdo de massa ou peso € as vezes suficiente, frequentemente
necessaria e sempre util na determinacéo da identidade e estrutura da espécie.
Para realizar esta arte, € adicionada carga na amostra (analito) de interesse, entéo
€ medida como a trajetdria do ion resultante responde, no vacuo, sob varias
combinagdes de campos elétricos e magnéticos. Sendo assim a condigéao
elementar para este método é a transformagao de moléculas neutras em ions. A
ionizacdo para moléculas de baixo peso molecular é rapidamente efetuada pelo
encontro em fase gasosa destas moléculas neutras com elétrons, fétons ou outros
ions. Nos ultimos anos, os esfor¢cos de varios pesquisadores tém sido em produzir
ions de espécies de alto peso molecular (>1000 ua) e complexas para serem
evaporadas sem que haja sua decomposi¢ao”. A espectrometria de massas tem
sido descrita como a menor escala do mundo, nao pelo tamanho do espectrometro
de massas e sim pelo que ela “pesa”. moléculas. Durante a ultima década, a
Espectrometria de massas passou por grandes avangos tecnoldgicos permitindo
sua aplicagcdo em analises de proteinas, peptideos, carboidratos, DNA, drogas e
varias outras moléculas bioldgicas relevantes. Devido as fontes de ionizagao como
ionizagao por electrospray (ESI) e ionizagao por dessorgdo da matriz assistida por
laser (MALDI), a espectrometria de massas tornou-se uma ferramenta
insubstituivel, por exemplo, em ciéncias biolégicas. O espectrémetro de massas
determina a massa da molécula medindo sua razdo massa/carga (m/z). Quatro
componentes basicos s&o, na maioria das vezes, padrdo na maioria dos
espectrometros de massas (Figura-1). Apds a introdugédo da amostra, ions séo
gerados induzindo tanto a perda quanto o ganho de carga elétrica a partir de uma

espécie neutra. Uma vez formados, os ions sao eletrostaticamente direcionados a
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um analisador de massa (“balangca molecular’), onde sao separados de acordo

com a relagdo m/z e finalmente s3o detectados’.

Fonte de Analisador Detector

Injetor de Tonizacéio de Massas de fons

Amostra
[

c e  C——

i

Bombhbas
de Vacuo

Figura-1: Componentes de um espectrOmetro de massas.

Existem diferentes tipos de fontes ionizadoras, tais como: lonizagao por Elétrons
(El), lonizagao Quimica (Cl), Bombardeamento rapido de atomos (FAB), lonizagao
por Dessor¢cdo da Matriz Assistida por Laser (MALDI), Dessorgao/lonizagéo sobre
Silicone (DIOS), lonizagdo Quimica a Pressdao Atmosférica (APCI) e lonizag&o por

Electrospray (ESI), a qual foi utilizada neste estudo.

1.2 — Espectrometria de Massas com lonizacao por Electrospray - ESI-
MS

O primeiro experimento utilizando electrospray foi realizado por Chapman, no final
da década de 1930 e o primeiro experimento pratico envolvendo ionizagao por
electrospray e espectrometria de massas foi concluido por Dole no final da década
de 1960. Dole também descobriu o importante fendmeno das multiplas cargas das
moléculas. Entretanto seus experimentos nao foram convincentes, pois visavam a
analise de espécies poliméricas, como poliestireno, que nao estio ionizadas em
solucdo. Em 1984, Yamashita e Fenn demonstraram a aplicabilidade de ionizagao

por electrospray como método de ionizagao branda?.
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A técnica de ionizagcado por electrospray tem como principio, transferir os ions
existentes em uma solugédo para a fase gasosa, de uma maneira branda e suave.
Esta versatilidade tem aumentado significativamente a gama de substancias
capazes de serem analisadas, possibilitando, por exemplo, que polipeptidios, que
seriam instaveis em condigdes de analise por EI/Cl, possam ser analisados sem
que haja sua decomposi¢do. A ionizagao por electrospray envolve a formagao de
um spray eletrolitico de uma solugdo, que gera pequenas gotas carregadas e
destas séo liberados os ions. A implementagdo de uma fonte de electrospray é
bastante simples se comparado com outras fontes de espectrometria de massas.
E necessaria uma fonte de alta tensdo (1,0 a 7,0 KV) que esteja em contato com a
solucao contendo eletrolitos. Esta solugdo € bombeada através de um microcapilar
(d.i. 50 a 100 um) com uma velocidade de fluxo da ordem de 1 a 20 uL/min ou
menores. No caso de fluxos menores que 1 pulL/min, denomina-se
nanoelectrospray. Quando um potencial positivo é aplicado na solug&o, os ions
positivos tendem a se afastar para uma regido menos positiva, isto €, em direcéo
ao contra-eletrodo. Assim, a gota sendo formada na ponta do capilar estara
enriquecida em ions positivos. Conforme a densidade de carga aumenta na gota,
o campo elétrico formado entre o capilar e o contra eletrodo aumenta provocando
uma deformacdo na gota que esta presa na ponta do capilar. A gota ganha forma
de um cone, o qual € denominado cone de Taylor. Esta gota na forma de cone
permanece “presa”’ ao capilar até o momento em que a densidade de carga na
superficie da gota e o aumento da repulsdo entre os ions vengam a tensao
superficial, ocorrendo a liberagcdo de pequenas gotas com alta densidade de
carga. A frequéncia deste processo depende da magnitude do campo elétrico, da
tensao superficial do solvente e da condutividade da solugao.

O electrospray como uma célula eletrolitica

Como foi relatado acima, o electrospray pode gerar espécies eletronicamente. Isto
porque este pode ser comparado a uma célula eletrolitica de dois eletrodos. O
capilar metalico ou um fio metalico em contato com a solugao € um dos eletrodos
da célula, o qual pode ser considerado eletrodo de trabalho, pois nele ocorrem as

principais reagdes que podem alterar o sistema quimico inicial. O segundo
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eletrodo é o contra-eletrodo que normalmente esta aterrado. Devido ao potencial
aplicado e a proximidade destes dois eletrodos, ha um alto campo elétrico nesta
regido que provoca a formagdo do cone de Taylor. O sistema de electrospray
funciona como um tipo especial de célula eletrolitica. Especial porque o transporte
de ions nao ocorre ininterruptamente pela solugdo como nas células

convencionais, parte do transporte ocorre na fase gasosa.

1.2.1 — Dessolvatagao das Gotas

Depois da liberagdo das gotas com alta densidade de carga do cone de Taylor,
estas passam pela regido entre a ponta do capilar e o contra eletrodo e vao
sofrendo dessolvatacdo. A massa do solvente é reduzida por evaporacio, sendo
que para auxiliar este processo, ha um fluxo de gas inerte secante, normalmente o
nitrogénio e a temperatura da camara, de 30°C a 100°C. Conforme a gota perde
solvente, a densidade de carga aumenta até um ponto em que esta vence a
tensdo superficial e goticulas sado liberadas. Este processo também €& conhecido

como explosdes de Coulomb ou Couldbmbicas e esta ilustrado na Figura-2.

Elétrons

Elétrons

Fonte de Alta
Voltagem

Figura-2: llustragao do processo de ionizagao por electrospray.
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A carga maxima Q que uma gota de raio R pode manter antes de se fragmentar

em gotas menores é fornecida pela Equagéo-1

Q = 8n(eeyR®)"? (1)

Onde ¢ € a permissividade no espago e y € a tenséo superficial da gota. Esta
deducao foi proposta por Lorde Rayleigh e € conhecida como limite de Rayleigh.

O processo de dessolvatacdo vem sendo estudado por varios grupos, por
exemplo, Tang® e colaboradores observaram que as gotas, para sofrerem ruptura,
nao precisam necessariamente alcancgar o limite de Rayleigh. A ruptura ocorre em
torno de 80% do limite e resulta na expulsdo de gotas descendentes com 2 a 3%
da massa e 10 a 18% da carga da gota ascendente, sendo assim, as gotas
descendentes sdo bem menores e possuem uma razado massa/carga muito maior.
Existem dois modelos de mecanismos que propdem como os ions finalmente séo
transferidos para a fase gasosa. Um deles foi proposto por Dole em 1968,
denominado CRM ou modelo da carga residual, o qual depende da formacéao de
gotas carregadas extremamente pequenas, Rz 1nm, geradas a partir de
sucessivas explosdes de Coulomb, que contenha somente um ion, sendo assim
com a evaporagao do solvente, restara apenas o ion em fase gasosa. O outro
mecanismo proposto por Thomson e Iribarne, modelo da evaporacao do ion IEM,
sugere que a emissdo dos ions ocorre diretamente de gotas muito pequenas e
carregadas, onde os ions sao expulsos das gotas devido a repulsao eletrostatica

entre as moléculas de mesma carga’.

1.3 — Dissociagao Induzida por Coliséo (CID)

Depois de formado, o ion alcanga a regidao do cone de amostragem que tem um
orificio bem pequeno, 1um. A partir dai o sistema passa para a regidao de baixa
pressao. Na interface pressdo atmosférica/vacuo, ha um sistema de bombas e um
conjunto de lentes o6pticas, que conduzem os ions ao analisador de massas. A
regiao entre o cone de amostragem, chamada de skimmer e as lentes hexapolos,

€ importante, pois € nesta regido que pode ocorrer dissociagdo por colisdo
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induzida (CID). Estdo presentes os ions formados no electrospray e o gas
secante (nitrogénio). Ha a aplicagdo de um potencial que gera um campo elétrico
e acelera esses ions, promovendo choque fisico com o gas secante. Sendo assim,
se um ion solvatado entrar nesta regido, ele pode sofrer colisdo e perder
moléculas do solvente. O processo de CID é interessante em estudos de
dissociagao, porém, pode dificultar a visualizacdo de espécies na forma em que se
encontravam na solugéo. Para minimizar o fenébmeno de CID, pode ser controlada
a queda de potencial na regido do cone de amostragem e o skimmer. O processo
CID utilizado em sistemas de espectrometria Tandem (MS/MS), desempenha um
importante papel na determinacdo estrutural de ions e analises de misturas
complexas. Juntamente com métodos de ionizagdo como bombardeamento
rapido de atomos, dessorgéo a laser e electrospray, que geram ions de moléculas
de alto peso molecular, porém com pouca fragmentagdo em alguns casos devido
as condigdes da molécula apresentarem dificuldade em estabilizar a carga do
fragmento formado. A ativacdo através de colisdo desses ions e subsequente
dissociacao a varios fragmentos fornece informacao estrutural a respeito desses
ions, necessaria para identificacéo e caracterizacao.

O processo de dissociagao induzida por colisdo pode ser considerado por duas
etapas: ativagdo através da colisdo, onde uma fragdo da energia cinética do ion
M, é transferida para sua energia interna, seguido por dissociagdo unimolecular do

ion excitado internamente. Esse processo esta ilustrado nas Equacgdes 2 e 3.

Mi"+ My 2> M *+ My (2)
M D> Ms" + My (3)

Raftery e colaboradores®, utilizaram a técnica de CID de baixa energia com
ionizagao por electrospray e MALDI para o estudo de polipeptidios com ligagéo
cross-link com sulfonamidas protonadas, podendo comprovar, através das
dissociagcbes observadas, a formacdo da ligacdo sulfonamida através de
processos oxidativos resultantes entre tidis e aminas, que podem

estabilizar/modificar a fungdo da proteina. Willians e colaboradores® utilizaram CID
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em um sistema de precisdo de espectrometria de massas por ionizagao
electrospray e analisador de massas por tempo de voo (ESI-TOF) para o
sequenciamento de misturas de peptideos. A analise de biomoléculas vem sendo
analisada de forma bem sucedida por pesquisadores utilizando sistemas de
ionizagao por electrospray e sistemas Tandem (MS/MS) em espectrometria de

massas® 7 8

, pois este sistema possibilita que polipeptidios, por exemplo, que
seriam instaveis em condi¢cdes de analise por EI/CI, possam ser analisados sem
que haja sua decomposicédo. Espectrometria de massas com ionizagdo por ESI
também tem sido aplicada para as anadlises de identificacdo e caracterizagao
estrutural de compostos organicos, inorganicos e organometalicos®, precursores
de nanomateriais'® e identificacéo de nanoclusters'”.

Uma série de processos eletroquimicos ocorre na ionizagéo por electrospray e a
importancia desses processos em relagao a técnica de ionizagdo, seus avangos
trazendo conseqientemente maior elucidagdo, foi assunto de discussao
envolvendo pesquisadores como de la Mora, Fenn, Cole, Enke, Berkel e Martinez-

Sanchez'? 13

1.4 — Analisador de Massas por Tempo de V6o (TOF)

Para um ion que é acelerado através de uma voltagem V, a velocidade resultante
v é correspondente a relagcdo massa/carga (m/z). Nos espectrémetros de massas
com analisadores por tempo de vdo, os ions sdo separados de acordo com suas
velocidades e a razdo massa/carga € determinada através da medida de tempo
levada para atravessar um caminho (L) de vbéo até o detector. Estas variaveis

estao correlacionadas na Equagao-4

m/z = 2eEs(t/L)? (4)
onde E=pulso potencial de extragdo, s = comprimento do tubo por onde E é
aplicado, t = tempo de véo medido para o ion. Desta maneira, todos ions recebem
a mesma energia cinética inicial pelo pulso de extragao (E) e entdo percorrem o

trajeto da secgéo de voo (L) onde sdo separados de acordo com sua relagdo m/z,
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sendo que os ions mais leves levam menos tempo para atravessar essa sec¢ao de
voo.

Uma vantagem importante nos analisadores TOF €& sua alta sensitividade,
resultado de duas caracteristicas instrumentais: alta transmissédo — devido a
auséncia de fendas definidoras de raios — separagao de ions temporal, que, ao
contrario da separagado espacial, ndo direciona ion algum para fora do detector.
Em funcdo dos avangos nos dispositivos de gravacdo de dados, € possivel
adquirir dados dos espectros analisados referentes a toda a faixa de massa
analisada. A resolugdo nos analisadores de massas TOF pode ser aumentada
através da utilizacao de reflectrons, (ou espelho de ions). O reflectron tem a
funcdo de compensar pela diferenca nos tempos de vbéos de ions com diferentes
valores de energia cinética. Apos atravessarem o tubo, os ions penetram por um
campo de retardamento, definido por uma série de grades, entdo séo retornados
para o tubo. O principio do reflectron € que ions com maior energia cinética irdo
penetrar esse campo de retardamento, mais profundamente, consequentemente,
levarao mais tempo para retornar pelo tubo, emparelhando no retorno, com um ion
mais lento (mesma massa) no momento em que ambos alcangarem o detector. O
reflectron impacta na perda de sinal, em parte, devido a introdugdo de grades

adicionais, sendo assim, reflectrons sem grades estio sendo confeccionados™.

1.4 — Fingerprinting de Amostras de Constituicdo Complexa e

Aplicacao de Quimiometria nos Dados Obtidos

Com a facilidade da técnica de Espectrometria de massas com ionizagao por
electrospray em fornecer espectros de massas de substancias de constituigdo
complexa, em pouco tempo (alguns minutos), em ampla faixa de relacdo m/z,
onde cada espectro obtido possui caracteristicas proprias, tem proporcionado que
esta técnica seja utilizada, para a obtencéo de espectros de fingerprint.

A utilizagdo de sistemas de espectrometria de massas com ionizagdo por

electrospray foi realizada para a obtencdo de espectros fingerprint de espécies
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moleculares de triacilglicerideos extraidos de lipideos'®, analise de caracterizacéo
de 52 substancias sintéticas e aplicacdo de Analise de Componentes Principais
para verificagcdo da similaridade/diversidade entre as substancias, utilizadas em
indUstria farmacéutica'®, analise de amostras de extratos alcodlicos de propolis de
diferentes regides, fornecendo espectros com a presenca de ions diagndsticos
para cada amostra'’, analise de subprodutos oriundos do tratamento de cloracéo
em aguas potaveis'®, comprovagdo de origem e autenticidade de amostras de
uisque, podendo rapidamente comprovar se uma amostra de uisque é falsa ou
nao' e na andlise de diferentes amostras de cervejas podendo separa-las em
classes distintas, identificagdo e caracterizacdo de ions diagnédsticos através da
analise por MS/MS adicionando mais uma dimensdo aos espectros fingerprint
obtidos?®. Nesses trabalhos relatados sobre obtencdo de espectros fingerprint, foi
utilizado quimiometria para maximizar e obter maiores informagdes a respeito das
amostras analisadas. A utilizagdo de ferramentas estatisticas, como a Analise de
Componentes Principais (PCA), Analise Hierarquica de Clusters (HCA), Projegéao
em Estruturas Latentes (PLS), entre outras, podem fornecer visualizagao grafica,
confirmagdo matematica e identificagdo dos parametros (variaveis) mais

relevantes em cada situagao.

1.4.1 — Quimiometria

Segundo Kowalski?!, Quimiometria é a aplicagdo de métodos matematicos,
estatisticos, graficos ou simbdlicos para maximizar a informagao quimica que pode
ser extraida de um conjunto de dados. A quimiometria € uma area que se refere a
aplicagao de métodos estatisticos e matematicos, assim como aqueles baseados
em légica matematica, a problemas de origem quimica. A pesquisa cresce aliada
ao desenvolvimento de novos equipamentos, 0s quais juntamente com
computadores de grande capacidade de processamento, fornecem uma
quantidade muito grande de dados, informagdes caracteristicas a respeito de um
determinado produto ou amostra, com isso tornam-se necessarios tratamentos de
dados mais complexos do ponto de vista matematico e estatistico, a fim de

relacionar os sinais obtidos (intensidades por exemplo) com os resultados
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desejados (concentragdes). A quimiometria pode ser util a qualquer ponto em uma
analise. Muitas analises quantitativas que eram realizadas na maioria das vezes
por “via umida” como titulacdo, precipitacdo e reacdes especificas, que sao
demoradas e muitas vezes pouco precisas, estdo cada vez mais sendo
substituidas por técnicas instrumentais como: Ressonancia Magnética Nuclear,
Espectroscopia no Infravermenlho, Espectroscopia no visivel/ultravioleta,
Espectroscopia de Massas, Cromatografia, Polarografia, Analise por Injecdo em
Fluxo, etc., que aliam a velocidade de analise com uma boa qualidade de
resultados. Nessas técnicas instrumentais ndo € obtida uma informacao direta do
resultado, mas sim uma grande quantidade de sinais (curvas, picos) que podem
ser tratados para uma possivel quantificacdo das varias espécies presentes. A
utilizacdo de quimiometria tem sido descrita como aplicacédo em diferentes areas

|24 25 26gntre outras.

como: Analises ambientais®?, Farmacéutica® e Industria
1.4.1.1 — Analise de Componentes Principais (PCA)

A base fundamental da maioria dos métodos modernos para tratamento de dados
multivariados é o PCA (Principal Component Analysis), que consiste numa
manipulacdo da matriz de dados com objetivo de representar as variagdes
presentes em muitas variaveis, através de um numero menor de "fatores".
Constroi-se um novo sistema de eixos (denominados rotineiramente de fatores,
componentes principais, variaveis latentes ou ainda autovetores) para representar
as amostras, no qual a natureza multivariada dos dados pode ser visualizada em
poucas dimensdes, € um método de transformar dados complexos para as
informagbes mais importantes e relevantes se tornem mais Obvias. As
componentes principais resultam da combinagao linear das variaveis originais, sdo
ortogonais entre si, o que significa completamente nao correlacionadas e sao
construidas em ordem decrescente de variancia que descrevem . O crescente
numero de estudos que lancam mao da quimiometria para tratamento de seus
dados se deve a caracteristica multivariada de determinados produtos, em outras
palavras, somente um fator, ndo & suficiente para avaliar o comportamento do

mesmo. Varios pesquisadores estdo unindo a quimiometria com os dados obtidos
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em suas analises, como, por exemplo, da utilizacdo de PCA para a classificagao
de 64 substancias halogenadas em fungao do estudo do efeito de deslocamento
quimico de RMN-C™ no C-o-substituido e no carbono funcional, bem como a
elucidagédo do efeito ndo aditivo da presenga de um halogénio para o

deslocamento quimico do carbono funcional?®.

1.5 — Cerveja

Segundo dados de produgao da industria cervejeira mundial em 2004, o Brasil s6
perde, em volume, para a China (27 bilhdes de litros/ano), Estados Unidos (23,6
bilhdes de litros/ano), Alemanha (10,5 bilhdes de litros/ano) e Russia (9 bilhdes de
litros/ano). O consumo desta bebida, aqui no Brasil, em 2004, apresentou
crescimento em relagdo ao ano anterior, totalizando 8,5 bilhdes de litros (Figura-
3). O consumo anual percapita é de 46 litros. Os paises com maior consumo desta
bebida sdo a Republica Tcheca, Alemanha e Inglaterra com o consumo percapita
anual de 162, 140 e 103 litros respectivamente. O faturamento anual da industria

cervejeira no Brasil esta na ordem de 20 Bilhdes de Reais®® *.
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Figura-3: Produgéo da Industria cervejeira no Brasil nos ultimos 10 anos.
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O processo de fabricagao é realizado atualmente através de equipamentos de alta
tecnologia embora muitos conceitos artesanais ainda s&o ensinados nos mais
renomados cursos de mestres cervejeiros. A utilizacdo de técnicas de analise
modernas, eficazes e rapidas para o controle de qualidade, a identificacdo de
melhorias, pontos 6timos de processo, enfim situagbes que permitam a obtencao
de um produto de melhor qualidade, pode fazer grande diferenga neste mercado
tdo competitivo e lucrativo.

A cerveja pode conter mais de 800 substancias organicas presentes em sua
constituicdo. Tais substancias sao provenientes de suas matérias primas e do
processo de fabricacéo®'.

No Brasil o ministério da agricultura regulamenta esta bebida, através
INSTRUCAO NORMATIVA N° 54, DE 5 DE NOVEMBRO DE 2001, DOU de
07/11/2001, onde é aprovado o Regulamento Técnico MERCOSUL de Produtos
de Cervejaria, que dispbe sobre a padronizagdo, a classificacdo, o registro, a
inspec¢ao, a producio e a fiscalizacdo de bebidas, estabelecendo definigdes para
os tipos de cervejas de acordo com suas caracteristicas de matéria prima e
conteudo.

As cervejas sao classificadas em:

1 - Quanto ao extrato primitivo ou original (quantidade de substancias dissolvidas
(extrato) do mosto, que deu origem a cerveja e se expressa em porcentagem em
peso):

a) Cerveja leve, a que apresentar extrato primitivo igual ou superior a 5% e inferior
a 10,5%, em peso;

b) Cerveja comum, a que apresentar extrato primitivo igual ou superior a 10,5% e
inferior a 12,5%, em peso;

c) Cerveja extra, a que apresentar extrato primitivo igual ou superior a 12,5% e
inferior a 14,0%, em peso;

d) Cerveja forte, a que apresentar extrato primitivo igual ou superior a 14,0%, em
peso.

2 - Quanto a cor:
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a) Cerveja clara, a que tiver cor correspondente a menos de 20 unidades EBC
(European Brewery Convention).

b) Cerveja escura, a que tiver cor correspondente a 20 ou mais unidades EBC.

3 - Quanto ao teor alcodlico em:

a) Cerveja sem alcool, quando seu conteudo em alcool for menor que 0,5% em
volume, ndo sendo obrigatdria a declaragéo no rétulo do conteudo alcodlico;

b) Cerveja com alcool, quando seu conteudo em alcool igual ou superior a 0,5%
em volume, devendo obrigatoriamente constar no rétulo o percentual de alcool em
volume, sendo:

Cerveja de baixo teor alcodlico: a que tiver mais de 0,5 até 2,0% de alcool

Cerveja de médio teor alcodlico: a que tiver mais de 2 até 4,5% de alcool

Cerveja de alto teor alcodlico: a que tiver mais de 4,5 a 7% de alcool

4 - Quanto a proporgéo de malte de cevada em:

a) Cerveja puro malte — aquela que possuir 100% de malte de cevada, em peso,
sobre o extrato primitivo, como fonte de agucares;

b) Cerveja — E a cerveja elaborada a partir de um mosto cujo extrato primitivo
contém um minimo de 55% em peso de cevada malteada.

c) Cerveja com o nome do vegetal predominante — aquela que possuir proporgao
de malte de cevada maior do que 20% e menor do que 55%, em peso, sobre o
extrato primitivo, como fonte de agucares.

5 - Quanto a fermentacéo:

a) De baixa fermentacéao

b) De alta fermentacéo®?

1.5.1 — Tipos de cervejas

Existem diferentes categorias de cerveja:

Ale: Cerveja produzida pelo processo de “alta fermentacdo” (as leveduras se
aglomeram e sdo levadas para o alto, ou topo durante a fermentagdo com a
producao de CO,), de coloragao clara a avermelhada e teor de extrato em geral

maior que 12,5%;
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Bock: Termo alemao para cerveja forte, possuem alto teor alcodlico e coloragao
escura que pode ser proveniente da utilizacdo de malte torrado ou adigdo de
corante caramelo (INS 150c);

Draft: E o termo utilizado pelo processo de tirar cerveja de um barril utilizando
bomba manual, ou pressurizador com CO,, (como é retirado o chope do barril),
entretanto as cervejas que levam este titulo, sdo fabricadas através do processo
de baixa fermentagéo, e utilizagdo de lupulo hidrogenado/reduzido, que permite a
utilizacao de garrafas de cor clara;

Dunkel: “Escuro” em alemao, cervejas que utilizam malte torrado e/ou adigao de
caramelo, podendo ser fabricadas tanto pelo processo de baixa quanto de alta
fermentacao;

Ice: A cerveja ice nasceu em 1993 no Canada, € fabricada por meio do “ice
process", depois de fermentada, sofre um resfriamento a temperaturas abaixo de
zero, quando a agua se transforma em finos cristais de gelo, no estagio seguinte,
esses cristais sdo retirados e o que permanece € uma cerveja mais forte;

Lager: Produzidas pelo processo de “baixa fermentagao” (as leveduras formam
flocos que permanecem na parte de baixo do tanque fermentador);

Lambic: Também conhecidas como fruit beer, sao feitas com frutas, passam por
um processo de fermentacao espontanea em barris, ja com as frutas;

Malzbier: Cerveja de coloragdo escura, originada na Alemanha, produzida pelo
processo de baixa fermentagao, caracteristica pelo sabor adocicado pela adigéo
de caramelo e sacarose;

Pale: Cervejas de coloragao clara, do amarelo passando pelo bronze ao cobre.
Pilsen: Cervejas claras, as mais consumidas no mercado brasileiro, de médio teor
alcodlico, sabor amargo pronunciado;

Porter: De origem inglesa, coloragao escura, cujo sabor amargo vem também da
utilizagdo de cevada ndo-malteada torrada;

Stout: Cerveja de coloragdo quase negra, sabor tostado e seco, com pronunciado
sabor amargo, sao produzidas por alta fermentacgao;

Weissbier (cerveja de trigo): Sao produzidas pelo processo de alta fermentacgao,

com maturacdo secundaria em barris3® 34,
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1.5.2 — Processos de Fabricagédo de Cerveja

Na Europa, o processo de fabricagao de cervejas, segue os padroes estabelecidos
pela Comunidade Européia baseados na Lei de Pureza da Baviera,
(“Reinheitsgebot”) estabelecida na Alemanha em 1516, na qual limita os
fabricantes a apenas utilizarem para a fabricacdo de cervejas, Agua, Malte, Lupulo
e a Levedura para fazer a fermentacdo. Em outros paises, sao utilizados
diferentes tipos de fontes de agucares vindos do arroz e do milho (chamados de
adjuntos do malte), mistura de acgucares comercializada especialmente para este
processo (alta maltose), enzimas, co-enzimas e outros aditivos a fim de diminuir
os custos de fabricacdo da cerveja. Esses agucares s&o necessarios, pois apos
passarem pelo metabolismo das leveduras, sdo transformados em alcoois e em
outros compostos organicos responsaveis pelo aroma e sabor da cerveja. No
Brasil, quando uma cerveja é produzida sem a utilizacdo dos adjuntos do malte,
ela é considerada puro malte, sendo que toda fonte de acgucares, enzimas e co-
enzimas virdo do proprio malte, fornecendo um produto de maior custo. O lupulo é
responsavel pelo sabor amargo da cerveja, conferido através dos a-acidos. Além
dos diferentes tipos de processo de fabricagdo, a composigdo mineral da agua
utilizada é relevante em todo o processo de fabricagdo da cerveja. A quantidade
de calcio e magnésio, responsaveis pela dureza da agua, pH, alcalinidade, entre
outros, podem ser tratados se a agua na fonte n&o possui os atributos ideais para
0 processo, no qual uma faixa de concentragcdo para cada substéncia é

considerada desejavel na fabricagdo da cerveja®’.
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Tabela-1: Divisdo dos constituintes da cerveja em varias categorias por tipo

quimico

Substéancia Concentragao Numero de Fonte

compostos

Agua 90-94% 1 -
Alcool etilico 2,5-5,0% 1 Levedura, malte
Di6xido de Carbono 2,1-2,9v/v 1 Levedura, malte
Outros alcoois 0,1-0,3% 15 Levedura, malte
Carboidratos 1,0-5,0% +100 Malte, adjunto
Sais Inorganicos 0,5-0,8% 26 Agua, Malte
Compostos Nitrogenados 0,26-0,45% +100 Levedura, malte
Acidos Organicos 0,17-0,22% +200 Levedura, malte
Aldeidos 30-40 mgL™” +50 Levedura, lupulo
Esteres, Cetonas 0,03-0,06% +150 Levedura, malte
Compostos Sulfurados 2,0-3,0 mgL™”’ 41 Levedura, malte
Derivados do Lupulo 30-60 mgL™” >100 Ldpulos
a-Acidos
B-Acidos
Compostos de Vitamina B | 5,0-11,0 mgL™ 13 Levedura, malte

1.5.3 — A Quimica da Cerveja

1.5.3.1 — Agua

A cerveja possui em sua composi¢cao aproximadamente 90% de agua.

A composigdo da agua em seus reservatérios naturais, depende da natureza
mineral de sua regido. Em areas onde as rochas sdo mais rigidas, a agua nao
penetra profundamente e neste caso nao sera “dura”, ou seja, baixa concentragao
de sais dissolvidos. Por outro lado, em regides que as rochas sao mais
permedveis, como por exemplo, formagdes rochosas do tipo gipsita, a agua

penetra profundamente e dissolve varios minerais rumo aos reservatorios. Quando
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a agua possui concentracao alta de calcio e/ou magnésio dissolvido, (> 150 mg/L

CaCOg3) é chamada de “agua dura”. Uma composicdo desejada de agua para a

fabricacdo de cerveja encontra-se na Tabela-2. 3!

Tabela-2: Especificagbes Fisico-Quimicas da Agua Cervejeira

PARAMETRO UNIDADE ESPECIFICAGAO
Aparéncia - Limpida e clara
Sabor - Insipida
Odor - Inodora
pH pH 6,5-8,0
Cor (mg Pt/L) 0-5
Turbidez NTU menor que 0,4

Matéria organica

(mg Oz cons./L)

0-0,8

Solidos dissolvidos totais [(mg/l) 50 - 150
Dureza total (mg CaCOs/L) [18,0-79,0
Dureza temporaria (mg CaCOgs/L) [18,0-25,0
Dureza permanente (mg CaCOs/L) |0-54,0
Alcalinidade (mg CaCOg/L) |0,8-25,0
Sulfatos (mg SO4/L) 1-30
Cloretos (mg CI/L) 1-20
Nitratos (mg NO3/L) auséncia
Nitritos (mg NO2/L) auséncia
Silica (mg SiO2/L) 1-15
Calcio (mg Ca®*/L)  |5-22,0
Magnésio (mg Mg®/IL) [1-6

Ferro (mg Fell) auséncia
Aluminio (mg Al/L) max. 0,05
Amoniaco (mg N/L) auséncia
CO2 livre (mg CO2/L) 0,5-5
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Dentre os ions necessarios para o processo de fabricacdo da cerveja, o ion Calcio
desempenha um importante papel em diferentes etapas como, por exemplo, no
efeito acidificante que ele tem na mosturagdo. O mosto, que é a solugdo em agua
potavel de carboidratos, proteinas, sais minerais e outros compostos, resultantes
da degradacgao enzimatica do malte, com ou sem adjuntos cervejeiros, realizada
mediante processos tecnologicos adequados, possui alta concentragao de fosfato
derivado do malte, produzindo um efeito tampéo e elevando o pH. Os ions Calcio

formam o precipitado fosfato de calcio liberando ions H* na solugdo (Equagéo-5).

3Ca?" + 2HPO4* «> Cas(PO,), + 2H" (5)

O pH mais baixo favorece a enzima B-amilase, a qual possui pH 6timo ao redor de
4,7. Um mosto produzido através de agua ausente de calcio possui pH entre 5,8 e
6,0 enquanto que um mosto produzido através de agua tratada com calcio possui
pH entre 5,3 e 5,5. Esta enzima promove a quebra do amido em maltose, tornando
o mosto mais fermentavel. Proteinas presentes no mosto formam precipitados
com célcio e liberam ions H* em solugdo favorecendo um pH mais acido que é
propicio para enzimas do tipo protease (presentes no malte e que possuem pH
otimo na faixa de 4,5 a 5,0) realizem a conversdo de proteinas em estruturas
menores denominadas de Amino Nitrogénio Livre (FAN). Os compostos de Amino
Nitrogénio Livre sdo utilizados pelas leveduras durante a fermentagcdo para a
producdo de aminoacidos, sendo assim o aumento do nivel de FAN no Mosto
proporciona melhores condicdes para as leveduras durante a fermentagdo. Por
outro lado, o excesso de proteinas € indesejavel, dificultando as etapas de
filtracdo e as proteinas de alto peso molecular também sao susceptiveis a
formagdo de turbidez na cerveja, diminuindo também o tempo de prateleira.
Outros papéis desempenhados pelo Calcio sao a precipitagdo de oxalato de
célcio, melhora da viscosidade para a filtragdo e outros processos que sao
favorecidos por um pH mais acido. O ion Magnésio também pode disputar pelas
reacdes de precipitacdo com fosfato, porém produzindo um sal mais soluvel. Este

ion é importante para as leveduras, pois desempenha um papel de co-fator na
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producao de algumas enzimas durante a fermentagdo, assim como os ions
Potassio. Os ions sulfato e cloreto possuem uma correlagao, pois sdo usados na
razao de 2:1 respectivamente. O sulfato € importante para a producdo dos
aminoacidos cisteina e metionina. Algumas cepas de leveduras excretam sulfetos
que podem ser reduzidos a dioxido de enxofre e sulfeto de hidrogénio que
possuem odor mesmo a concentragcdes de ppb. A presenca de bactérias também
pode causar a producdo de varias substancias derivadas de enxofre. Conforme
descrito anteriormente, a concentracdo de sais depende das caracteristicas
minerais da regido de origem da agua, entretanto se a composi¢ao mineral néo a
desejavel, é realizado um tratamento para que sejam atingidas as condigdes
idéias para o preparo da cerveja, como por exemplo, adicdo de cloreto de calcio
nos casos de niveis baixos deste ion ou tratamento por resinas de troca-ibnica

quando ha excesso do mesmo. 3" %

1.5.3.2 — Malte

O malte utilizado na industria cervejeira € obtido a partir de cevadas de variedades
selecionadas especificamente para essa finalidade. A cevada é uma planta da
familia das gramineas — parente préximo do trigo — e sua cultura é efetuada em
climas temperados. No Brasil, € produzida em algumas partes do Rio Grande do
Sul durante o inverno; na América do Sul, a Argentina é grande produtora.

Apdés a colheita da safra no campo, os graos (sementes) de cevada sao
armazenados em silos, sob condi¢bes controladas de temperatura e umidade,
aguardando o envio para a maltaria — industria que faz a transformagao da cevada
em malte. Este processo consiste, basicamente, em colocar o grdo de cevada em
condigdes favoraveis a germinagao, deixar que ela ocorra, e interrompé-la tdo logo
0 grao tenha iniciado o processo de criagcdo de uma nova planta. Nessa fase, o
amido do gréo apresenta-se em cadeias menores que na cevada, o que o torna
menos duro e mais soluvel, e, no interior do grdo, formam-se enzimas que séo
fundamentais para o processo de fabricagdo de cerveja. A germinagao é entao
interrompida por secagem a temperaturas controladas, de modo a reduzir o teor

de umidade sem destruir as enzimas formadas.
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Malte, portanto, € o grédo de cevada que foi submetido a um processo de
germinagao controlada para desenvolver enzimas e modificar o amido, tornando-o
mais macio e soluvel. Utiliza-se, nesse processo, estritamente, as for¢cas da
natureza, que proveu as sementes da capacidade de germinar para desenvolver
uma nova planta. Tudo o que o homem faz nesse processo € controlar as
condigbes de temperatura, umidade e aeragao do gréo.

O malte é o fornecedor dos agucares, entre outras substancias, necessarios para
o processo de fermentagdo. A concentracdo dos maltooligossacarideos influencia
o metabolismo das leveduras e consequentemente algumas caracteristicas da
cerveja, pois varias substancias organicas volateis sdo metabdlitos produzidos
durante a fermentagdo/maturagdo. A Figura-4 ilustra os principais agucares

encontrados nos Malte.

OH oH OH OH OH
{0)
H A HoH O oH f H H O nH O oH
H H H
OHH H L H ‘i OH M OH F\)LH
o HO ° o
HO ) \ ) |
H OH i OH H OH H OH H OH
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OH OH OH OH OH OH OH OH OH
H O H H 0 H ] H 9 oH H O n o) 0 H O O OH
OHH H . (L : ot n N kom OHH H i L o G ow X ko @ on't w b
HO o o H HO o o o Yol
H OH H OH H OH H OH H OH H OH H OH H OH H OH
Maltotetraose Maltopentaose

Figura-4: Principais agucares fornecidos pelo malte.

Outros carboidratos presentes no malte séo os B-Glucanos. Sua alta concentragéao
€ indesejavel, pois aumenta a viscosidade durante o processo de fabricagdo do
mosto, dificultando e podendo provocar turbidez na cerveja devido a sua baixa
solubilidade. A concentracdo de pB-Glucanos deve ser diminuida durante o
processo de malteamento, através da enzima -Glucanase presente na cevada ou
através da adicdo de enzimas para realizarem hidrolise, sem que haja prejuizo

com a modificagdo das proteinas presentes>®.
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1.5.3.3 — Lupulo

O lupulo (Humulus lupulus L.) € uma trepadeira perene, cujas flores fémeas
apresentam grande quantidade de resinas amargas e 6leos essenciais, 0s quais
conferem a cerveja o sabor amargo e o aroma que caracterizam a bebida. A
quantidade e a espécie (variedade) de lupulo utilizado s&o caracteristicas para
cada tipo de cerveja.

Trata-se de uma cultura dos climas frios do hemisfério norte, sendo os paises do
norte europeu e os Estados Unidos os grandes produtores. No Brasil ndo existem
condicdes climaticas adequadas a produgao de [Upulo.
As substancias responsaveis pelo sabor amargo sédo os acidos do lupulo, a-acido
(humulona) e B-acido (lupulona). Além desta caracteristica, possuem atividade
bacteriostatica, inibindo o crescimento de bactérias Gram-positivas. Esta
caracteristica é atribuida ao grupo prenil, presente em suas moléculas, agindo na
membrana plasmatica celular dessas bactérias. A diferenca entre as estruturas da
humulona e lupulona esta no fato de que esta ultima possui um grupo prenil a
mais e cada uma possui trés constituintes que diferem na natureza da cadeia
carbdnica lateral, as quais sdo derivadas dos aminoacidos, leucina, valina e iso-
leucina, dando origem a humulona, cohumulona, adhumulona e a lupulona,
colupulona e adlupulona respectivamente, conforme ilustrado na

Figura-5.
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\ CHj
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Humulona (a) R=CH,CH(CH,), Lupulona (a)
R_ Cohumulona (b) CH(CHj,), Colupulona (b)
B Adhumulona (c) CH(CH,)CH,CH,4 Adlupulona (c) i

Figura-5: Alfa e Beta-acidos presentes no lupulo.

Durante a fervura do mosto (Mosturagcédo) ocorre a volatilizacdo e oxidagao de
diversas substéncias oriundas do lupulo, porém uma das rea¢des mais importante
€ a isomerizagao térmica dos a-acidos (humulona), formando os iso-a-acidos (iso-
humulonas), através de uma contragdo de anel do tipo aciloin. Cada humulona
gera duas iso-humulonas (Figura-6): a cis-iso-humulona e a trans-iso-humulona,
dependendo do arranjo espacial do alcool 3% no carbono C(4) e cadeia lateral
prenil no carbono C(5). A razao cis/trans depende das condigdes de fervura do
mosto, em geral € 70:30. A isomerizagdo pode ser favorecida pelo pH alto e
adicao de Calcio e Magnésio. O processo de isomerizagdo esta ilustrado na

Figura-6.
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Humulona Cis-isohumulona trans-isohumulona

Figura-6: Isomerizacdo da Humulona a iso-humulona.

Os iso-a-acidos séo responsaveis pelo amargor e sua concentragdo em ppm, é
um parametro de controle da cerveja, medido em unidades de amargor (UA-ppm).
Os produtores de cerveja utilizam o lupulo em pellets (pequenas quantidades
prensadas na forma de pastilhas) ou podem utilizar extratos de lupulo que
possuem maior concentracdo dos acidos do lupulo, isomerisados, podendo ser
utilizados em etapas seguintes a fervura do mosto.

Além do extrato de lupulo, os fornecedores dessa matéria prima, possuem uma
linha de iso-a-acidos hidrogenados e/ou reduzidos com borohidreto de sédio, com
0 objetivo de fornecer estabilidade a luz. Os iso-a-acidos podem sofrer
degradacao através da incidéncia de luz (fétons), sofrendo reagdes que liberam
uma substéncia que possui aroma desagradavel: o 3-metil-2-buteno-1-tiol (MBT),
conhecido pelo efeito “light struck in beer’. Os compostos hidrogenados nao
sofrem esse tipo de reacdo, podendo ser utilizados para potencializar a
estabilidade da cerveja e em cervejas que nao utilizam garrafas cor ambar. As
reacdes de formacgao do MBT e as estruturas dos iso-a-acidos hidrogenados estao

ilustradas na Figura-7.



INTRODUCAO 24

o)
o i i
L]
CH,
H:C R TR HaC N R
— > Radical alilico HO
—_ L]
0= o=c o
CH, *SH (Proteina)

H,C
rho-iso-acido tetrahidro-iso-alfa-acido hexahidro-alfa-acido

Figura-7: Proposta de mecanismo de formag&o do 3-metil-2-buteno-1-tiol (MBT) e

estruturas dos iso-a-acidos que n&o geram o MBT.

1.5.3.3.1 — Polifendis

Os polifendis de baixo peso molecular sdo antioxidantes naturais e contribuem em
grande parte no poder redutor durante a mosturagao, protegendo a cerveja contra
a oxidagcao e melhorando a estabilidade do sabor. Esta classe de substancias
reage também com proteinas e peptideos formando complexos insoluveis,
contribuindo para a estabilidade contra a turbidez da cerveja e estabilidade da

espuma. Os polifendis encontrados no lupulo estao ilustrados na Figura-8.
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Figura-8: Principais polifendis presentes no lupulo.

1.5.3.3.2 — Oleos

Também sdo encontrados no lupulo, éleos apolares (terpenos) e polares alcoois,
ésteres, sulfetos. Os mais importantes estéo ilustrados na Figura-93" 3738,
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Figura-9: Principais 6leos, substancias polares, apolares e ésteres presentes no

lUpulo.

1.5.3.3.3 — Analises de lupulo

Os métodos analiticos mais utilizados pelas cervejarias sdo os métodos fornecidos
pela ASBC (American Society of Brewing Chemists) e EBC (European Brewing

Convention). Para a determinacao qualitativa e quantitativa dos acidos do lupulo, é

utilizada cromatografia gasosa de alta eficiéncia. Entretanto pesquisadores tem

utilizado sistemas hibridos de Cromatografia Gasosa com espectrometria de

massas para a determinacdo tanto dos acidos do lupulo como seus outros

constituintes.

Hofte e colaboradores®® estudaram a caracterizagdo de acidos do IGpulo utilizando

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com ionizagdo por

electrospray. Identificaram seis isdbmeros da humulona e lupulona. A sensitividade
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observada ainda foi baixa devido ao pH alto necessario para a separagao dos
componentes utilizando uma coluna de polimero PRP-1.

Roberts e colaboradores*® utilizaram um sistema de CG-EM para a andlise de
extrato de lupulo rico em dleos essenciais. A analise revelou a presenca de varias
substancias, as quais foram correlacionadas com os espectros do banco de dados
NIST. Compararam as analises realizadas utilizando um equipamento com
quadrupolo e outro por tempo de voo (TOF). A analise que utilizou o sistema TOF

obteve melhores resultados com picos mais resolvidos no cromatograma.

1.5.3.4 — Envelhecimento e Deterioragdo do Aroma e Paladar da Cerveja

Durante o armazenamento da cerveja, alguns paréametros, como altas
temperaturas, podem ocasionar o envelhecimento acelerado da bebida, formando
as substancias denominadas off-flavors. Essas substancias séo, em grande parte
aldeidos formados por processos de oxidacdo dos compostos presentes na
cerveja*!.

Madingan e colaboradores*?, sabendo que a presenca desses aldeidos entre
outras substancias, mesmo em baixa concentragdo, como o trans-2-nonenal, que
a 0,11 ug/L ja causa sabor de papel na cerveja, buscaram desenvolver um método
para a identificacdo desses compostos, através de Cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Entre os compostos, estdo o furfural e o 5-hidroximetil-furfural, os quais
sao bastante documentadas na literatura de haver correlacbes de suas
concentragbes em fungdo da temperatura de estocagem da bebida. Estas
substancias sao resultados de reacgdes inter-relacionadas com a reagdo de
Maillard, sendo intermediarios produzidos de pentoses e hexoses.

Nyborg e colaboradores*®, estudaram o papel do sulfito adicionado como
antioxidante na cerveja, porém, formando um aduto com o trans-2-nonenal e
comparando os espectros de RMN-H' obtidos de adutos sintetizados, com os
adutos formados sob pH 4,5 e presencga de alcool para simular as condi¢gdes da
cerveja. Concluiram que o metabisulfito utilizado, além de atuar como
antioxidante, também retarda o envelhecimento da cerveja através da formagéo do

aduto com trans-2-nonenal.
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Foster e colaboradores*, utilizaram métodos de quimiometria (Projecdo em
estruturas latentes — PLS) a fim de correlacionar a analise de compostos
carbonilicos com analise sensorial. Neste trabalho, as substancias mais influentes
no sabor da cerveja envelhecida foram: 2-furfural, acetal, acetato de furfurila e 5-
hidroximetil-furfural.

Araki e colaboradores®®, da cervejaria Japonesa Sapporo, desenvolveram um
novo parametro para avaliar o envelhecimento em cervejas: a diminuigdo da forma
trans das iso-humulonas, confirmado também através da analise sensorial através
de um painel de degustadores que avaliaram amostras de um mesmo lote que
foram armazenadas sob diferentes temperaturas e condicbes. As menores
relagbes trans/cis obtiveram maior nota para intensidade de degradacdo na

analise sensorial.

1.5.3.5 — Analise de Compostos Organicos Volateis em Cervejas

A presenga de determinadas faixas de concentracdo de alcoois como propanol,
iso-butanol, alcool amilico, 2-feniletanol e ésteres como acetatos de etila, iso-
amila, fenil etila sdo importantes para as caracteristicas de aroma e paladar da
cerveja. As concentracdes em quantidades fora das especificagdes podem indicar
desvios que ocorreram durante o processo e consequentemente um produto de
menor qualidade, como no caso do diacetil (2,3-butanodiona e 2,3-pentanodiona)
que sao produzidos e consumidos durante a fermentacdo e possuem aroma
caracteristico de manteiga. As dicetonas, como também sao chamadas, possuem
limite de detecgéo sensorial de 0,10 mg/L sendo que a concentragdo em cervejas
€ em geral menor que 0,05mg/L. Algumas cervejas possuem concentragdo maior
como no caso das stouts (0,60 mg/L) e algumas cervejas produzidas em micro-
cervejarias (1,0 mg/L). O mecanismo de formacdo da 2,3-butanodiona esta
associado a partir da derivagdo do piruvato, enquanto que a 2,3-pentanodiona
deriva do acetohidroxi butirato e o aminoacido competidor é a leucina. A
concentragéo pode chegar até 1,0 mg/L durante a fermentagéo (3° dia) e entdo vai
reduzindo nos dias seguintes e durante a maturagdo, através de enzimas

presentes na levedura® 7.
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2 — OBJETIVOS

Aplicagdo da técnica de ESI-MS na aquisicdo de espectros fingerprint de
diferentes amostras de cervejas, identificacdo das substancias de maior relevancia
presentes para a caracterizagdo de cada grupo e utilizagdo de quimiometria para a

classificagao das cervejas em grupos distintos.
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3 — EXPERIMENTAL

3.1 — Aquisicao dos Espectros Fingerprint de Cervejas

Foram analisadas 29 amostras de diferentes tipos de cerveja, entre elas Ales e
Lagers: Pilsens, Drafts, Bocks, Stouts, Dunkels e Malzbiers, através da técnica de
ESI-MS nos modos positivo e negativo.

Para as anadlises de impressao digital foi utilizado um espectrémetro de massas
tipo Q-TOF da Micromass (Manchester, RU) trata-se de um equipamento do tipo
hibrido constituido de duplo quadrupolo (Qq) e espectrémetro de massas do tipo
TOF (analisador de massas por tempo de v60) em arranjo ortogonal (Figura-10). A
temperatura da fonte foi de 100°C, a voltagem do capilar utilizada foi de 3.0 KV e
do cone foi 40 V. 10 mL de cada amostra foi adicionada a um béquer de 100 mL e
degaseificada, para eliminar o CO; utilizando um banho de ultra-som durante 5
minutos. Apds degaseificacédo, 250 uL de cada amostra foram adicionados em um
frasco completando para 1 mL com uma solugdo metanol:agua 1:1. Para a analise
de ESI(+)-MS foi adicionado em cada amostra 2 uL de acido férmico e para a
analise de ESI(-)-MS foi adicionado 2uL de hidréxido de aménio. As amostras
foram injetadas a uma vazdo de 15 pL.min™" utilizando uma seringa automatica
(Harvard Apparatus). Os espectros de massa foram adquiridos na faixa de
massa/carga (m/z) de 50 até 1000. Os reagentes foram adquiridos da Merck e

utilizados sem nenhum outro tratamento.
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Figura-10: Representacao do equipamento de ESI-Q-TOF utilizado nas analises.

3.2 — Tratamento Estatistico dos Dados

Para classificar as amostras de cerveja apos a analise de impressao digital pelo
ESI-MS foi utilizado Analise de Componentes Principais (PCA). Matrizes de dados
foram construidas utilizando os dados dos espectros de massa em ambos os
modos ESI(+)-MS e ESI(-)-MS. Para a construgcdo de cada matriz foram
considerados os 20 maiores picos de cada um dos 29 espectros obtendo um total
de 96 valores de m/z (colunas da matriz — variaveis), pois nem todos os valores de
m/z eram comuns entre as amostras ou estavam presentes em menor intensidade.
As linhas da matriz foram preenchidas pelas amostras e suas respectivas
intensidades referente a cada coluna. Einsight e Pirouette, ambos da infometrix
(Seattle, EUA), foram utilizados para realizar o PCA selecionando Centrado na

Média como pré-tratamento da matriz de dados.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

As vantagens fornecidas pela técnica de lonizagéo por Electrospray permitem que
ela seja utilizada por diferentes areas, inclusive para analise de cervejas, conforme
relatado anteriormente. Entretanto, a aquisicdo de espectros fingerprint para
diferentes tipos de cervejas, a classificagdo das amostras segundo seus ions
diagndsticos e estudo de caracterizagdo desses ions mais relevantes ainda nao
havia sido realizada.

Foram padronizadas, a utilizacdo de 10 mL da amostra em um béquer de 100 mL
e tempo de permanéncia no banho de ultra-som durante 5 minutos a fim de que a
perda de substancias volateis fosse minimizada. Para a escolha desta
padronizacao, foi observada a reprodutibilidade na aquisicdo de espectros da
mesma amostra envolvendo a quantidade e intensidade de ions. A solugao pode
conter ions resultantes simplesmente da dissolucéo, por exemplo, de sais, ou ions
formados por protonacéo ([M+H]") ou desprotonagdo ([M — H]) ou complexagdo
com cations e anions de substancias acidas ou basicas com ampla faixa de pesos
moleculares.

Para a andlise de cervejas, a técnica de Espectrometria de Massas com lonizagéo
por Electrospray mostrou-se conveniente para a introdugao direta, sem prévia
separagao cromatografica, mesmo sendo uma amostra de constituicdo complexa.
Na cerveja, muitas moléculas que possuem sitios acidos ou basicos seréo
detectadas como um ion contendo somente uma carga (mono carregado), na sua
forma protonada (M-H)" ou desprotonada (M-H)".

Foram escolhidas diferentes marcas e variedades de cervejas a fim de obter os
espectros fingerprint contendo conjuntos de ions diagndsticos caracteristicos a
cada tipo de cerveja. Essa variedade na presencga de determinados ions pode ser
resultado da matéria prima utilizada e do processo de fabricacdo. As informacgdes
sobre a utilizagdo de matéria prima, teor alcodlico e tipo de cerveja estdo contidas
na Tabela-3. As condi¢cbes de armazenamento e idade da bebida também podem
influenciar na presenca de determinadas substancias, por isso, as amostras

analisadas foram escolhidas de modo que tivessem entre 1 e 2 meses de
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fabricacdo (idade comumente encontrada nos supermercados) para as marcas

nacionais € 4 a 6 meses para as marcas importadas. A Tabela-3 nos fornece a

relacdo das 29 amostras de cerveja analisadas e suas principais caracteristicas.

Tabela-3: Relagdo das amostras analisadas no estudo.

Cédigo da ] Caracteristicas Teor
Amostra Cerveja Alcodlico
P1 Schincariol Cerveja Pilsen de baixa fermentacéo|4,7%
e médio teor alcodlico
P2 Primus Idem P1 4,7%
P3 Dado Idem P1 4,6%
P4 Antarctica Idem P1 4,8%
P5 Brahma ldem P1 4,9%
P6 Skol ldem P1 4,6%
P7 Heineken Idem P1, 5,0%
P8 Budweiser Idem P1 4,7%
P9 Warsteiner Idem P1, puro malte 4,5%
P10 Sapporo Draft |Cerveja Draft, baixa fermentacdo e|4,7%
meédio teor alcodlico
P11 Miller Cerveja Draft, baixa fermentacdo e|4,7%
médio teor alcodlico
P12 Summer Draft | Cerveja Draft, baixa fermentacédo e|4,7%
médio teor alcoolico
M1 Antarctica Cerveja Malzbier de baixa [4,7%
Malzbier fermentacdo e médio teor alcodlico
M2 Schincariol Cerveja Malzbier de baixa |4,7%
Malzbier fermentacdo e médio teor alcodlico
M3 Brahma Cerveja Malzbier de baixa [4,7%
Malzbier fermentacdo e médio teor alcodlico
M4 Xingu Cerveja Malzbier de baixa |4,7%
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fermentagao e médio teor alcodlico
D1 Sweetheart | Cerveja Stout 2,0%
D2 Warsteiner Cerveja escura com malte torrado de |4,8%
Premium baixa fermentagao, Premium Dunkel —
Dunkel Puro Malte
D3 Schin Munich |Cerveja Escura de baixa fermentacao |4,7%
e médio teor alcodlico
D4 Ruddles Cerveja Forte e Escura Inglesa, tipo|4,7%
County Ale, Alta Fermentacg&o — Puro Malte
D5 Murphy’s Cerveja Irlandesa tipo Stout 4,0%
D6 Abbot Ale Cerveja Forte e Escura Inglesa, tipo|5,0%
Ale, Alta Fermentacao — Puro Malte
D7 Baden Bock |Cerveja tipo Bock — Puro Malte 5,0%
D8 Baden Stout |Cerveja Ale escura — Puro Malte 6,5%
D9 Bohemia Cerveja Escura de baixa fermentacéo |4,7%
Escura e médio teor alcodlico
D10 Caracu Cerveja forte tipo Stout 5,3%
D11 Guiness Cerveja Escura de baixa fermentacéo | 4,2
e médio teor alcodlico — (export)
D12 Kaiser Bock |Cerveja tipo Bock — Puro Malte 6,2%
D13 Mae Preta Cerveja Stout de baixa fermentagdo |3 a4%
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4.1 — Espectros de Massas Fingerprint de Cervejas

Analisando visualmente todos os espectros obtidos, em ambos os modos ESI(+)-MS e
ESI(-)-MS e observando a presenca dos ions mais intensos, € possivel separa-los em
trés grupos, sendo que cada um corresponde a classes ja existentes de cerveja, sdo
elas: P = pales (lager, pilsen, draft), D = dark (bock, stout, dunkel) e M = Malt (Malzbier).
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Figura-11: Espectros obtidos no modo ESI(+)-MS: A) cervejas claras tipo P, B) cervejas

tipo malzbier, C) cervejas escuras tipo Dark.



RESULTADOS E DISCUSSAO 36

4.1.1 — Espectros no modo ESI(+)-MS

A aquisicao de espectros no modo positivo é realizada através da protonagao das
moléculas, sendo que neste trabalho foi utilizada a adigdo de acido férmico, ou através
da formacdo de adutos com ions presentes em solugdo. A Figura-11A refere-se ao
espectro ESI(+)-MS tipico para uma cerveja P onde ha picos intensos de cations na
faixa de 70 a 705 m/z. Pode-se perceber uma similaridade no espectro 11C,
pertencente ao grupo das cervejas Darks, entretanto, diferenciando na intensidade e na
auséncia de alguns ions. Quanto ao espectro 11B, tipico espectro ESI(+)-MS de uma
cerveja Malzbier, ndo ha ions presentes na regido de m/z maior que 400 ua. As
cervejas deste grupo sao tipicamente conhecidas pelo seu gosto adocicado. Este sabor
adocicado é resultado da adicdo de sacarose e caramelo na cerveja que tem por intuito
reduzir o amargor proveniente do lupulo e proporcionar uma coloragdo mais escura

tornando um produto diferenciado no segmento de cervejas.
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Figura-12: Espectro MS/MS CID do cation m/z=365, aduto de maltose e sédio.
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A fim de se obter maiores informagdes a respeito dos espectros, os ions mais intensos
e caracteristicos de cada espectro foram analisados através de CID.

Através dos espectros CID e comparando com dados da literatura, foi possivel a
identificacdo dos ions diagndsticos, entre eles, a presenga de agucares, oligbmeros da
maltose. No espectro 11A, referente as cervejas tipo P, os ions de m/z 365, 527 e 689
séo referentes aos adutos de sddio [M+Na*] com maltose, maltotriose e maltotetraose
respectivamente enquanto que os ions de m/z 381, 543 e 705 sao referentes aos
adutos de potassio [M+K'] com os mesmos carboidratos. A figura-12 contém o espectro
de massas obtido através da analise CID do cation m/z 365, referente ao aduto de
maltose e sddio e a figura-13 se refere ao aduto da maltose com potassio.

Assim como as cervejas do tipo P, as cervejas do tipo D, também apresentam os ions
referentes aos adutos de potassio [M+K'] com maltose, maltotriose e maltotetraose,
porém, um aspecto interessante e caracteristico das cervejas tipo Dark, quando
comparadas com as cervejas tipo Pale, € que apenas os adutos de potassio com
oligossacarideos m/z 381, 543 e 705 [M + K'] sdo claramente observados, ao passo
que os sinais referentes aos adutos de sédio [M + Na*], m/z 365, 527 e 689, possuem
intensidade quase imperceptivel ou estdo ausentes. Isto mostra a capacidade da
andlise ESI(+)-MS em distinguir a razdo de concentragdo [K']/[Na‘] em cervejas dos
tipos D e P.
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Figura-13: Espectro MS/MS CID do cation m/z=381, aduto de maltose e potassio.

Pode ser observado que as cervejas tipo D possuem o ion de m/z 219 mais intenso do

que as cervejas tipo P, o qual se refere ao aduto de glicose com potassio e esta

representado na Figura-14. Para as cervejas do tipo M, os ions mais caracteristicos sao

os de m/z 203, 219 e 399, os quais, conforme seus respectivos espectros de MS/MS, se

referem aos adutos de glicose com sodio [M+Na’] e potassio [M+K'] e dimero de

glicose com potassio, respectivamente. Os ions referentes aos adutos de sodio e

potassio com oligbmeros da maltose ndo sdo observados.
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Figura-14: Espectro MS/MS CID do cation m/z=219, referente ao aduto de glicose com

potassio.

Levando em consideragdo que as cervejas Malzbiers diferem apenas no aspecto da
adicado de acgucares e caramelo em relagao as cervejas Pilsens, sendo que esta adigdo
€ realizada apenas no final do processo de fabricagdo desta cerveja, esta ocorrendo um
efeito de supressao ibnica, onde a glicose esta inibindo a detecgado dos ions referentes
aos adutos de sédio e potassio com os oligbmeros da maltose. A sacarose adicionada
as cervejas malzbiers pode sofrer hidrélise auxiliada pelo baixo pH de uma cerveja (4,5
—5,0), processo também conhecido como inversao da sacarose em fungao da inversao
de rotacado do plano da luz polarizada quando se aumenta a concentragao de frutose.
Em lonizagdo por electrospray, supressao ibnica é o efeito causado quando
determinadas substancias presentes na mesma gota sdo mais susceptiveis a ionizagao
do que outras substancias. A supressio idnica pode ocorrer em funcao de diferentes

fatores como competicdo entre os componentes da matriz e do analito para atingir a
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ionizacdo, competicdo para conseguir acesso a superficie da gota, tensado superficial,

diferencas entre polaridade dos componentes

solvatacdo, entre outros. 48

PROLINA-H* M/Z 116

0
H . H
N |, Ho-co
O
i)
m/z=116 m/z=70

resultando em diferentes efeitos de

Figura-15: Espectro MS/MS CID do cation m/z=116, referente a prolina protonada.

Outros ions que estdo presentes nos espectros sdo os ions de m/z 163 e 325,

referentes a anidrohexose e dimero da anidrohexose protonadas. Os ions de m/z 116 e

m/z 118 estdo presentes em todos o0s espectros obtidos sendo que para as cervejas do

tipo D, o ion de m/z 116 é o ion base. De acordo com seu espectro obtido em MS/MS,

procura de espectros realizada na base de dados NIST, e dados de substancias

presentes na cerveja, o ion de m/z 116, cujo espectro obtido através de CID esta

representado na Figura-15, pode ser referente a prolina protonada e o ion 118 um
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aminoacido de férmula geral CsHy1NO;, acido-2-amino-3-metilbutandico, representado
na Figura-16. O ion de m/z 104 de intensidade bastante elevada possui fragmentacoes
tipicas de perda de NH3, H,O, CO e CO,, podendo ser atribuido ao GABA, acido-5-

amino butirico, de acordo com seu espectro de MS/MS presente na Figura-17.
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Figura-16: Espectro MS/MS CID do cation m/z=118, referente ao acido-2-amino-3-

metilbutandico protonado.
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Figura-17: Espectro MS/MS CID do céation m/z=104 referente ao acido gama amino

butirico protonado.

4.1.2 — Espectros no Modo ESI(-)-MS

Na obtencdo de espectros de massa no modo negativo, ha a desprotonagdo das
moléculas auxiliada pela adicdo de hidroxido de amoénio, sendo entdo observados os
anions e adutos das substancias com anions presentes. Os espectros obtidos no modo
ESI(-)-MS demonstraram a presenga de uma quantidade maior de ions, este fato ja era

esperado em funcao do baixo valor de pH dessa bebida.
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Figura-18: Espectro adquirido no modo ESI(-)-MS, A) cervejas claras tipo P, B) cervejas

tipo Malzbier, C) cervejas escuras tipo Dark.

A Figura-18 contém os espectros adquiridos no modo negativo ESI(-)-MS e assim como
nos espectros adquiridos no modo ESI(+)-MS, eles também permitiram a pré-separagao
nas mesmas classes que foram utilizadas no modo ESI(+)-MS. A figura 18A mostra o
espectro ESI(-)-MS tipico para cerveja tipo P. Os anions mais intensos aparecem na
faixa de m/z 79 a 925. Os ions de m/z 161, 179, 341, 503, 665, 827 correspondem as
formas desprotonadas [M-H]" da anidrohexose, glicose, maltose, maltotriose,
maltotetraose e maltopentaose, respectivamente, fato observado e comprovado através
dos espectros MS/MS. Os espectros obtidos através de MS/MS CID dos anions de m/z

341 e 665 estao representados nas figuras 19 e 20 respectivamente.
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Figura-20: Espectro MS/MS CID do anion m/z=665 referente a maltotetraose

desprotonada.
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Podem ser observados também os pares de anions de m/z 377e379, 539 e 541, 701 e
703 correspondentes aos adutos com cloreto (razdo isotdpica de 3:1 de CI*° e CI*”) com
maltose, maltotriose e maltotetraose. A Figura —21 mostra uma ampliacdo do espectro
onde pode ser observado o par de anions de m/z 377 e 379 e a Figura-22 foi obtida
através de analise via CID do &nion m/z 377, atribuido ao aduto da maltose com cloreto,
onde pode ser visualizada a primeira fragmentacao referente a perda de uma molécula
de HCI, originando o &nion da maltose desprotonada. Outros &anions que sao
caracteristicos deste grupo de cerveja e também aparecem com intensidade no
espectro de impressao digital sdo os de m/z 439 (aduto do ion 259 com glicose), m/z
601 (aduto do ion 259 com maltose), m/z 763 (aduto do ion 259 com maltotriose) e o

ion 259 é um aduto do ion 79 com maltose.

341.3

350 400 450 500 550 600

Figura-21: Ampliagao da figura 18-C.

A Figura-18B ilustra o espectro ESI(-)-MS tipico de uma cerveja tipo M. Como
mencionado anteriormente, a adicdo de caramelo no processo de fabricagcdo desta
cerveja faz com que o pico mais intenso seja o m/z 179 referente ao anion da glicose
desprotonada seguido pelos picos de m/z 215 e 217 do par de is6topos do aduto da

glicose com cloreto. O ion de m/z 359 aparece apenas nas cervejas tipo M e é referente
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ao dimero da glicose desprotonada. Novamente pode ser observado o efeito de
supressao ibnica da glicose em relagdo aos outros ions correspondentes aos

oligosacarideos.
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Figura-22: Espectro MS/MS CID do anion m/z 377 referente ao aduto de maltose com

cloreto.

O espectro de ESI(-)-MS para cervejas do tipo D, figura 18C, é bem parecido com as
cervejas de tipo P, porém com menor quantidade de anions e um par de anions que se
distinguem séo os de m/z 161 e 179. Assim como nas cervejas Pales, o anion 161 se
refere a anidrohexose desprotonada, ao passo que o anion de m/z 179, conforme seu
espectro de MS/MS, é referente a glicose desprotonada. Outros picos caracteristicos
para cervejas tipo Dark s&o os de m/z 255 e o 683, sendo que o ion de m/z 683 se

refere ao dimero de maltose desprotonada.
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4.1.3 — Tratamento Estatistico de Dados — Quimiometria

Foi aplicado um tratamento estatistico de dados — Analise de componentes principais
(PCA) para verificar sua eficacia na classificagdo das cervejas. Para realizar um PCA, é
necessario construir uma matriz de dados (m X n) onde as linhas (m) conterdo as
amostras e as colunas (n) as variaveis, neste caso, as colunas eram o conjunto dos 20
maiores ions (m/z) de cada espectro e as linhas as respectivas intensidades de cada
amostra naquela relagdo m/z. Agrupando os 20 maiores ions para cada espcetro
resultou em uma matriz com 96 variaveis. A Tabela-4 representa um esquema de

construgcao de matriz de dados para PCA.

Var (1) [Var(2) [Var(3) [Var(n)

Amostra(1)
Amostra(2)
Amostra(3)

Amostra(m)

Tabela-4: Esquema de construgdo de uma matriz de dados para PCA.

Como pré-tratamento dos dados, foi utilizado Centrado na Média, que é a subtracéo de
cada valor pela média dos valores, realizado em cada coluna (variavel). Através deste
pré-tratamento, cada valor fica agrupado ao redor da média sendo que os valores mais
diferenciados ficardo mais distantes desta média e consequentemente obtém-se um
melhor agrupamento entre as amostras similares.

O PCA é resultado de uma combinacdo linear entre os dados da matriz original
resultando em uma nova matriz de dados organizada em ordem de maior variancia. Os
dados contidos na matriz original (muitas variaveis) sdo transformados em um novo
conjunto de variaveis (vetores ou auto vetores), normalmente chamados de
Componentes Principais, PC1, PC2, PC3, etc, sendo que a maior quantidade de
representacéo dos dados da matriz original estara contida nas primeiras componentes
principais, reduzindo assim a dimensao de variaveis. Plotando-se os valores de PC1 vs
PC2, PC3, etc, obtém-se uma visualizacdo grafica deste novo modelo de dados. Sao
fornecidos dois tipos de graficos: o grafico de SCORES que representa as novas

coordenadas das amostras neste novo sistema de Componentes Principais, sendo que
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neste grafico € possivel visualizar as principais formacdes de grupos e classes, de
acordo com as informagdes extraidas da matriz de dados, e o grafico de LOADINGS,
que representa o peso que cada variavel, proveniente da matriz original, teve na

construcao deste modelo estatistico.
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Figura-23: Grafico de SCORES-2D obtido dos dados dos espectros adquiridos no modo
ESI(+)-MS. PC1=41,6% e PC2 = 27,0%

A Figura-23 contém o grafico de SCORES realizado a partir de PC1 e PC2, onde
claramente pode ser visualizada a formacéao de trés grupos distintos, sendo que o grupo
formado pelas cervejas Malzbier (M) e Dark (D) possuem valores negativos para PC1 e
sdo separados através de PC2, ao passo que os grupos Dark (D) e Pale (P) possuem
valores positivos para PC2 e sao separados por suas diferencas de valores em PC1.
Além dessas separacdes em trés grupos, pode ser observado que, para o grupo das
cervejas Dark, as amostras D1, D3 e D8 parecem estar mais deslocadas do grupo
enquanto que para o grupo formado com as cervejas do tipo P, as amostras P1 e P5
também demonstram este deslocamento. O grafico de SCORES da Figura-23 é um

grafico onde sao plotados PC1 e PC2. Se for utilizada também a PC3, obtém-se uma
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quantidade maior de informacgao e representatividade dos dados com a visualizagao de

um grafico em 3 dimensdes, conforme pode ser visualizado na Figura-24.
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Figura-24: Grafico de SCORES-3D obtido dos dados dos espectros adquiridos no modo
ESI(+)-MS. PC1 = 41,6%, PC2 = 27,0% e PC3 = 8,0%.

E possivel verificar que além das cervejas D1, D3 e D8, as cervejas D10 e D13 também
estdo mais deslocadas do grupo formado pelas outras amostras do tipo Dark. Um fator
em comum entre estas amostras, € que, com excec¢ao da amostra D1, todas sao do tipo
Stout. As cervejas do tipo Stout, segundo a literatura sdo produzidas pelo processo de
Alta fermentagao, porém na amostra D13, o rétulo menciona cerveja tipo Stout de baixa
fermentacdo. Outras caracteristicas desse tipo de cerveja sdao um valor de extrato
original maior, o que confere uma caracteristica de cerveja mais “encorpada” e teor
alcodlico mais alto, chegando a 6,5%, por exemplo, na amostra D8. Estas amostras
possuem maior valor para os ions de m/z 381 e 435. Ainda nas amostras do tipo Dark,
as amostras D7 e D12 apresentam valores menos negativos em PC1 do que as demais,

estas amostras sao cervejas do tipo Bock. Isto demonstra que a analise por
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Espectrometria de massas com ionizagao por electrospray pode dividir as amostras de
cervejas tipo Dark em trés subgrupos: Stout, Bock e Dunkel (escuras).

Esta melhor visualizagdo dos dados utilizando trés Componentes Principais no grafico
de Scores também proporcionou a visualizagdo de que para as cervejas do tipo Pale,
as amostras P1, P2 e P5 se diferenciam do grupo. Estas trés amostras, assim como
outras cervejas presentes no grupo Pale sao cervejas Pilsen, as mais consumidas no
Brasil, sendo assim suas diferengas podem estar na utilizacdo da matéria prima, como
tipo de blend de malte, variedade de lupulo, cepa da levedura na fermentacéao, etc.
Analisando a matriz de dados, estas amostras possuem valores de intensidade maior
para os ions de m/z 325, 543 e 705, todos referentes a agucares presentes nas

cervejas.
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Figura-25: Grafico de Score-2D obtido a partir dos dados dos espectros adquiridos no
modo ESI(-)-MS. PC1 =57,2% e PC2 = 17,2%.

A Figura-25 mostra o mesmo grafico de SCORE, porém obtido da Analise de
Componentes Principais, realizada sobre os dados dos espectros no modo ESI(-)-MS.

Este grafico também demonstra claramente a separagcdo das amostras analisadas, em
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trés grupos distintos, porém com maior espalhamento no grupo das cervejas tipo Pale.
A fim de obter maiores informacdes, foram plotados os graficos de SCORES utilizando
PC1 e PC2 e PC1, PC2 e PC3 (Figuras 25 e 26), de modo que o grafico 3D, teve
rotacdo em seus eixos até que fosse observada maior separagao dentro dos grupos. O
grupo das cervejas tipo D revela neste caso, que somente as amostras D13 e D10
estdo mais deslocadas e observando a matriz de dados dos espectros obtidos no modo
ESI(-)-MS, essas duas amostras possuem quantidade maior para o ion de m/z 341,
referente a maltotriose desprotonada, sendo assim a analise PCA, aplicada aos dados
de espectros obtidos no modo ESI(+)-MS sao melhores do que o modo ESI(-)-MS para
a separagao em subgrupos das cervejas tipo Dark.

As amostras do tipo P aparecem separadas em 3 subgrupos: I-P (P1, P2, P12 e P5), II-
P (P3, P4 e P11) e lll-P (P6, P7, P8, P9 e P10). O subgrupo |-P, contém as mesmas
amostras que tiveram uma subdivisdo no modo ESI(+)-MS, porém com a inclusao da
amostra P12. Analisando a matriz de dados, € possivel observar que as maiores
diferencas entre os subgrupos estdo nas intensidades dos sinais de m/z 179, 341 e
377, referentes a maltose e maltotriose desprotonadas e aduto do ion cloreto e
maltotriose. O ion de m/z 439, também possui estas caracteristicas para esses
subgrupos, sendo que as intensidades sao maiores no subgrupo I-P e menores no
subgrupo llI-P. Outra caracteristica interessante do subgrupo IlI-P é de que as amostras
de cervejas tipo Pale importadas estdo todas neste subgrupo o que pode ser analisado
como uma caracteristica de cerveja mais envelhecida e/ou que passou por um processo
de envelhecimento precoce, causado em fungdo das condigdes de transporte e

armazenamento até chegar ao consumidor final.
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Figura-26: Grafico de Score-3D obtido a partir dos dados dos espectros adquiridos no

modo ESI(-)-MS. PC1 = 57,2%, PC2 = 17,2% E PC3 = 8,8%.

A Analise de Componentes Principais fornece também o grafico de Loadings, o qual

revela, quais as variaveis que tiveram maior influéncia na construgdo desse novo

sistema de coordenadas. A Figura-27 mostra o grafico de Loadings obtido da matriz de

dados no modo ESI(+)-MS onde pode ser observado maior destaque para os cations de

m/z 70, 116, 203, 219, 381.
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Figura-27: Grafico de Loadings gerado a partir dos dados dos espectros obtidos no
modo ESI(+)-MS.

A Figura-28 mostra o grafico de Loadings gerado da matriz no modo ESI(-)-MS, neste

caso ha um maior numero de anions que tiveram mais peso na construcdo da nova
matriz. Esses anions sao: 59, 60, 96, 101, 128, 130, 133, 161, 179, 191, 215, 341, 363,

377.
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Figura-28: Grafico de loadings gerado a partir dos dados dos espectros obtidos no
modo ESI(-)-MS.

Conforme mencionado anteriormente, a nova matriz de dados é construida ordenando
as componentes principais em ordem de maior variancia representada, ou seja, quanto
que cada PC representa do modelo anterior. A tabela 5 traz a % de variancia contida
em cada componente principal nos modos ESI(+)-MS e ESI(-)-MS. No modo ESI(+)-MS,
a variancia acumulada nas trés primeiras PC's é de 76,6% enquanto que para o modo
ESI(-)-MS, este valor &€ de 83,2%. A maior porcentagem de variancia acumulada
representada pelas PC's para o modo ESI(-)MS esta de acordo com o que foi
observado para os graficos de SCORES e LOADINGS em ambos modos, onde o
grafico de SCORE, obtido do modo ESI(-)-MS, separa melhor as amostras de cerveja
tipo P e o grafico de LOADINGS contém um numero maior de ions (&nions) com valores

mais significativos.



RESULTADOS E DISCUSSAO 55

Tabela-5: Porcentagem da variancia explicada pelos 10 componentes principais para as

amostras analisadas no modo de ESI(+)-MS e ESI(-)MS.

Modo ESI(+)-MS Modo ESI(-)-MS
% Variancia % Variancia
% Variancia % Variancia
Componente| explicada Explicada
o total total
Principal para cada ) para cada .
explicada explicada
CP CP
1 41,6 41,6 57,2 57,2
2 27,0 68,6 17,2 74,4
3 8,0 76,6 8,8 83,2
4 5,4 82,1 4,3 87,5
5 4,1 86,2 29 90,4
6 3,2 89,4 1,7 92,1
7 1,8 91,2 1,3 93,4
8 1,6 92,8 1,2 94,6
9 1,3 94,0 0,9 95,5
10 1,0 95,0 0,7 96,1

A aquisicao de espectros tipo fingerprint de diferentes amostras de cervejas e utilizagao
de quimiometria nos dados obtidos na analise de ESI(+)MS e ESI(-)MS revelaram, em
primeiro instante, a separagao das cervejas em trés grupos: um de cervejas claras, um
de cervejas escuras e outro de cervejas escuras e adocicadas. Alguém poderia dizer
que essa separacao poderia ser realizada por um degustador bem treinado ao invés de
analisa-las em um equipamento de alto valor, porém a analise sensorial esta sujeita a
variaveis inerentes ao comportamento humano, como por exemplo, alteracbes nos
sentidos das papilas degustativas em funcao de alimentagéo, saude ou até variagoes
emocionais no degustador que podem causar erros. Para identificar uma amostra de
cerveja como pertencente a uma determinada classe, com exatiddo, € preciso muito

mais do que, por exemplo, analisar simplesmente a coloracdo da bebida, pois isso é



RESULTADOS E DISCUSSAO 56

facilmente manipulavel. A obtencéo de espectros fingerprinting em cervejas, a partir de
espectrometria de massas com ionizagado por electrospray, permite a obtencdo de
espectros com a presenga e intensidade de ions diagnosticos caracteristicos de cada
tipo de cerveja. Através da Andlise de Componentes Principais aplicada a estes dados
foi possivel separar em grupos e também em subgrupos de acordo com a
particularidade existente entre essas amostras analisadas.

A aquisicdo de espectros fingerprint de cervejas foi um trabalho pioneiro nesta area.
Esta analise revela os ions diagndsticos, ou seja, os ions mais representativos e
através da utilizacao de MS/MS, é possivel a selecao, analise e identificagcao de ions
especificos. As informagdes obtidas nesse trabalho mostraram que esta técnica pode
ser utilizada também em outras analises como classificacdo de cervejas segundo seu
grau de envelhecimento e degradagéao, possivel razdo da separagéo do subgrupo IlI-P
das amostras Pale, identificagcao e caracterizacdo de novos marcadores responsaveis
pela degradacéo, seja natural, forcada (permanéncia sob temperaturas mais elevadas),
ou degradagao pela incidéncia de luz e novos marcadores para identificagdo do ponto
otimo de fermentacdo e maturagdo. Essas possibilidades estdo sendo estudadas por

outros alunos do grupo.
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5 - CONCLUSOES

Este trabalho comprovou o grande potencial que a técnica ESI-MS possui para a
analise de cervejas, adquirindo espectros em poucos minutos a partir de amostras que
necessitam de pouca preparagdo e podem ser injetadas sem prévia separagao
cromatografica, facilitando e agilizando a analise. Cada espectro de fingerprint, por si
s0, revela visualmente os ions caracteristicos de cada tipo de amostra e quando estes
dados passam por tratamento estatistico (andlise de componentes principais), essas
amostras de cervejas foram separadas em grupos e subgrupos distintos de acordo com
suas similaridades. O modo ESI(+)-MS forneceu melhor separagao para as amostras do
tipo Dark, separando as cervejas tipo Stout, Bock e cervejas escuras, em subgrupos
distintos e também neste modo, foi possivel observar a presenga de amino acidos
como por exemplo a prolina e GABA. As cervejas do tipo Pale foram separadas em
subgrupos de uma maneira mais plausivel através dos dados obtidos no modo ESI(-)-
MS. Esta andlise demonstra poder ser utilizada tanto na pesquisa como no controle de
qualidade de uma industria cervejeira, analisando substancias presentes no produto
acabado ou em pontos especificos durante a sua fabricagcdo de uma maneira rapida e

eficiente.
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