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RESUMO

A cerveja € uma das bebidas mais antigas e mais consumidas no mundo, a mesma possui uma
composi¢do quimica complexa caracterizada por aminodcidos, carboidratos, minerais e
vitaminas. A bebida também contribui para evitar uma série de problemas relacionados a saide
além da busca constante por inovacdes na industria cervejeira. Quando aliada aos beneficios
nutricionais e medicinais do Kefir, a bebida passa a ter atividades anti-inflamatérias e
antiulcerogénicas. Com base nisso, o presente trabalho buscou analisar o perfil quimico de uma
nova cerveja fermentada por graos de Kefir por GC-MS e HPLC-DAD e realizar o comparativo
com a cerveja convencional. Para o estudo, foram produzidas trés amostras de cerveja, uma
convencional, uma fermentada com graos de Kefir em temperatura ambiente e outra em
temperatura controlada, a fim de verificar a composi¢ao quimica de cada uma. As cervejas com
Kefir apresentaram menor teor alcodlico do que a convencional Barley Wine, sendo
respectivamente 7,3% e 8,9%. A extracdao dos compostos se deu por HS-SPME a qual se
mostrou muito promissora por ser uma técnica simples, sensivel e por ndo utilizar solventes.
Foram identificados 13 compostos no Kefir sendo a acetoina e o acido acético os mais
abundantes. Da mesma forma, 18 compostos foram encontrados nas cervejas, sendo os
majoritarios o etanol, acetato de etila, dlcool isopentilico e acetato de isopentila. Entretanto, a
cerveja convencional apresentou 4 compostos a menos em relagdo as com Kefir, mostrando que
as cervejas probidticas possuem um perfil quimico mais rico. Pela extracdo das fra¢des por
SPE, verificou-se que as cervejas possuiam compostos hidrofilicos, ressaltando o estilo de
cerveja adotado, e a presenga de compostos fendlicos como flavondides, entre eles rutina e
quercetina. Verificou-se que apesar da diferenca de fermento utilizado, os perfis
cromatograficos foram muito semelhantes, ou seja, mesmo alterando a forma de fermentacao
obteve-se 0 mesmo produto, cerveja. Por fim, por meio das andlises estatisticas, PCA, HCA e
PLS-DA, constatou-se que as cervejas fermentadas com graos de Kefir possuiam maior

similaridade entre elas do que com a cerveja convencional.

Palavras-chaves: Cerveja; Kefir; Fermentacdo; Cromatografia.



ABSTRACT

Beer is one of the oldest and most widely consumed beverages in the world, It has a complex
chemical composition characterized by amino acids, carbohydrates, minerals, and vitamins.
The beverage also contributes to prevent a number of health-related problems, in addition to
the constant search for innovations in the brewing industry. When combined with the nutritional
and medicinal benefits of Kefir, the beverage has anti-inflammatory and anti-ulcerogenic
activities. Based on this, the present work sought to analyze the chemical profile of a new beer
fermented by Kefir grains by GC-MS and HPLC-DAD and make the comparison with
conventional beer. For the study, three hind of beer samples were produced, one conventional,
one fermented with Kefir grains at room temperature and another at controlled temperature, in
order to verify the chemical composition of each one. The beers with Kefir had lower alcohol
content than the conventional Barley Wine, being respectively 7.3% and 8.9%. The extraction
of the compounds was done by HS-SPME, which proved to be very promising because it is a
simple and sensitive technique that does not use solvents. Thirteen compounds were identified
in the Kefir, being acetoin and acetic acid the most abundant. Similarly, 18 compounds were
found in the beer, being ethanol, ethyl acetate, isopentyl alcohol and isopentyl acetate the most
abundant. However, the conventional beer presented 4 fewer compounds compared to those
with Kefir, showing that the probiotic beers have a richer chemical profile. By extraction of the
fractions by SPE, it was found that the beers had hydrophilic compounds, highlighting the style
of beer adopted, and the presence of phenolic compounds such as flavonoids, including rutin
and quercetin. It was verified that despite the difference in the yeast used, the chromatographic
profiles were very similar, i.e., even changing the form of fermentation the same product, beer,
was obtained. Finally, by means of statistical analysis, PCA, HCA and PLS-DA, it was found
that the beers fermented with Kefir grains had greater similarity between them than with

conventional beer.

Keywords: Beer; Kefir; Fermentation; Chromatography.
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1. INTRODUCAO

Dentre diversos produtos alimenticios vendidos no mercado que geram competitividade,
encontra-se a cerveja, uma bebida altamente popular e que chama aten¢do dos indmeros
cervejeiros para estarem sempre buscando inovagdes e novos sabores (SENKARCINOVA et
al., 2019). A cerveja € uma das bebidas alcodlicas mais antigas e estd presente na histéria da
humanidade desde o periodo Neolitico, apresentando uma grande importancia politica,
econdmica, religiosa, social e cultural (COELHO NETO et al., 2020). Portanto, percebe-se que
a mesma merece destaque para estudos e investimentos ja que beneficia iniumeros setores da
sociedade.

Vale ressaltar que, a cerveja € a terceira bebida mais consumida no mundo (COELHO
NETO et al., 2020, SCIOLI et al., 2022, OLIVEIRA NETO et al., 2017, AMBRA; PASTORE;
LUCCHETT]I, 2021), o Brasil € o terceiro maior produtor do mundo, sendo a bebida mais
consumida entre os brasileiros, estimando-se anualmente em 82 L por habitante
(FAGHERAZZI et al., 2018, SILVA et al., 2021). Assim, constata-se que ¢ um produto que
mobiliza a economia nio apenas do Brasil, mas do mundo.

Além das importancias econdmicas, entrando nas questdes de saide, por se tratar de
uma bebida rica em aminodcidos, carboidratos, minerais, vitaminas do complexo B, acido
citrico, ascérbico e silicico, e compostos fendlicos (RODRIGUES et al., 2016), torna-se uma
bebida altamente nutricional, prevenindo uma série de riscos a saide. Com quatro ingredientes
basicos é possivel produzir uma série de cervejas com estilos diferentes, dependendo dos
padrdes das etapas de produgdo, fermentacao, insumos, entre outros aspectos.

Sobre as possibilidades de inovagdo e otimizag¢ao no processo de producdo da bebida,
Rodrigues et al (2016) mostrou em seu trabalho a possibilidade de alterar a parte fermentativa
das cervejas, que sdo realizadas convencionalmente por leveduras, por graos de Kefir, trazendo
um cardter probidtico a bebida, conferindo inclusive atividades anti-inflamatérias e
antiulcerogénicas na mesma.

A pesquisa desenvolvida por Rodrigues et al (2016) uniu as propriedades nutricionais e
funcionais da cerveja com a associacdo simbidtica dos graos de Kefir. Estes, sdo massas
irregulares gelatinosas compostas por bactérias e leveduras que vivem em simbiose e quando
imersos em dgua ou leite produzem uma bebida probidtica, denominada Kefir (BRACCINI et
al., 2021). Os beneficios advindos do consumo dessa bebida sao bem estudados, no qual o
mesmo ja mostrou ser eficiente em diversas aplicagdes, desde a drea da saide até mesmo na

industria alimenticia para a produ¢do de queijos, iogurtes, gelatinas e outros.
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Para se obter controle de qualidade da bebida e garantir seguranca alimentar dos
consumidores, existe padroes analiticos sobre os compostos que sdo estabelecidas diferentes
técnicas de andlise quimica e bioldgica. Entre elas, encontra-se a cromatografia e a
espectroscopia, que hoje, sdo as técnicas mais utilizadas para andlises em diversos setores,
inclusive na industria para determinar a qualidade e a composicdo de vdrios produtos
(ANDRADE; LANCAS, 2015).

Com base nisso, uma das formas de estudar o perfil quimico dessas bebidas € utilizar
esses instrumentos para identificar os compostos presentes, avaliando assim como esses efeitos
benéficos ocorrem e quais substancias sdo as responsaveis por essas atividades. De acordo com
Rui-Aumatell et al (2014), mais de 1000 compostos provenientes das matérias primas de
diversos tipos de cerveja ja foram identificados, ao qual foram analisados durante e apds o
processo de produgao.

A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS - Gas
Chromatography Mass Spectrometry), assim como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com Detector Arranjo de Diodos (HPLC-DAD - High Performance Liquid Cromatography
Diode Array Detection), sao métodos analiticos vidveis para a identificagcdo e elucidag¢do dessas
substancias quimicas que quando aliados a boas técnicas, como a Microextracao em Fase S6lida
(SPME - Solid phase microextraction) e Extracdo em Fase Sdélida (SPE - Solid-phase
extraction) as respostas de detec¢do sdo muito precisas. Esses procedimentos de andlise sdao
utilizados também para realizar controle da qualidade de alimentos e isolamento de compostos
de interesse (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008, PRADO; GODOY, 2003).

Por fim, para que se produza cerveja sao requeridos quatro ingredientes basicos: malte,
agua, ldpulo e levedura. As diferentes combinacdes desses ingredientes e o uso dos materiais,
resultam em um produto quimicamente complexo e variados estilos da bebida (RIU-
AUMATELL et al., 2014, BETTENHAUSEN et al., 2018). Outrossim, o perfil quimico da
cerveja € diretamente influenciado pelo seu estilo, ou seja, pela forma como os seus insumos
foram utilizados, desde o cozimento do malte ao ldpulo e fermentacao.

Dessa forma, Rodrigues et al (2016) ao produzir a cerveja fermentada por Kefir, avaliou
o perfil quimico da bebida somente por HPLC com detectores no UV-VIS para detectar a
presenca de polifendis, estudando assim as atividades anti-inflamatorias e antiulcerogénicas da
mesma. Sabendo da importancia envolvida na produgdo e consumo de cervejas, este trabalho
visa enriquecer os estudos dos perfis quimicos dessas bebidas utilizando a cromatografia e a

espectroscopia para identificar e elucidar os compostos presentes nas mesmas, assim como
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andlise de uma cerveja fermentada por Kefir que apresenta caracteristicas Unicas, para possiveis

comparativos com cervejas tradicionais.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Produzir uma cerveja convencional e uma probidtica com a adicao de graos de Kefir na
etapa de fermentacao, para posterior andlise e comparacao perfis quimicos de cada bebida por
meio de GC-MS e HPLC-DAD, identificando dessa forma os possiveis compostos que
conferem a atividade probidtica da cerveja.
2.2 Objetivos Especificos
e Cultivar os graos de Kefir e analisar o produto da fermentacdo por GC-MS, buscando
identificar os principais compostos presentes no processo;
* Produzir as cervejas com Kefir de acordo com a metodologia de Rodrigues et al (2016)
com otimizagdes necessarias;
* Analisar o perfil quimico volétil das bebidas por GC-MS;
* Estudar o perfil metabdlico das cervejas por HPLC-DAD;
* Identificar os compostos, comparando os perfis quimicos de ambas as cervejas;

e Propor mecanismos de fragmentacdes possiveis para as moléculas identificadas.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A cerveja

Dentro da histéria da humanidade, ha estimativas de que o homem comecou a produzir
bebidas fermentadas cerca de 30 mil anos atrds, por volta de 8000, 7000 a.C., no inicio da
urbanizagdo no periodo Neolitico (COELHO-NETO et al., 2020, MEGA; NEVES;
ANDRADE, 2011). Na regiao Mesopotamica, no mesmo periodo, as cervejas eram produzidas
com cevada selvagem, na qual era utilizada ndo somente na alimentagdo e producdo da bebida,
mas também para usos cosméticos e medicinais (AQUARONE; LIMA; BORZANI, 1983,
KUNZE, 2019, SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2009).

A cerveja desenvolveu-se de modo compardvel aos processos de fermentagao de cereais,
culturas de milho, centeio e cevado, entre os povos da Suméria, Babilonia, Egito e
posteriormente pelos gregos € romanos no auge das suas civilizacdes (BORZANI et al., 2001,

MEGA; NEVES; ANDRADE, 2011). Os povos barbaros, em especial os de origem germanica,
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se destacaram na producao de cervejas, principalmente no século XIII, ao adicionar Lupulo na
bebida, deixando-a com aspectos mais caracteristicos a bebida atual (BORZANI et al., 2001).

No Brasil, estima-se que a cerveja chegou em meados do século XIX com a chegada da
familia real portuguesa (GIORGI, 2015, MEGA; NEVES; ANDRADE, 2011). De inicio, a
bebida ndo alcancou tanta popularidade pela influéncia econdmica e cultural que os vinhos
portugueses, licores franceses e cachaca, tinham na época (DE SOUSA, 2004). Com a abertura
dos portos brasileiros em 1810, a cerveja se difundiu ainda mais pela presenga de ingleses nas
capitais do pais e toda cerveja consumida era importada (MELO; KARLS, 2022). Nio se sabe
com exatiddo o inicio da producdo da bebida no Brasil, entretanto, existe registro de sua
comercializa¢do no Jornal do Comércio do Rio de Janeiro em 27 de outubro de 1836 retratando
a venda de cerveja brasileira (GIORGI, 2015, SILVA; LEITE; PAULA, 2016).

A partir de entdo, diversas cervejarias foram surgindo de acordo com as demandas sendo
produzida cervejas artesanais em pequena escala até o inicio da primeira guerra mundial,
quando se tornou dificil obter os insumos necessdrios para a produgdo, pois todos 0s materiais
eram produzidos fora do Brasil, como Lupulo e a cevada, dessa forma, para que a produgao nao
cessasse, houve a substituicdo do malte de cevada por malte de arroz, trigo e milho (SILVA;
LEITE; PAULA, 2016). Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor e consumidor de
cerveja do mundo (COELHO NETO et al., 2020) e esse mercado auxilia diretamente no
aumento do PIB do pais.

3.2 Ingredientes basicos para a producao das cervejas

A dgua no mundo cervejeiro € o principal ingrediente para a obten¢ao de um produto de
qualidade, pois, a mesma € o componente majoritario da bebida, compondo em torno de 90%
da massa da cerveja (ROSA; AFONSO, 2015, SILVA, 2017). A agua cervejeira, dependendo
da composicao quimica, afeta o sabor da bebida assim como o processo enzimatico necessario
para a maltagem, como mostra a Tabela 1 (COELHO NETO et al., 2020), ou seja, os minerais
presentes na mesma afetam o perfil organoléptico final (COELHO NETO et al., 2020, SILVA,
2017). Segundo Silva (2017) e Junior, Vieira e Ferreira (2009) dguas duras, com muitos
minerais, em especial o sulfato de célcio e carbonato de célcio, sdo utilizadas para a obten¢ao
de cervejas lupuladas, escuras e amargas. Entretanto, as 4guas moles, com baixa concentracao
de minerais, especialmente em célcio e magnésio, sdo utilizadas para produzir cervejas mais
limpidas e maltadas, como as pilsen (JUNIOR; VIEIRA; FERREIRA, 2009, SILVA, 2017).
Vale ressaltar que, dependendo do estilo desejado € possivel corrigir quimicamente a 4gua de

acordo com a sua composicdo, do mesmo modo, a d4gua cervejeira precisa ter um pH adequado,
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entre 5 e 7 para obter um bom processo enzimatico (COELHO NETO et al.,2020, JUNIOR;
VIEIRA; FERREIRA, 2009).

Tabela 1 - Principais fons presentes em dgua e suas atuacdes no perfil sensorial das cervejas.

ION Concentracao tipica Atuacio do ion
(mg/L)
Participa do metabolismo das leveduras e auxilia na clarificagdo e
Ca** 50a 150 . )
estabilizacdo da cerveja
Contribui¢do similar ao célcio e é importante nutriente para
Mg 10a 30 _ _
leveduras. Concentragdes acima de 125 mg/L tem efeito laxante.
Neutralizacdo da acidez do malte, podendo elevar a basicidade do
HCO5 Até 50
mosto.
Na forma de sulfatos de Ca** e Mg?* contribui para acentuar o
amargor. Em cervejas muito amargas a concentragdo pode chegar
SO4* 50a 150 .
até 350 mg/L. Quando superior a 400 mg/L causa sabor
adstringente e a 750 mg/L diarreia.
Acentua o sabor adocicado do malte, acima desse valor tornara o
Na* Até 150
sabor salgado.
Acentua o sabor adocicado do malte quando combinado a Na*.
Quando derivado do processo de tratamento de dgua, deve ser
Cr Até 250 o . o
eliminado, pois resultard em aroma “medicinal” (clorofenol) na
bebida.
Considerado um contaminante na dgua cervejeira. Durante a
NOs Até 44 fermentagdo pode ser convertido a nitrito, o qual € toxico as
leveduras, interrompendo a fermentacao.
Interrompe a fermentacéo por ser toxica as leveduras. Sua ingestdo
NOy Até 3

é considerada téxica para a maior parte dos animais.

Fonte: Adaptado de Coelho Neto et al (2020)
O malte é aquele que dard corpo a cerveja, obtido por meio do processo artificial e

controlado de germinacdo da cevada ou de outros cereais, chamada malteacio (ROSA;
AFONSO, 2015, SILVA, 2017). Inicialmente, ocorre um aumento na umidade dos graos por 3
a 4 dias a 16 °C, até o inicio da germinagao, pois € quando conferird enzimas necessarias para
a quebra do amido em agucares simples, por fim, o processo € interrompido e os graos sao
torrados reduzindo a umidade e conservando o produto (COELHO NETO et al., 2020, JUNIOR;
VIEIRA; FERREIRA, 2009, SILVA 2017). Vale ressaltar, que o processo de torra varia de

acordo com o estilo de bebida desejado, podendo ser uma cerveja mais escura ou mais clara, no
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teor alcodlico da mesma e nos seus sabores (COELHO NETO et al., 2020, JACKSON, 2010,
SILVA, 2017).

O ldpulo trata-se de um vegetal pertencente a ordem das Rosales e a familia
Cannabaceae possuindo diversas espécies, sendo as flores (Figura 1) ndo fertilizadas das plantas
fémeas do Humulus lupulus utilizado pela industria cervejeira (ALMAGUER et al., 2014,
WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018, TING; RYDER, 2017). Além das aplicacdes
mencionadas, o ldpulo também €& utilizado na medicina, pois contém atividades
antimicrobianas, anti-inflamatorias, fitoestrogénicas e calmantes (ZAWADZIC et al., 2018,
KOETTER; BIENDL, 2010). Estas mesmas atividades sdo encontradas na cerveja quando o
Idpulo € adicionado, contribuindo também para que ndo haja oxidagdo e contaminagdo

microbioldgica da bebida (SCHONBERGER; KOSTELECKY, 2011).

Figura 1 - Flores do lipulo utilizadas para a produgéo de cervejas.

Fonte: Silva (2017)

Nas flores da planta encontram-se glandulas de lupulina que contém um pé amarelo
(lupulina) constituida majoritariamente de polifendis, a-4cidos e B-dcidos (Figura 2), resinas e
Oleo essencial, responsdvel pelas caracteristicas sensoriais da cerveja que sao 0 amargor € o
aroma (COELHO NETO et al., 2020, JUNIOR; VIEIRA; FERREIRA, 2009, SILVA, 2017,
DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019). Outro fator importante a ser destacado ¢ a estabilidade
do sabor e a reten¢do da espuma que a planta confere na bebida (DRAGONE et al., 2007,
SILVA; FARIA, 2008).



22

Figura 2 - Estruturas quimicas das substancias majoritarias do ldpulo: a-4cidos e B-acidos.

OH O

a-Acido B -Ionona B-Damascenona

Fonte: Adaptado de Coelho Neto et al (2020)

Para a fermentacao utilizam-se leveduras que sdo microrganismos pertencentes a familia
dos fungos e possuem a capacidade de converter os acucares simples, glicose e maltose,
presentes no mosto em dalcool e CO», gerando nesse processo subprodutos como &dcidos
organicos, cetonas e ésteres (COELHO NETO et al., 2020, JUNIOR; VIEIRA; FERREIRA,
2009, SILVA, 2017). As leveduras utilizadas na industria cervejeira sdo do género
Saccharomyces, sendo as mais utilizadas as espécies S. cerevisiae, S. pastorianus e S. uvarum,
a primeira para cervejas de alta fermentacao (Ale) e as duas tultimas para baixa fermentacao
(Larger) (COELHO NETO et al.,, 2020, ROSA; AFONSO, 2015, SILVA, 2017). Os
subprodutos que podem ser obtidos caracterizam também o perfil sensorial da bebida, como a
presenca de ésteres que contribuem com aromas frutados, e dependendo do tipo de levedura
utilizada, as caracteristicas organolépticas sdo alteradas em decorréncia dos diferentes
metabolismos (COELHO NETO et al., 2020, JUNIOR; VIEIRA; FERREIRA, 2009).

Como o mercado cervejeiro € caracterizado por um publico jovem entre 25 a 44 anos
por consequéncia do baixo poder aquisitivo, existe uma necessidade de inovagdes tanto no sabor
das bebidas quanto das embalagens (MEGA; NEVES; ANDRADE, 2011). Dessa forma, a
liberacdo da utilizacdo de outros ingredientes possibilitou a obtencdo de cervejas com
caracteristicas organolépticas unicas (DALLA SANTA et al., 2020), entretanto, hd paises que
essa flexibilidade nao € permitida, por esse motivo, existe uma grande fiscalizacdo nessa area.
3.3 Processos de producao de cerveja

No Brasil, a producdo de cervejas especiais tem estimulado o crescimento desse setor
(DALLA SANTA et al.,, 2020), destarte, grande parte dos cervejeiros buscam adicionar
adjuntos na sua producdo a fim de incorporar a bebida um perfil sensorial mais enriquecido que
possa se destacar e dessa forma, atrair consumidores que ainda niao fazem o uso do produto,

despertando a curiosidade e o interesse dos mesmos (FERREIRA et al., 2019). Com base nisso,
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as cervejas podem ser classificadas em dois tipos de fermentacao utilizada, Ale e Larger, e por
meio delas a cerveja € subdivida (MELLO; DA SILVA, 2020) em vérios estilos.
Outrossim, o artigo 36 da legislag@o brasileira de n°® 9.902, de 8 de julho de 2019

(BRASIL, 2019) considera a cerveja como uma

bebida resultante da fermentac@o, a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada
malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um processo de coccao
adicionado de lipulo ou extrato de ldpulo, hipdtese em que uma parte da cevada
malteada ou do extrato de malte poderd ser substituida parcialmente por adjunto

cervejeiro (BRASIL, 2019, p. 7).

O decreto ainda estabelece que na produgao da bebida, alguns adjuntos tanto de origem
vegetal quanto animal podem ser acrescentados, ficando como coadjuvante na fabricacido da
mesma (BRASIL, 2019). Portanto, para que seja produzida uma cerveja sao necessdrios quatro
ingredientes basicos (dgua, malte, Idpulo e levedura), os adjuntos entram para contribuir com o
perfil da mesma, mas de forma reduzida.

E nessa perspectiva, que surgem diversos estilos de cerveja, que diferem formas de
utilizacdo dos insumos e adi¢do de adjuntos, como por exemplo, Dalla Santa et al (2020)
produziram uma cerveja com alcachofra a fim de contribuir a bebida beneficios a saide durante
o consumo. Do mesmo modo, Pimentel et al (2019), também buscaram enriquecer
nutricionalmente através da adicdo de vitamina C por meio da introducdo de camu-camu a
bebida. Da Silva Sales e De Souza (2021), utilizaram o estilo Catharina Sour, de origem
brasileira, para produzir uma bebida com caracteristicas do fruto Araga-boi, trazendo aroma e
acidez. Oliveira, Faber e Plata-Oviedo (2015), obtiveram éxito ao elaborar uma cerveja
substituindo parcialmente o malte por mel, agregando valor ao produto e adquirindo uma bebida
com um teor alcodlico maior que a convencional. Portanto, a prética de incorporar a cerveja
diferentes ingredientes, como frutas e especiarias, é algo crescente no mercado e que vem
chamando atenc¢do de intimeros consumidores.

Mas como que ocorre a producdo dessa bebida? O processo de producdo da bebida é
realizado em etapas que sdo caracterizadas por moagem, mostura, fervura, fermentacgao,
maturacdo, filtracdo e envase (COELHO NETO et al., 2020, ROSA; AFONSO, 2015,
SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2009). Cada etapa possui uma significincia e importancia
para a obten¢do de uma cerveja de qualidade e estas podem ser conferidas na Figura 3.

Para o mundo cervejeiro a moagem do malte é uma etapa que deve ser feita com muita
cautela, pois € preciso que os graos do cereal sejam moidos de uma forma que ocorra a

separacdo da casca e do endosperma do grao, ou seja, o moedor deve ser regulado para que a
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moagem ndo fique muito fina, gerando problemas na filtragcdo podendo obter inclusive off-
flavors, ou muito grossa dificultando a conversdao do amido em agucares soliveis (COELHO
NETO et al, 2020, SILVA, 2017). Off-flavors sdo, portanto, caracteristicas indesejaveis da
bebida, isto é, compostos quimicos que podem ser produzidos devido ha algum erro no
procedimento, como mostra a tabela 2 (COELHO NETO et al., 2020).

Figura 3 - Principais processos de produg¢do de cerveja em ordem cronoldgica.

! FILTRACAD
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malte par; facilitar mostg pela Estelllif(;l;tdgi() i canyeneio o8 Il}zilg;ﬁ:}:qd:s Refer m?ntagdo
a conversao do acao das inativacio das glicose em élcool amadureci = avng C-.
4 < 1 e CO2. amadurecimento engarrafamento.
amido em enzimas. enzimas. da cerveja.
agucares.

Fonte: Autora, 2022

Tabela 2 - Compostos quimicos encontrados na cerveja e off-flavour causado na bebida.

Substancia Concentracao Limiar do Off-flavour
tipica na cerveja  sabor (mg/L)
) (mg/L) )

Acido acético 30 a 200 175 Acido, Vinagre
Acido propanéico las 150 Acido, Vinagre e leite
Acido pentanéico 0,03a0,1 8 Suor, odor do corpo

Acido 2-metilbutanéico 0,1a20,5 2 Queijo, lupulo velho, suor

Acido sulfidrico - - Sulfetos, ovos podres

3-metil-2-buten-1-tiol 0,001 a 0,1 0,01 Gamb4, alho-por6
Butan-2,3-diona 0,01a0,4 0,07 a0,15 Amanteigado, pipoca de

cinema
Metanol 0,5a23,0 10.000 Alcodlico, solvente

2-metil butanol 8a30 65 Alcodlico, vinosa
Dimetilsulfureto -

- Legumes cozidos: milho
em conserva ou repolho

Fonte: Adaptado de Coelho Neto et al (2020)
Posteriormente, o malte moido € colocado em dgua para aquecimento gradual por um
periodo de tempo determinado de acordo com o tipo de estilo desejado, isso é chamado de

brasagem ou mostura, é durante esse processo que serd obtido o mosto, mistura liquida
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acucarada, através da hidrdlise do amido pelas enzimas do préprio graio (COELHO NETO et
al., 2020, ROSA; AFONSO, 2015, SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2009). Quanto maior a
torra dos graos de malte, mais intensa serd a cor do mosto (JACKSON, 2010). Vale ressaltar
que, nessa etapa o pH, a temperatura e o tipo de dgua utilizada s@o parametros que interferirem
na degradacao do amido e de outras substancias, ou seja, na eficiéncia do processo (JUNIOR;
VIEIRA; FERREIRA, 2009, SILVA, 2017). E nesse ponto da producio, que os adjuntos
podem ser acrescentados.

Ap6s a mostura completa, o mosto passard por uma fervura para que haja a esterificacao,
utilizando altas temperaturas e essas variaram de acordo com o estilo de cerveja a ser obtido
(COELHO NETO et al., 2020). Durante a fervura, enzimas ainda ativas serdo inativadas, alguns
possiveis off-flavors poderao ser evaporados e serdo formados compostos responsaveis pela cor
e pelo sabor da cerveja por meio da reacdo de Maillard (COELHO NETO et al., 2020,
SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2009). Nessa etapa serao adicionados o lipulo que, em
decorréncia da elevada temperatura, os dcidos presentem na substincia formardo isdbmeros cis
e trans, obtendo assim iso-a-acidos que dardo amargor a bebida (COELHO NETO et al., 2020).
Os lupulos sao divididos em duas categorias, os de amargor e os de aroma, que sao adicionados
em diferentes ocasides, os primeiros no inicio da fervura, enquanto que os segundos no final
desta etapa (COELHO NETO et al., 2020, SILVA, 2017).

O produto resultante passara por resfriamento para atingir a temperatura necessdria que
a levedura escolhida possa trabalhar, ocorrendo assim a sedimentagdo de particulas em
suspensao e a aeracao do mosto, conferindo ao mesmo, oxigénio necessario para a fermentacao
(COELHO NETO et al., 2020, JUNIOR; VIEIRA; FERREIRA, 2009, SILVA, 2017, ROSA;
AFONSO, 2015). Vale ressaltar que, segundo De Souza e Carvalho (2022), este é o tnico
momento que o oxigénio deve estar presente, posteriormente, todo o contato com 0 oxigénio
podera ser prejudicial para a qualidade da bebida, podendo produzir off-flavors.

Na fermentacgdo, a glicose que se encontra no mosto serd oxidada a piruvato (glicdlise)
que sofrerd uma descarboxilacdo formando CO2 com a a¢@o da enzima piruvato descarboxilase,
podendo ocorrer também a formacao de acetaldeido devido a presenga da coenzima tiamina
pirofosfato (COELHO NETO et al., 2020). Esse processo deve ocorrer em tanques fechados
que possuem apenas uma vélvula para a saida do diéxido de carbono evitando contato com o
ambiente (COELHO NETO et al.,, 2020). Essa etapa é demorada e sempre hda um
monitoramento para verificar se a fermentacdo se encerrou por meio de teste de densidade ou

com o auxilio de um refratometro. Esse estdgio também pode acrescentar a bebida novos
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sabores, principalmente porque durante a fermentacdo, além do etanol e do CO», outros
compostos podem ser gerados como subprodutos (SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2009).

Ao final da fermentacdo, a cerveja deve ser transferida para um tanque limpo, livre de
leveduras e impurezas, sob temperatura controlada permanecendo por dias para que, as
leveduras ativas ainda presentes, possam concluir o processo, livrando a bebida de possiveis
compostos indesejaveis (COELHO NETO et al., 2020). Esse processo € chamado de maturagdo
e o tempo de descanso pode variar com base no estilo adotado. Por fim, a cerveja € filtrada,
carbonatada e envasada. O segundo significa adicionar a bebida uma quantidade extra de
acucares fermentdveis que irdo provocar uma refermentacao na garrafa, garantindo a mesma,
espumas que manterdo as caracteristicas organolépticas da bebida (SILVA, 2017).

3.4 Aspectos nutricionais da bebida

A cerveja € uma bebida rica em nutrientes, carboidratos, proteinas, vitaminas,
aminodcidos, minerais, fibras e ndo possui gorduras (RODRIGUES et al., 2016, SILVA;
LEITE; PAULA, 2016). Segundo Coimbra et al (2009), o consumo de 1 L dessa bebida
garantird o equivalente em carboidratos a 150 g de pao e em proteinas a 60 g de pao, 120 g de
leite e 25 g de carne (COIMBRA et al., 2009, apud ROSA; AFONSO, 2015). Dependendo do
adjunto acrescentado a bebida, a qualidade nutricional aumenta, como mostrou Pimentel et al
(2019) ao inserir o fruto amazdnico camu-camu a bebida, conferindo com vitamina C.

A adicao de ldpulo na produgdo da bebida, além de garantir a qualidade sensorial da
mesma, contribui introduzindo os efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e calmantes da
cerveja (DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019). Segundo Lapcik et al (1998) e Kondo (2004)
a cerveja possui uma série de nutrientes que auxiliam no combater ao cancer, justamente pela
presenca de substancias quimicas advindas do lipulo e dos processos de producdo. A ingestao
da bebida pode contribuir para a inibicdo da osteoporose, da mesma forma, o consumo
moderado de dlcool pode reduzir o risco de diabetes e deméncia (KONDO, 2004).

3.5 O Kefir: beneficios e aplicacoes

O uso do Kefir remete a antiguidade, desde que o homem introduziu em sua alimentacio
leite de origem animal, conservando-o em recipientes de ceramica ou peles de animais e dessa
forma, ocorria a fermentacao e a durabilidade da bebida (DIAS et al., 2016). Sua origem pode
estar relacionada ao norte das montanhas entre a Europa Oriental ¢ a Asia Ocidental, seu nome
¢ de origem eslavo e significa “bem-estar” devido aos efeitos que o seu consumo causa
(DERTLI; CON, 2017, EBNER et al., 2015, ROSA et al., 2017).

Este alimento se tornou popular entre as pessoas e por consequéncia disso, se

disseminou por paises como Estados Unidos, Japao, Franca e ao Brasil (FIORDA et al., 2017).
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Como qualquer outro alimento, dependendo do lugar que € usufruido, possuird outra
denominacdo como quefir, tibicos, cogumelos tibetanos, plantas de iogurte, cogumelos do
iogurte, kephir, kiaphur, kefer, knapon, kepi e kippi (KEMP, 1984).

Kefir, portanto, trata-se de uma bebida levemente 4cida e alcodlica, nutricional e
probidtica obtida por meio da fermentacdo de uma matriz liquida acucarada (LYNCH et al.,
2021, SHARIFI et al., 2017), podendo ser leite ou dgua, com graos. Estes graos, tratam-se de
massas gelatinosas irregulares de fungos e bactérias que vivem em simbiose (BRACCINI et al.,
2021, ROSA et al., 2017), como bactérias do acido latico, do acido acético, leveduras e bolores
(POGACIC et al., 2013, PURUTOGLU et al., 2020).

Os grdos se alimentam dos carboidratos presentes no meio ao qual estdo inseridos e por
meio disso, produzem uma gama de compostos quimicos que apresentam atividades benéficas
para o organismo. Durante a fermentagdo, podem ser produzidos dcido lactico, peptideos
bioativos, exopolissacarideos, antibidticos, etanol, diéxido de carbono, compostos aromaticos,
diacetil, acetaldeido, aminoacidos (MA’MIN et al., 2018, ROSA et al., 2017, DE SAINZ et al.,
2020, YILMAZ-ERSAN et al., 2018).

O Kefir pode ser lacteo e ndo lacteo, ou seja, pode ser obtido em uma matriz aquosa
acucarada ou por meio do leite, na qual o segundo probidtico une as propriedades do leite com
a fermentacdo (AZIZI et al., 2021). Entretanto, para intolerantes a lactose recomenda-se o
consumo deste em dgua (FIORDA et al., 2017). Apesar de ambas as bebidas apresentarem uma
cultura biolégica muito semelhante, os produtos metabdlicos assim como os subprodutos finais
sao divergentes, dependendo da fonte de carbono e energia disponivel (FIORDA et al., 2017,
FIORDA et al., 2016, HSIEH et al., 2012).

A legislacdo brasileira no decreto de n° 9.013 de 29 de marco de 2017 art. 386 (BRASIL,

2017), considera que leites fermentados sao

produtos l4cteos ou produtos lacteos compostos obtidos por meio da coagulagdo e da
diminuicao do pH do leite ou do leite reconstituido por meio da fermentacao lactea,
mediante a¢do de cultivos de microrganismos especificos, com adi¢do ou nio de

outros produtos lacteos ou de substincias alimenticias (BRASIL, 2017, p. 51).

Portanto, € incluido na regulamentacao iogurtes, leites fermentados ou cultivados, leites
acidofilos, o kumys, a coalhada e o Kefir (BRASIL, 2017). Para a produgdo da bebida pode-se
utilizar diferentes tipos de leite, como leite bovino, caprino e leites vegetais (BRACCINI et al.,
2021), vale ressaltar que, segundo Gao e Li (2016), a composi¢do quimica poderd variar

conforme a composi¢do bioldgica dos seus graos e da matriz em que estd inserida.
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Os graos podem ser reaproveitados sendo possivel realizar sucessivas fermentagdes por
meio do chamado back-slopping, que simplesmente € um método que consiste na retirada dos
microorganismos de uma matriz fermentada para uma nova (LYNCH et al., 2021). Os mesmos
podem ser armazenados de diferentes formas, mas o mais recomendado que ird garantir uma
melhor preservacao da cultura bioldgica é o congelamento a -20 °C, podendo permanecer por
anos (GARROTE; ABRAHAM; ANTONI, 1997, ROSA et al., 2017).

Para a fermentacdo dos grdos, o tempo e a temperatura sdo parametros importantes que
influenciam nas caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do produto final (LIMA; DO
NASCIMENTO; DE FARIAS, 2019). Segundo, Lima, Do Nascimento e De Farias (2019),
quanto maior o tempo de fermentacao maior o consumo de lactose, dessa forma, havera maior
producdo de acido l4ctico resultando em um produto mais azedo e se a temperatura for superior
a 25 °C, podera haver contaminacdo por outros microrganismos. De acordo com os autores 25
°C e 24 horas foram os parametros mais adequados para que seja possivel obter boas
concentracdes de bactérias lacticas e de acidez desejavel (LIMA; DO NASCIMENTO; DE
FARIAS, 2019).

Consumir essa bebida fermentada diariamente pode trazer inimeros beneficios a saude,
como por exemplo: Vinderola et al (2005), mostram que o sistema imune pode sofrer uma
estimulacdo; Rodrigues et al (2005) apresentam uma atividade antimicrobiana contra
patégenos; Marquina et al (2002) apresentam uma melhoria no equilibrio da microbiota
intestinal; Dias et al (2016) trouxe em seu trabalho acdo do Kefir contra tumores. Vale ressaltar
que, a utilizacdo do Kefir tem sido recomendada para o tratamento de varias doengas, como o
cancer (RANDAZZO et al., 2016, SHARIFI et al., 2017) e também como anti-hipertensivo
(BRASIL et al., 2018, EBNER et al., 2015).

Como mencionado, a composicdo quimica da bebida pode variar de acordo com a matriz
a qual estd inserida. Segundo Garrote, Abraham, Antoni (1997) e Sharifi et al (2017), o Kefir
possui cerca de aproximadamente 90% de humidade, 6% de actcares, 3,5% de gorduras e 3%
de proteinas. Estas por sua vez, se tornam mais facilmente aceitas pelo organismo humano pela
acdo da coagulacgao dcida e da protedlise presente (ROSA et al., 2017).

De acordo com Liutkeviius, Sarkinas (2004) e Sharifi et al (2017), o leite fermentado
apresenta uma concentracdo mais elevada de aminodcidos do que o leite ndo fermentado,
exemplos desses compostos sdo Lisina, isoleucina, fenilalanina, valina, treonina, metionina e
triptofano. O mesmo também € rico em vitaminas e minerais (SHARIFI et al., 2017) e por meio
dele € possivel obter derivados, como queijo, iogurte e outros produtos.

3.6 Uma nova cerveja fermentada por Kefir
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Como apresentado, tanto a cerveja quanto o Kefir possuem uma composi¢cdo quimica
que confere ao organismo humano efeitos benéficos a saide. Dessa forma, Rodrigues et al
(2016) buscou combinar as atividades dessas duas bebidas elaborando assim uma cerveja
fermentada unicamente por Kefir que possuiria caracteristicas probidticas e efeitos a saide
acrescidos, introduzindo assim um alimento funcional alcodlico a dieta humana.

Para atingir o objetivo, foi necessario que os graos de Kefir fossem adaptados em uma
mistura de d4gua com acticar mascavo para sobreviver no mosto da cerveja (RODRIGUES et
al., 2016). Toda a produgao da bebida foi realizada através de uma adaptagcao do processo de
Venturini Filho (2010) para 20 L de cerveja.

Para comprovar a eficdcia do produto final, os autores testaram as atividades da cerveja
em ratos que possuiam ulceras estomacais € edema na pata, apds o tratamento, verificaram que
que todos aqueles que haviam sido tratados com cerveja de Kefir, apresentavam uma
diminui¢do na inflamacdo e nas ulceras quando comparado com outros tratamentos
(RODRIGUES et al., 2016). Essas atividades estdo associadas aos compostos quimicos que
foram formados durante a produgao da bebida.

Grande parte desses compostos sao substancias fendlicas que possuem origem vegetal
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007) que provém do lipulo ou do malte (SILVA et al., 2021)
e a presenca deles conferiram as propriedades bioativas, antioxidantes, anti-inflamatorio,
antidiabético, atividades estrogé€nicas, nutritivas e aromdticas da bebida (MARQUES et al.,
2017, OSORIO-PAZ; BRUNAUER; ALAVEZ, 2020, SILVA et al., 2021). Quando associados
ao Kefir, essas atividades poderdo ser potencializadas.

Para verificar a composicdo fendlica da cerveja probidtica, Rodrigues et al (2016)
analisou as amostras por cromatografia liquida comparando os tempos de reten¢do e os
espectros de UV de cada pico gerado com os padrdes injetados nas mesmas condi¢des. Para
andlise dos compostos fendlicos seguiram o proposto por Nardini et al (2006) utilizando
quercetina, catequina, dcido galico, cafeico, cumadrico e clorogénico como padrdes (Figura 4).
Os resultados mostraram ndo haver tanta distin¢do no teor de polifendis (Tabela 3) entre a
cerveja com Kefir e a de controle, entretanto a combina¢do desses com os efeitos pré e
probidtico do Kefir teriam ocasionado nas atividades anti-inflamatdrias e antiulcerogénicas

observadas (RODRIGUES et al., 2016).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos compostos fendlicos analisados na cerveja probidtica.
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Tabela 3 - Polifendis encontrados nas cervejas de controle e Kefir expressos como média + desvio padrédo de
seis medidas obtidas com 0, 10, 20, 30, 60 e 120 dias apds a envase das bebidas.

. CERVEJAS (mg/L)
POLIFENOIS
Controle Kefir

Acido cafeico 23,1£6,0 25,159

Acido clorogénico 537,1463,2 409+17,3

Acido cumérico 51,4+16,4 44,5440
Acido gélico 655,4+211,0 555,1+22,6
Catequina 459,6+10,1 501,6+52,5

Quercetina 18,3+7,2 21,6+6,6

Fonte: Adaptado de Rodrigues et al (2016)
3.7 Andlises: extracao, separacao e deteccio
Para garantir a qualidade dos produtos a cromatografia pode ser utilizada e por ela é
possivel analisar as amostras, detectar, identificar e quantificar compostos. O método consiste
em um processo de separacdo baseado em diferentes interacdes moleculares das substincias
presentes nas amostras e as fases empregadas na técnica (estaciondria e mével) (SERAFIM,

2018). Por meio dela, € possivel estudar o perfil quimico de bebidas e aliado a espectrometria,
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esse método torna-se mais eficiente (DENNENLOHR et al., 2020, MEURER, 2020, RUI-
AUMATELL et al., 2014).

Essa possibilidade de acoplamento combina a capacidade de separagdo de uma com a
possibilidade de se obter informacdes sobre o composto quimico em estudo (CHIARADIA;
COLLINS; JARDIM, 2008, SERAFIM, 2018). Os métodos cromatograficos sdo classificados
de acordo com o suporte empregado (planar ou de coluna) e subdividindo em cromatografia de
papel, delgada, liquida, gasosa ou supercritica (SERAFIM, 2018), do mesmo modo a
espectroscopia também pode ser classificada de acordo com o tipo de detector, podendo ser de
massas, UV-VIS, infravermelho e outros.

Antes de realizar qualquer andlise nos equipamentos € preciso preparar as amostras de
acordo com um método analitico que se encaixe nos objetivos a serem alcangados, como por
exemplo, a SPME. Esta possui uma alta confiabilidade para a andlise de compostos volateis
devido a sua sensibilidade e por ndo utilizar solventes nas extragdes dos compostos
(KATAOKA; SENHOR; PAWLISZYN, 2000). E um método extremamente simples, rapido e
barato (BATOOL et al., 2020) e ao utilizar essa extracdo no modo headspace (HS), a fibra é
exposta diretamente na amostra (Figura 5), mais especificamente no ar que envolve a mesma e

que conterd os compostos volateis (SCHMIDT; PODMORE, 2015).

Figura 5 - Representagdo da microextracdo em fase sélida no modo headspace (HS-SPME).

Fonte: Schmidt e Podmore (2015)

Outro método analitico que pode ser utilizado ¢ a SPE que também € bastante utilizada
para preparo de amostras e extragdao de compostos. Segundo Barrionuevo e Langas (2001) nesse
processo ocorre a extracao dos analitos e compostos interferentes presentes na matriz aquosa
por meio de um cartucho contendo um solvente especifico. A priori o cartucho € ativado com

um solvente organico afim de remover os interferentes e posteriormente outro solvente para
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lavar os analitos (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001). A SPE trata-se de uma técnica cléssica,
pratica e com bastante sensibilidade, entretanto, a etapa de dessor¢dao dos compostos presentes
no cartucho necessita de um solvente que geralmente € téxico (BARRIONUEVO; LANCAS,
2001).

Essas técnicas sdao muito empregadas em industrias petroquimicas, veterindrias,
farmacéuticas, alimenticias, laboratorios de analises clinicas, forense, cosméticas e outras
(SERAFIM, 2018). Nas cervejarias, sao utilizadas para analisar os subprodutos gerados durante
o processo de fabricacdo da bebida e da fermentacdo, como aldeidos e cetonas
(DENNENLOHR et al., 2020). Segundo Rui-Aumatell et al (2014), mais de 1000 compostos ja
foram identificados e relatados durante as andlises de cervejas, compostos esses que sao
provenientes das diversas matérias primas da bebida.

Alcoois, ésteres, acidos organicos, cetonas, hidrocarbonetos, éteres e outros sao
exemplos de compostos encontrados nas cervejas (ANDRES-IGLESIAS et al., 2014,
CHARRY-PARRA; JESUS-ECHEVARRIA; PEREZ, 2011, MOREIRA et al., 2013, RUI-
AUMATELL et al., 2014). Martins et al (2018) traz em seu trabalho, pesquisas de diversos
autores que relataram que em torno de 80 compostos terpénicos ja foram identificados nas
andlises da composi¢do volatil da bebida, como por exemplo o y -mirceno, y -cariofileno e

compostos oxigenados como linalol, y -citronelol, nerol e outros.

4. METODOLOGIA

4.1 Periodo de execuc¢ao do trabalho
Toda a parte experimental do trabalho foi desenvolvida no Laboratério de
Cromatografia (LabCrom) do curso de Licenciatura em Quimica da Universidade Federal do
Norte do Tocantins (UFNT), campus CCI de Araguaina — TO, com exce¢ao da producao das
cervejas que foi realizada em domicilio por conta das limitagcdes do laboratério em relagdo ao
processo de mosturagdo e fervura. O trabalho foi duradouro, permeando os anos de 2020 e 2022.
4.2 Cultivo e analise do Kefir
4.2.1 O Kefir: cultivo
Os graos foram obtidos por doagdo através de uma médica veterindria (Figura 6) e
armazenados no frizer em -15 °C no LabCrom até o periodo das andlises. Logo apds, foram
descongelados e reativados fermentando-os até 48 h em um frasco com uma por¢ao de leite
UHT, vedado por gaze (figura 7a) seguindo a metodologia tradicional de cultivo dos graos.
Posteriormente, apds a segunda fermentagao, os graos foram lavados com dgua e submetidos a

fermentacdo para extracdo dos compostos por HS-SPME e andlise no GC-MS no LabCrom.
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Figura 6 - Graos de Kefir cultivados no leite.
'] —

Fonte: Autora, 2022

4.2.2 Microextragdo em fase s6lida
Para o preparo das amostras foi utilizado o método HS-SPME para extrair os compostos
voléteis sob diferentes condi¢des de extragdo como tempo, temperatura e fibras. Foi utilizado
o conjunto de fibras da Supelco de 65 pm de Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno
(PDMS/DVB), 100 pm de Polidimetilsiloxano (PDMS) e 75 um de
Carboxen/Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS). As mesmas foram condicionadas segundo as
instru¢des da empresa fabricante, a PDMS/DVB 30 min, PDMS 30 min e CAR/PDMS 30 min.
Frascos de penicilina de 20mL e vials foram usados como HS.
4.2.3 Preparagdo do material, otimizacdo do método de andlise e extracdo
A priori, o frasco contendo os grdos de Kefir e o leite, foram colocados para fermentar
em temperatura ambiente. Com 24 h de fermentacdo, o frasco foi vedado com pléstico filme
para maior concentracao e extracdo dos compostos. Na primeira avaliacio do perfil volétil, foi
utilizada a fibra vermelha PDMS, exposta por um periodo de 20 min a temperatura ambiente,
logo apés, foi retraida e submetida a dessor¢do térmica diretamente na porta do injetor do

cromatégrafo (figura 7).
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Figura 7 - Sequéncia metodolégica da anélise do Kefir: a) fermentacdo; b) extragdo dos volateis; ¢) andlise no
GC-MS; d) identificacdo dos compostos.

Fonte: Autora, 2022

Ap6s 48 h, realizou-se novamente a extracdo para comparagdo da evolucdo da
fermentacdo e obtencdo de um perfil inicial do Kefir. A segunda avaliacdo, foi feita com a
utilizacdo da fibra azul (PDMS/DVB) com as mesmas condi¢des de extracao e andlise, variando
no tempo de extragcdo entre 20 e 55 min. A andlise do leite puro também foi realizada, sob as
mesmas condi¢des por PDMS/DVB, para obter conhecimento de quais compostos estavam
presentes no mesmo e quais surgiram apds a fermentacao.

Para obtencdo de outros padrdes, o headspace foi reduzido para vials. Os graos foram
cultivados normalmente no frasco, entretanto, para a extracdo em 24 e 48 h, foi retirada uma
aliquota de 300 uL do Kefir e colocada no vial, no qual as fibras foram expostas em tempos de
20, 50 e 55 min. A temperatura de fermentagdo foi controlada, utilizando para isso uma chapa
aquecedora em 50 °C. Vale ressaltar, que durante esse processo de otimizagdo, a fibra preta
(CAR/PDMS) foi testada para meio de comparacao com os mesmos parametros de andlise que
as fibras anteriores, com um tempo de extracdo de 50 min.

4.2.4 Analise via GC-MS

As amostras foram analisadas em um Cromatdgrafo a Gas Agilent Technologies 7890B,
hifenizado a um espectrometro de massas 5977B. O cromatégrafo operou com colunas capilares
HP-5MS (5% Fenil Metil Siloxano), L = 30 m, DI = 0,25 mm e filme = 0,25 um e o gis de
arraste utilizado foi o Hélio (99.999%) com fluxo de 1,2 mL/min. O GC-MS foi empregado
com temperatura do injetor em 270 °C, da linha de transferéncia em 250 °C, do quadrupolo em

150 °C e da fonte 230 °C, com o fluxo da purga em 100 mL/min.
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O modo de anélise foi o Splitless em modo scan de varredura de 40 Da até 500 Da. O
programa de temperatura do forno do GC foi definido inicialmente em 40 °C por 2 min e
aumentou em 5 °C por minuto até 170 °C, seguindo por um adicional de 25 °C por minuto até
270 °C, que foi mantido em isoterma por 3 minutos. No total as corridas duraram 35 minutos.

4.3 Producao das bebidas
4.3.1 Insumos cervejeiros

Foi utilizado trés maltes para a composicao da bebida, 2 Kg de Pale Ale (Agréria), 5 Kg
de Pilsen (Agraria) e 400 g de Chateau Special B, sendo os dois primeiros os maltes base que
possuem um maior poder enzimatico para a conversdao dos amidos e compdem quase 100% da
bebida. O udltimo trata-se de um malte especial que dard a bebida caracteristicas Unicas
principalmente por ter sido exposto a altas temperaturas dando cor mais escura, sabor mais
denso e corpo a mesma (SILVA, 2017).

Para temperar a cerveja e dar amargor e aromas caracteristicos foi utilizado 75 g do
ldpulo Hallertau Tradition e para a fermentacao foi usada a levedura Safale American US-05
do género Saccharomyces cerevisiae que possibilitard uma fermentagao do tipo Ale e 30 g de
graos de Kefir obtidos por doacdo. Por ultimo, foi usada 20 L de 4gua mineral comercial
Jalapdo.

4.3.2 Processo de producao das bebidas

De acordo com Rodrigues (2016) a moagem ideal visa quebrar o grdo expondo o
endosperma e mantendo a casca intacta, onde a mesma servird como um filtro para o malte,
retendo grande parte dos residuos da mosturagdo. Dessa forma, os grios de malte foram
adicionados em um moinho da Amantes da Breja modelo 2RM-Master e moidos aos poucos
até que chegasse ao ponto ideal, que segundo Silva (2017) é preciso buscar um meio termo
entre a moagem fina e a grossa.

Para a mosturacdo (figura 8), foi aquecido 15 L de dgua a 69 °C, logo apds, o malte
moido foi adicionado para a obtencdo do mosto. Durante esse processo, as enzimas
responsaveis pela quebra do amido sdo ativadas, entre elas a beta-amilase, alfa-amilase e a
limite-dextrinase, que sdo diretamente influenciadas pela temperatura e pH da dgua (COELHO
NETO et al., 2020, SILVA 2017). Houve, portanto, a necessidade de corrigir p pH da dgua com
duas gotas de 4cido ldtico, deixando-o em torno de 5,5 por conta da sua composi¢do quimica
(Tabela X). O teste de iodo (figura 9) foi feito em varias etapas da mosturagcdo para avaliar se a
conversdao dos amidos em agucares ja havia encerrado, ja que a ma conversao pode afetar

diretamente o perfil quimico da cerveja. Ao final do processo, 100 mL do mosto foi retirado e
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resfriado a 20 °C para medir a densidade com o auxilio de um densimetro e avaliar o grau brix

inicial.

Figura 8 - Processo de mosturagio e seus equipamentos

Fonte: Autora, 2022

Tabela 4 - Composicdo Quimica da 4gua mineral comercial Jalapdo e caracteristicas Fisico-Quimicas da mesma.

Composi¢ao Quimica Concentracao (mg/L)
Bério 0,13
Calcio 16,28
Estroncio 0,117
Litio 0,017
Magnésio 5,759
Potassio 12,29
Sédio 3,609
Nitrato 0,04
Sulfato 2,27
Fluoreto 0,29
Cloreto 0,42
Bicarbonato 102,83

Borato 0,122
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Figura 9 - Teste de iodo realizado na etapa da mostura.

Fonte: Autora, 2022

Logo apds, o bagaco que decantou na panela serviu como um filtro natural para o mosto
que foi direcionado para a panela de fervura para dar continuidade na préxima etapa. O bagago
restante passou por um processo de lavagem para extrair todos os agtcares residuais ainda
presentes, melhorando a eficiéncia. Nessa etapa foram despejados os 5 L de dgua restantes. Ja
na panela de fervura, o mosto permaneceu na mesma por cerca de 1h30 em temperatura
aproximada de 68 °C, durante o processo foi adicionado o lipulo de amargor no inicio para
conferir a mdxima extragdo dos alfa-dcidos como propds Rodrigues (2016).

Ao final da etapa, o fogo foi desligado e o mosto mantido em repouso para resfriamento,
Whirlpool, para que o liquido acucarado pudesse interromper a producdo de compostos volateis
indesejdveis. Para isso, foram utilizadas trés barras de gelo que foram colocadas em uma panela,
e com o auxilio de um chiller (figura 10), foi possivel realizar a troca de calor entre 0 mosto
quente e a agua fria, resfriando o liquido e ajudando na sedimentacdo de alguns compostos,

reduzindo a turbidez do mesmo.
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Figura 10 - Resfriamento do mosto

Fonte: Autora, 2022

Para atuar como fermentador, foi utilizado os garrafdes da 4gua mineral, na qual o mosto
frio foi transferido para eles e oxigenado com uma bomba de aquério criando meios para a
reproducdo dos fermentos. Para obter métodos comparativos de andlise, o liquido produzido foi
dividido em 6 garrafdes, colocando 2,5L em cada, no qual quatro deles foram para fermentacdo
em temperatura controlada a 19 °C, dois com Kefir e dois com levedura cervejeira. E para
fermentacdo em temperatura ambiente do laboratério foi separado dois garrafdes com Kefir.
Vale ressaltar, que a levedura foi previamente hidratada e a temperatura da geladeira controlada
com o auxilio de um termostato.

Para fechar os garrafées e possibilitar a saida de CO,, as tampas foram adaptadas com
mangueiras (figura 11) que foram imersas em um copo com solucdo de iodo, para evitar contato
da bebida com oxigénio evitando assim contaminacdo e oxidagdo, os fermentadores ficaram
por uma semana e meia em 19 °C e os em temperatura ambiente a 22 °C. Para avaliar o processo

de fermentacdo, foi utilizado um refratdbmetro para medir o grau brix.
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Figura 11 - Garrafdes adaptados com mangueiras para evitar oxidagdo da bebida.

Fonte: Autora, 2022

Ap6s o periodo de fermentacdo, o mosto foi transferido para novos garrafes para a
retirada dos residuos sedimentados e para dar entrada na etapa de maturacdo, na qual
permaneceram em 1 °C por 5 dias com a regulacio do termostato, esse processo segundo Coelho
Neto et al (2020), ¢ um método eficaz de remocao de compostos indesejiveis e de acordo com
Silva (2017), deixar a bebida mais limpida com a floculacdo de um maior nimero de leveduras
ainda presentes.

Por fim, a cerveja foi transferida cautelosamente para um recipiente onde foi adicionado
um xarope de agucar invertido, chamado de priming, que serve para carbonatar e dar espuma a
bebida, forcando as leveduras ainda presentes a refermentagdo (RODRIGUES, 2016) e
posteriormente, transferido para garrafas (figura 12), previamente esterilizadas, que foram
vedadas com um arrolhador manual e colocadas para permanecerem em envase por 10 dias a

20 °C. Posteriormente, a temperatura foi reduzida para 0 °C.



40

Figura 12 - Envase das cervejas

Fonte: Autora, 2022

4.4 Analise das cervejas
4.4.1 SPME e andlise por GC-MS
Foi utilizado a SPME para extrair os compostos volateis por meio da fibra Supelco de
65 um de PDMS/DVB, o qual foi condicionada segundo as instru¢des da empresa fabricante.
Vials de 1,5 ml foram usados como HS. Para anélise foi retirado uma aliquota de 300 ul de cada
cerveja e colocadas nos vials, a fibra foi exposta por 30 min, logo apo6s foi retraida e submetida
a dessor¢do térmica diretamente na porta do injetor do cromatdgrafo. As andlises seguiram as
mesmas condi¢des cromatogréficas do Kefir, como dito anteriormente.
4.4.2 Extracdo em fase s6lida e anélise por HPLC-DAD
Para o preparo das amostras e andlise do perfil metabdlico, a extracdo em fase sélida
(Solid-phase extraction — SPE) foi realizada com um cartucho da Chromabond ® CI18 ec 6
mL/500 mg, no qual o mesmo foi devidamente ativado com 6 mL de metanol da Honeywell
grau HPLC, gradiente 99,9%. 6mL de dgua deionizada foi adicionada e posteriormente 6 mL
de cerveja foi acrescentado, na sequéncia os reagentes, acetato de etila (6 mL), diclorometano
(6 mL), hexano (6 mL) e por fim 2 x 6 mL metanol para extrair os compostos ainda retidos no
cartucho (Figura 13). Para cada etapa, foi recolhida as amostras para posterior inje¢do no
equipamento cromatografico. A extracdo foi realizada em triplicata para cada amostra de

cerveja com o auxilio de uma bomba de pressao a uma vazado de 3,5 mL/min de ar.
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Figura 13 - Extracdo em fase s6lida com o auxilio de uma bomba de pressao.

Fonte: Autora, 2022

Foi utilizado um cromatédgrafo a liquido da Shimadzu 20 at contendo uma bomba SPD-
M20A, degaseificador da fase mével DGU-20A5R, coluna Shim-pack VP-ODS CI18 nas
dimensdes de 150 L x 4,6 e um detector de arranjo de diodos (DAD) (figura 14). Para as andlises
foi utilizado um sistema de gradiente que se compde de uma fase mével com dois solventes
sendo A, dgua deionizada e B, metanol grau HPLC 99,9%, com uma vazio de 1,00 mL/min,
variando de 5% a 50% de B (0 a 10 min), 50% a 100% de B (10 a 30 min) mantendo em
condi¢do isocrética até 40 min, de 100% a 5% de B (40 a 45 min), mantendo os 5% até 55 min.
As andlises foram feitas com uma varredura de 220 a 780 nm usando as duas lampadas de

deutério e tungsténio (D2W) e 30 uL de cada amostra obtida na SPE foram injetadas.

Figura 14 —- HPLC-DAD do LabCrom da UFNT.
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Fonte: Autora, 2022

4.4.3 Andlise dos compostos metabdlicos - Flavonéides

Para analisar a composicdo metabodlica das bebidas utilizou-se a metodologia de Silva
et al (2021) com algumas otimizacdes, na qual utiliza um método simples para detectar
substancias fendlicas, em especial os flavonéides. Os padrdes utilizados para as andlises foram
rutina e quercetina, estes foram devidamente preparados em solu¢do de metanol a uma
concentracdo de 0,1 mg/mL e foram utilizadas nesta etapa somente as fracdes das cervejas em
metanol e dgua obtida por SPE.

Nessa etapa de pesquisa, foi utilizado um sistema de gradiente que se compode de uma
fase moével com dois solventes sendo A, acido acético 1% e B, acetonitrila grau HPLC 99,9%,
com uma vazao de 1,00 mL/min, variando de 5% a 100% de B (0 a 35 min) permanecendo em
condic¢do isocrdtica por 5 min (40 min), posteriormente, de 100% a 5% de B (40 a 45 min),
mantendo os 5% até 50 min. Usou-se uma varredura de 220 a 780 nm usando as duas lampadas
de deutério e tungsténio (D2W). 30 uL de cada fracdo foi inserida no HPLC assim como as
amostras padroes dos flavondides.

4.4.4 Andlise estatistica multivariada

A partir dos valores das concentragdes relativas dos compostos volateis identificados
em todas as amostras de cerveja, foi gerado uma tabela em Excel® para processar essa matriz
de dados na qual foi convertida para o formato de “.csv” para anélise estatisticas: Andlise de
Agrupamento Hierdrquico, (HCA - Hierarchial Cluster Analysis) e Andlise de Componentes
Principais, (PCA - Principal Component Analysis) e Andlise Discriminante por Minimos
Quadrados Parciais (PLS-DA - Partial Least Squares Discriminant Analysis). Ambas foram
determinadas por operacdes matemdticas com o auxilio do software online MetaboAlnayst®
5.0 na qual gerou representacdes graficas para computar a matriz de dados gerados e assim
determinar a variancia.
4.5 Identificacao dos compostos

Os espectros de massa dos compostos voldteis obtidos tanto nos cromatogramas das
amostras do Kefir quanto das cervejas, foram analisados em software da Agilent, MSD
ChemStation F.01.03.2357 e comparados com espectros das bibliotecas: NIST 2014, NIST
WEBBOOK e Adams (2017), juntamente com o indice de similaridade. Os indices de reten¢ao
(IR) foram determinados utilizando uma série homoéloga de n-alcanos, C7 a C30, injetados nas
mesmas condi¢des cromatograficas das amostras, utilizando a equacdo 1 de Van den Dool e

Kratz (1963).
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TRx—TRha

IR = 10Oi(Tth—TRha

) + 100N (Equagdo 1)

Para calcular o indice pela equacao acima € necessario o tempo de retencao do composto
(TRx), o tempo de retencao do alcano que elui antes do composto (TRha), do tempo de retencao
do alcano que elui depois (TRhd), da diferenga entre o nimero de carbono que elui antes e
depois (i) e do nimero de carbonos do alcano que elui antes (N).

Para a identificacdo dos flavondides, rutina e quercetina, utilizou-se a comparacdo dos
espectros de absorcdo no UV e o tempo de retengcdo das amostras padrdo com as das cervejas

analisadas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultivo e producao do Kefir, analise e identificacao dos produtos de fermentacao

A SPME se mostrou promissora para andlise dos compostos volateis obtidos durante e
ap6s a fermentacdo do Kefir, entretanto, houve a necessidade de otimizacdo no método de
extracdo. Com base nisso, alguns parametros foram aprimorados, entre eles, mudanga do HS,
da fibra e do tempo de exposicdo, temperatura de fermentacdo e modo de andlise. As
otimizacdes foram realizadas de forma univariada, avaliando um parametro por vez.

Observou-se, que para obter melhores resultados, o frasco utilizado para a produgao do
Kefir serviria melhor como HS por conter todos os compostos desde o inicio da fermentagao,
ao contrario do vial, que mesmo com uma aliquota da bebida, apresentou cromatogramas com
picos menos intensos. Além disso, a fibra PDMS/DVB apresentou melhores resultados na
extragdo, em relacdo as demais fibras estudadas, por apresentar melhor defini¢do e resolucao
das bandas cromatograficas, assim como mostrou Aghlara et al (2009), na qual usaram diversas
fibras para extrair compostos em diferentes matrizes.

Em relacdo ao tempo de extracdo, apenas 20 min foi possivel obter resultados
significativos, entretanto, analisou-se que com 50 min de exposicdo, a fibra captou melhor os
compostos (figura 15 e 16), dessa forma, o equipamento detectou sinais mais intensos,
melhorando assim as identificagdes. Outro fator relevante que contribuiu para os estudos foi a
duracdo do periodo de fermentagao, pois, quando comparado o Kefir fermentado por 24 h com
o de 48 h, os resultados do segundo foram melhores. Da mesma forma, quando submetido ao
aumento de temperatura para 38 °C, os graos fermentavam com mais eficiéncia, o que segundo
Lima, Do Nascimento e De Farias (2019), o calor auxilia no metabolismo desses
microrganismos. Uma evidéncia disso é o aumento da acidez do produto observada, pois,

quanto maior o periodo de fermentacdo e temperatura, maior serd o consumo de lactose,
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portanto, maior produc¢do de 4cido lactico (LIMA; DO NASCIMENTO; DE FARIAS, 2019) e

outros subprodutos.

Figura 15 - Cromatograma de fons totais dos volateis do Kefir fermentado por 24 h com tempo de extragdo de
20 min.
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Figura 16 - Cromatograma de fons totais dos volateis do Kefir fermentado em 48 h com tempo de extragdo de
55 min.
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Com base nas otimizagOes realizadas, foi possivel realizar uma andlise semi pura
obtendo cromatogramas com picos definidos, apesar de alguns pequenos interferentes da fibra.
Analisando o perfil cromatografico das amostras, nota-se a presenga de dois picos majoritarios
e ao realizar as identificacdes por meio da comparacdo dos espectros com o banco de dados
(Figura 17) e com o indice de retenc@o, constatou-se que os sinais analiticos tratavam-se

respectivamente do dcido acético e da acetoina.
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Figura 17 - Espectro de massa do dcido acético (acima) e da acetoina (a baixo). A esquerda obtida no banco de
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O 4cido acético trata-se de um 4cido carboxilico de cadeia curta e pelo seu espectro de

massa € possivel propor um padrdo de fragmentacdo de acordo com os picos de massa carga

observados. A figura 18 retrata a proposta de ionizacdo e fragmentagcdo ocorrida dentro do

equipamento. A priori a molécula se ioniza perdendo um elétron do oxigénio da carbonila por

uma fonte de ionizacdo que promove o impacto de elétrons, possibilitando a fragmentacdo da

molécula. Posteriormente, como trata-se de um &cido carboxilico, tendera a perder a hidroxila

(OH) por segmentacao o assim como mostra Pavia et al (2015) e por fim, gerando o fon acilo e

promovendo uma ressonancia explicando o que explica a intensidade do pico m/z = 43.
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Figura 18 - Proposta de fragmentag@o do 4cido acético.
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Do mesmo modo, a molécula de acetoina passou por um processo de ionizag¢do, na qual
tendeu a perder um dos elétrons do oxigénio da carbonila, sendo a mais propensa a essa perda,
como mostra a figura 19. Acetoina trata-se de uma cetona que possui uma hidroxila no carbono
3 e ao analisar o espectro de massa (figura 17), percebe-se que o pico do ion molecular € bem
baixo resultado da instabilidade da molécula ionizada, por esse motivo, ao se fragmentar por
clivagem a, perdendo o grupo radical mostrado na figura 19, gera um ion m/z = 43 que apresenta
uma estabilidade maior em decorréncia da ressonancia. Pavia et al (2015), considera que nas
fragmentacdes de cetonas, o maior grupo alquila serd perdido, de acordo com a Regra de

Stevenson, formando assim o {on acilo, assim como a proposta de fragmentac¢do a baixo.

Figura 19 - Proposta de fragmentacdo da acetoina.
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A presenca de acetoina no Kefir também foi relatada por Guzel-Seydim, Seydim e
Greene (2000), entretanto, os autores ndo identificaram em suas amostras a presenca do acido
acético. Isso pode ser justificado pela composi¢ao microbioldgica dos graos, pois a mesma pode
variar de acordo com a regido, possibilitando assim, diferentes parametros fisico-quimicos
(LIMA; DO NASCIMENTO; DE FARIAS, 2019), da mesma forma, a matriz a ser fermentada

também pode variar o perfil sensorial e quimico. Portanto, a presenca de 4cido acético na
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amostra pode ser esclarecida pela composi¢cdo dos graos em ac¢do conjunta com o tipo de leite
utilizado.

No total 13 compostos foram identificados, variando entre cetonas, aldeido, 4cidos e
ésteres, como mostra a tabela 5. Wang et al (2021), em seu trabalho estudando a composi¢cao
quimica do Kefir, também detectou a presenca dessas classes de compostos nas suas amostras,

entretanto, em outras condi¢des, como a 2-heptanona.

Tabela 5 - Compostos quimicos identificados no Kefir fermentado em 48h com tempo de extracdo de 55min.

% area

N° Composto IRexp ! IRy do pico * Ref. ¢ SI (%) ®
1. dcido acético 703 646 35,11  Lozano et al (2007) 96,2
2. Acetoina 747 743 30,55 Maham(‘ggga%v ee etal 86,1
3. acido butandico 796 790 2,08 Pino et al (2005) 78,8

etil-benzeno 857 868 0,78 Pino et al (2005) 90,5

5, acetatoded-metil-I- g0 gy (59 Adams (2007) 88,2

butanol

6. 2-heptanona 885 889 2,57 Adams (2007) 88,9
7. Octanal 973 981 0,17 Weiss(‘;%%ﬁ‘;r ctal 76,8
8. Acetofenona 1065 1066 0,18 Pavlovic et al (2006) 83,2
. 2-nonanona 1091 1087 2,32 Adams (2007) 89,2
10 éter hexil octil 1126 - 0,14 Pino et al (2005) 76,6
11 Dodecano 1200 1200 0,08 Adams (2007) 82,3
12 2-undecanona 1295 1293 0,19 Adams (2007) .1
13. Tetradecano 1400 1400 0,11 Adams (2007) 84,1

N°: ordenacdo dos compostos por eluicdo; 1 = Indice de retencdo experimental; 2 = Indice de retencdo da
literatura; 3 = Area percentual estimada pela normalizacdo das dreas; 4 = Referéncias bibliogréficas; 5 = indice

de similaridade com base no R. Match do programa.

Ao analisar apenas a amostra branca, leite UHT, notou-se a presenca do acetato de etila
e apos a fermentacao, o mesmo deu origem ao 4dcido acético via hidrélise enzimética. Os demais
compostos da tabela 5 ndo foram encontrados no branco, indicando que os mesmos sdo produtos
da fermentacdo e compdem o perfil sensorial do Kefir, conferindo caracteristicas unicas.

Arslan (2015) traz em seu trabalho compostos quimicos que estdo presentes no Kefir,
entre eles a acetoina e o dcido acético, que sdo tratados como compostos principais que
conferem sabor e aroma a bebida. Segundo Martins et al (2012), o uso do Kefir na dieta
hospitalar pode contribuir para inibir o desenvolvimento de microrganismos patogénicos,
gracas aos compostos quimicos presentes no mesmo, entre eles, a acetoina.

O 4cido butandico, a 2-heptanona e a acetoina ja foram relatados em outros trabalhos

(RIBEIRO et al., 2014, SERVILI et al., 2011) envolvendo o uso de microrganismos para a
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producdo de bebidas licteas e fermentadas. A segunda, pode ter sua origem associada a uma
oxidagdo de 4cidos graxos saturados livres e/ou descarboxilacdo de 4cidos ceto-beta, como
mostra Servili et al (2011).

5.2 Producao das cervejas

A producdo das cervejas foi um processo trabalhoso consistindo em vdrias etapas que
exigiam cautela, pois, como mostrado anteriormente, cada etapa possui uma importancia para
a qualidade da bebida. Os maltes utilizados deram origem a um mosto bem agucarado e escuro,
caracterizando o estilo da bebida, Barley Wine, em portugués, vinho de cevada. Este possui
propriedades organolépticas por se tratar de uma cerveja rica, fortemente maltada, com bons
aromas frutados intensos, de cor escura e teor alcodlico elevado, mas suave e arredondado,
quando envelhecida pode trazer caracteristicas de vinho do porto (BONACCORSI, 2018).

O teste de 10do realizado na mostura auxiliou no controle desse processo, pois, segundo
Farini e Borges (2016), as moléculas complexas como amilose e amilopectina, sofrem reacdes
de complexacdo e formam compostos coloridos, azul e/ou vermelho-violdceo, e no fim da
mosturagdo, a cor formada pela complexacido desaparece. Esses fatores indicam que todo o
amido presente foi convertido em agticares mais simples, indicando o fim da mosturagdo. Este
teste € muito utilizado por cervejeiros para avaliar e controlar essa etapa de producao.

Na fermentagdo, foram necessdrios alguns cuidados para que ndo houvesse
contaminacdo, por exemplo, uma solu¢@o de iodo a 12,5 ppm era produzida para higienizacao
da geladeira. Vale ressaltar que, como os graos de Kefir se desenvolvem melhor no calor, dois
garrafdes de cerveja foram colocados para fermentar na temperatura ambiente do laboratorio,
para que fosse possivel analisar as diferencas de fermentacdo por meio da comparagdo com a
cerveja fermentada em temperatura controlada.

A fermentacdo durou em torno de 2 semanas, sendo necessdrio um processo de
otimizacao nessa etapa para que o tempo seja reduzido, evitando assim possiveis contaminagdes
e producao de off-flavors. As bebidas apresentaram uma tonalidade ambar, sabor marcante com
toques frutados trazendo caracteristicas de vinho. A cerveja fermentada com Kefir, entretanto,
necessitard passar por algumas melhorias para que a mesma se torne mais agradéavel ao paladar,
ou seja, aumentar a sua drinkabilidade. Sob essa perspectiva, as cervejas de Kefir fermentadas
em temperatura controlada, tiveram maior aceitagdo sensorial do que as cervejas fermentadas
em temperatura ambiente.

Em toda a etapa de fermentacgdo, aliquotas de cerveja de cada garrafao eram retiradas
para andlise do grau brix, °Brix, por meio de um refratdmetro e verificar se a fermentacao havia

concluido. Se por trés dias consecutivos o valor fosse 0 mesmo, entdo o processo havia se
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encerrado. O °Brix indica o teor de actcar aproximado da bebida, considerando que 2 °Brix
produz 1 °GL (CORAZZA; RODRIGUES; NOZAKI, 2001).

Inicialmente, anterior a fermentagdo, o valor do °Brix do mosto era de 18,9 com uma
densidade de 1.078, indicando que o produto final teria por volta de 8,2% de alcool. Ao final
do processo de fermentacdo, as cervejas convencionais e as com Kefir, apresentaram um °Brix
de respectivamente 9 e 11. Esses valores foram convertidos para valor de dlcool por volume,
do inglés Alcohol by Volume (ABV), por meio do aplicativo BrewKing, obtendo
respectivamente 8,9 % e 7,3 % de teor alcodlico e pH em 5,5.

5.3 Analise por GC-MS e perfil volatil

O uso da SPME para obtencdo do perfil volétil da bebida por meio de anélises
cromatogréficas, se mostrou bastante favoravel, pois, obteve-se cromatogramas bem definidos
com bandas cromatogrificas com boa definicdo e resolugdo (figura 20), facilitando na
identificacdo dos compostos. Um dos fatores que contribuiram para os bons resultados € pela
cerveja apresentar um perfil aromatico bem caracteristico. De acordo com Martins et al (2015),
a SPME, tem sido muito empregada nas cervejarias para as andlises dos componentes volateis
das bebidas, principalmente por permitir uma preparagdo rapida e eficiente das amostras, além
de permitir uma amostragem, extracio e pré-concentracao simultdnea de acordo com a sor¢ao

dos analitos com o headspace.

Figura 20 - Cromatogramas de fons totais dos voldteis das cervejas artesanais com tempo de extracdo de 30min.
Em vermelho cerveja convencional, azul cerveja com Kefir em temperatura controlada e preto com Kefir em
temperatura ambiente.

Abundancia

1e+03]
9 Be+071
9e+071]
3.5e+071
Be+07]
V. Be+73
Te+l7 ]
B.Be+7;
Be+7
5 5e+07
Pe+7 ]
4 Be+7
4e+07
J1he+07] | b | e
Je+07
2 Be+7;
Ze+07]
1Bes7]
1e+07]
A0000007 L

Tempo-> U 5 00 000 100 2000 25 00 30,00

N N ¥ . . I e

—_—

Fonte: Autora, 2022

Por meio da figura 20 € possivel fazer um comparativo visual do perfil quimico de cada

cerveja produzida e nota-se que, apesar da substituicdo do fermento tradicional por graos de
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Kefir, a bebida continuou sendo cerveja, ou seja, o processo de fermentacdo niao foi alterado,
portanto, houve éxito nessa etapa. Foram identificados 18 compostos volateis nas bebidas como
mostra a tabela 6, entretanto, apenas 14 compostos foram identificados na cerveja convencional.
Vale ressaltar que, nenhum composto que produz caracteristicas off-flavour foi identificado.
As andlises mostraram a presenca majoritdria de dlcoois e ésteres assim como Coelho
Neto et al (2020), justificando o perfil sensorial da bebida. Entre os compostos comuns nas trés
amostras destacam-se etanol, acetato de etila (figura 21), dlcool isopentilico (figura 22) e

acetato de isopentila (figura 23) por apresentarem maiores concentragdes relativas.



Tabela 6 - Constituintes quimicos volateis presentes nas cervejas extraidos por HS-SPME e analisadas por GC/MS.
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N° TR Componentes % média das dreas dos picos Referéncia SI (%)
IRP IR¢ KTA KTC LV
1 1.629 Etanol - - 17,91+4,0 17,74£2,6 28,09+3 .4 Adams (2007) 89,6
2 2.192 Acetato de etila 662 605 11,79+0,9 8,93+34 12,09+0,2 Pino et al (2005) 90,2
3 3.500 Alcool isopentilico 716 731 17,39+4,0 17,78+0,6 25,85+0,4 Adams (2007) 92,3
4 4.293 Acetato de isobutila 748 761 1,03+0,1 1,21£0,0 0,11+0,2 Adams (2007) 79,2
5 4.509 2,3-butanodiol 757 785 1,57+0,2 1,3840,2 - Adams (2007) 90,4
6 4.690 Butanoato de etila 765 798 1,31+0,2 1,58+0,1 1,13+0,1 Mahattanatawee et al (2005) 88,3
7 6.685 Acetato de isopentila 860 869 21,25+0,3 24,74+2.2 14,37+1,4 Adams (2007) 89,6
8 6.992 Estireno 876 890 0,38+0,0 0,39+0,2 0,18+0,2 Pino et al (2005) 91,0
9 10.246 Hexanoato de etila 998 997 7,1240,3 8,03+1,4 4,38+0,1 Adams (2007) 92,8
10 10.670 Acetato de hexila 1013 1007 - 0,09+0,0 - Adams (2007) 92,3
11 12.388 Octanol 1070 1063 0,15+0,0 0,03+0,0 - Adams (2007) 81,1
12 13.614 Alcool feniletilico 1112 1107 4,67+0,8 3,98+1,2 5,38+1,9 Adams (2007) 94,0
13 16.112 Octanoato de etila 1198 1196 8,36+0,2 7,22+1,9 7,75+1,1 Adams (2007) 95,7
14 16.516 Acetato de octanol 1213 1211 0,10+0,0 0,12+0,0 - Adams (2007) 82,8
15 17.767 2-acetato de fenetila 1258 1254 2,2340,3 2,5140,7 0,42+0,1 Adams (2007) 96,1
16 21.470 Decanoato de etila 1397 1395 4,48+0,3 3,83+0,7 0,13+0,0 Adams (2007) 88,7
17 22.977 a-humuleno 1457 1452 0,09+0,0 0,11+0,0 0,03+0,0 Adams (2007) 91,0
18 26.310 Dodecanoato de etila 1596 1594 0,13+0,1 0,33+0,2 0,09+0,1 Adams (2007) 90,8

N°: ordenagio dos compostos por elui¢io; IR® = Indice de retencio experimental; IR¢ = Indice de retengio da literatura; d = Area percentual dos compostos

com base na normalizagdo das dreas por GC-MS; KTA = cerveja fermentada com Kefir em temperatura ambiente; KTC = cerveja fermentada com Kefir

em temperatura controlada; LV = cerveja fermentada com levedura cervejeira; SI = = Indice de similaridade com base no R. Match do programa.
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Figura 21 - Espectros de massa do acetato de etila. A esquerda espectro obtido no banco de dados Nist
Webbook e a direita experimentalmente.
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Figura 22 - Espectros de massa do dlcool isopentilico. A esquerda espectro obtido no banco de dados Nist
Webbook e a direita experimentalmente.
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Figura 23 - Espectros de massa do acetato de isopentila. A esquerda espectro obtido no banco de dados Nist
Webbook e a direita experimentalmente.
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Fonte: Autora, 2022

Pelo espectro de massa do acetato de etila nota-se a baixa intensidade do pico m/z = 88,
pico do ion molecular, que assim como a acetoina, apds a ionizagdo da molécula a mesma

apresentou uma certa instabilidade, gerando assim uma série de fragmentacdes e uma delas
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forma o pico m/z = 43 de maior intensidade e, portanto, pico do ion base. Para que ocorra a
formacdo do mesmo, segundo Pavia et al (2015), ésteres com mais de quatro carbonos tendem
a formar picos de ion molecular que se fragmentam muito rapidamente por meio de clivagem
o perdendo o grupo alcoxi para a formagao do ion acilo, no caso do acetato de etila o ion m/z =

43, como mostra a figura 24.

Figura 24 - Proposta de fragmentac¢do do acetato de etila.
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Fonte: Autora, 2022

De acordo com Pavia et al (2015) e analisando a figura 22, nota-se que o pico do ion
molecular de dlcoois € bem baixo e na maioria das vezes nem € observado como € o caso do
alcool isopentilico que apresenta a auséncia do pico m/z = 88. Um dos fatores que implicam
esse fendmeno € pela desidratacdo da molécula para formar o pico m/z = 70 por meio de um
deslocamento de hidrogénio radicalar no carbono y e posteriormente uma clivagem heterolitica
da ligacdo do carbono com o oxigénio, como mostra a figura 25. Pela intensidade do pico m/z
= 70 pressupde que hd uma formacdo de uma estrutura estdvel, dessa forma, propde-se o
rearranjo da molécula para formar um composto ciclico. Outro pico observado é o m/z = 55
caracterizado como pico do fon base do dlcool isopentilico, para a formacdo do mesmo sugere-

se partir do m/z = 70 para a perda do grupo alquila por clivagem homolitica.
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Figura 25 - Proposta de fragmentagdo do dlcool isopentilico.
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Fonte: Autora, 2022

Em relagdo a fragmentac¢do do acetato de isopentila de acordo com a figura 23, ocorrerd
a ioniza¢do da substancia formando assim o pico do ion molecular m/z = 130 que, assim como
no alcool isopentilico, é ausente por conta da rdpida fragmentacdo do mesmo como mostra
Pavia et al (2015). A primeira rota de fragmentacdo € para a obten¢do do pico m/z = 87 pela
liberacao de um radical alquila a partir da clivagem homolitica e formacao de um composto
ciclico que apresentard estabilidade em decorréncia da ressonancia formada, como mostra a
figura 26. Outra rota de fragmentacdo € para a obten¢do do pico m/z = 70 pela liberacdo da

molécula de acido etandico.
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Figura 26 - Proposta de fragmentacdo do acetato de isopentila.
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Vale destacar que o acetato de isopentila apresentou maior concentragdo nas cervejas
fermentadas com Kefir e o dlcool isopentilico na convencional. Da mesma forma, o etanol se
mostrou mais presente na cerveja convencional, confirmando as andlises do °Brix na qual
mostrou que a mesma teria um valor de ABV mais elevado. Um dos beneficios identificados
inicialmente na cerveja fermentada por Kefir € a reducdo do teor alcodlico, na qual também foi
relatada Rodrigues et al (2016). Os autores consideram que essa diminui¢do contribui para
acentuar as atividades anti-inflamatdrias e antiulcerogénicas.

O 2,3-butanodiol, acetato de hexila, octanol e acetato de octanol, nido foram

identificados na cerveja convencional, mostrando que o perfil quimico das cervejas fermentadas
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pelos graos de Kefir possuem uma composi¢do quimica mais acentuada, o que justifica ainda
mais as atividades apresentadas por Rodrigues et al (2016). Vale destacar que, foi identificado
um composto nas cervejas fermentadas em temperatura controlada que ndo se fez presente na
fermentada em temperatura ambiente. A presencga do acetato de hexila pode ser justificado pelo
controle da temperatura, que auxiliou no bom desenvolvimento dos graos para a conversao dos
acucares.

Em todas as amostras de cerveja produzida e analisada, foram identificadas a presenca
do humuleno, composto quimico obtido por meio do 6leo essencial das flores de lipulo. Como
este trata-se do “tempero” da bebida como mostra Silva (2017), ao ser adicionado no mosto
durante a fervura, em consequéncia das elevadas temperaturas, liberam compostos que dardo
sabores especificos a bebida, principalmente no 6leo essencial (COELHO NETO et al., 2020,
JUNIOR; VIEIRA; FERREIRA, 2009). O estilo de cerveja adotado para a producdo também
justifica a presenca desse composto, mesmo que em baixa concentragdo (0,09; 0,11; 0,03%).

O o-humuleno (figura 27), trata-se de um sesquiterpeno monociclico que compde
juntamente com outros compostos, cerca de 80 a 90% dos 6leos essenciais do lipulo, entretanto,
por esses compostos apresentarem baixa solubilidade em dgua, grande parte deles € volatilizada
no processo de fervura, como apresenta Durello, Silva e Bogusz (2019) no seu trabalho. Isso

pode explicar a presenca desse composto nas bebidas com concentracdes determinadas.

Figura 27 - Estrutura quimica do o-humuleno, principal composto encontrado no 6leo essencial do lipulo.

Fonte: Autora, 2022
5.4 Analise por HPLC-DAD e perfil metabélico

Para estudar e analisar o perfil das cervejas, principalmente para poder comparar a
composi¢cdao metabdlica das fermentadas por kefir e da tradicional, foi empregado o uso do
cromatografo a liquido, assim como Yamauchi et al (1995) utilizaram para analisar cervejas e
Cheiran et al (2019) para identificar compostos benéficos da bebida a saide. O mesmo possui
uma alta sensibilidade, precisdo para determinacdo e identificacdo de compostos desde

estruturas simples as mais complexas por meio de separagdes que resultam de particdo,
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adsorg¢do, troca idnica e exclusdo por tamanho ou interagdo estereoquimicas (CASTRO, 2016,
BOGER et al., 2018).

Por SPE foi possivel observar muita interacdo dos compostos com a fase apolar do
cartucho, sendo necessdria uma ultima fracdo em metanol para extrair os compostos retidos.
Por fim, 15 aliquotas de diferentes fracdes foram obtidas. A primeira etapa das andlises
cromatogréficas o equipamento operou no modo reverso devido a fase movel ser composta de
metanol e d4gua deionizada.

Os cromatogramas obtidos foram sobrepostos (figuras 28 a 32) para que fosse possivel
comparar o perfil de cada amostra de cerveja em diferentes fermentacdes, consequentemente as
diferentes substancias que conferem as propriedades organolépticas das bebidas e
possivelmente os compostos que atribuem as capacidades benéficas das cervejas. Avaliando os
dados gerados, pode-se notar uma pequena diferenca no perfil quimico das amostras, além
disso, foi possivel observar que em todas as andlises houve a presenca de compostos hidrofilicos
presentes logo no inicio da corrida, mas também a presenca de compostos apolares a medida

que a porcentagem do solvente B aumentava.

Figura 28 - Cromatogramas sobrepostos das cervejas em fragdo aquosa. Em preto cerveja fermentada por kefir
em temperatura controlada, rosa em temperatura ambiente e azul cerveja convencional. A primeira em 220 nm e
a segunda em 274 nm.

Fonte: Autora, 2022



Figura 29 - Cromatogramas sobrepostos das cervejas, fracio acetato de etila. Em preto cerveja fermentada por
kefir em temperatura controlada, rosa em temperatura ambiente e azul cerveja convencional. A primeira 220 nm
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Figura 30 - Cromatogramas sobrepostos das cervejas, fracdo diclorometano. Em preto cerveja fermentada por
kefir em temperatura controlada, azul em temperatura ambiente e rosa cerveja convencional. A primeira 220 nm

Fonte: Autora, 2022
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Figura 31 - Cromatogramas sobrepostos das cervejas, fracdo hexano. Em preto cerveja fermentada por kefir em
temperatura controlada, rosa em temperatura ambiente e azul cerveja convencional. A primeira 220 nm e a
segunda 274 nm.

Fonte: Autora, 2022

Figura 32 - Cromatogramas sobrepostos das cervejas, fracdo metanol. Em preto cerveja fermentada por kefir em
temperatura controlada, rosa em temperatura ambiente e azul cerveja convencional. A primeira 220 nm e a
segunda 274 nm.
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Fonte: Autora, 2022
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Outrossim, vale destacar a presenca de substincias que absorveram bem o0s
comprimentos de onda quando analisados os espectros de ultravioleta (UV) indicando a
presenca de cromoéforos, no qual segundo Pavia et al (2015, p. 565), estes sd@o grupos de &tomos
caracteristicos que detém da capacidade de produzir absor¢do de energia de transi¢do e
comprimentos de onda. Portanto, torna-se dificil prever somente com a absorcdo a estrutura
especifica do crom6foro. Nos espectros de UV analisados, foi possivel observar que alguns
absorviam acima de 220 nm (figura 33), indicando que os compostos possuem possivelmente
um grupo organico forte como carbonilas, duplas conjugadas, cetonas, aminas e at€¢ mesmo

compostos fendlicos como flavondides.

Figura 33 - Espectro de UV da fragdo aquosa da cerveja fermentada por kefir em temperatura ambiente com
maior absor¢do em 257 nm em 3,166 min.

Fonte: Autora, 2022

Dentre os cromatogramas obtidos, pode-se também verificar a presenga de duas bandas
cromatogrificas bem simétricas e idénticas no cromatograma da fragdo hexanica da cerveja
com kefir em temperatura ambiente, como mostra a figura 31. Estas bandas podem estar
indicando a presenca de possiveis isOmeros na bebida, podendo ser cis/trans ou
diasteroisomeros. Ao avaliar os espectros de UV, os mesmos apresentaram absor¢cdes bem
similares em 220 nm (figura 34), ndo se tratando, portanto, substancia que possuem a presenga
de cromoforos fortes por consequéncia da baixa absor¢dao, como mostra Pavia et al (2015, p.

565).
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Os dois compostos foram identificados respectivamente nos tempos de reteng¢do 11,10
e 12,08 min, o primeiro com 52,5% de B e o segundo com 55%, mostrando a interagdo dos
mesmos com a fase estaciondria, por isso a necessidade de um percentual maior de metanol
para a eluicdo desses compostos. Vale ressaltar novamente que, apesar de apresentarem uma
drinkabilidade menor, as cervejas probidticas mostraram nas andlises que os seus perfis
metabdlicos ndo diferem tanto da cerveja convencional, como mostra a figura 35. Este aspecto
demonstra que independente do processo de fermentacgdo utilizado, o produto obtido continuou

sendo cerveja.

Figura 34 - Espectros de UV dos isomeros extraidos das amostras de cerveja com kefir em temperatura
ambiente em hexano. A esquerda em 11,10 min e a direita em 12,08 min.
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Fonte: Autora, 2022

Figura 35 - Comparagdo das fragdes em metanol das cervejas andlise em 254 nm: Preto - cerveja probidtica
fermentada em temperatura ambiente; Rosa - cerveja probidtica fermentada em temperatura controlada; Azul -
cerveja convencional.
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Ao realizar o estudo comparativo entre as amostras padrao de flavondides e as das
bebidas para detectar a presenca desses compostos fendlicos, notou-se que a rutina se fazia
presente em maior concentragdo na cerveja fermentada com Kefir do que na convencional
(figura 36). Entretanto, para detectar e confirmar a presenga de quercetina, era necessario que
houvesse uma otimizac¢do no tempo de anélise das amostras, mas em decorréncia do tempo, a
mesma nao foi realizada. A confirmagao dos compostos se deu por meio dos espectros de UV,
no qual se mostraram muito similares com os do padrao (figura 37), da mesma forma que, os

tempos de retencdo desses compostos foram 0os mesmos.

Figura 36 - Comparacdo dos perfis da amostra padrdo (linha preta) com a das cervejas de kefir fermentada em
temperatura ambiente em fragdo aquosa (linha azul) e em fracdo metandlica (linha rosa).
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Fonte: Autora, 2022

Figura 37 - Espectros de UV da rutina: A esquerda da amostra padrio e a direita da cerveja fermentada com
Kefir em temperatura ambiente.
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De acordo com Raven, Evert e Eichhorn (2007), esses compostos possuem origem
vegetal e nas cervejas, a presenca de compostos fendlicos, em especial flavondides, provém dos
maltes ou do lipulo adicionado na produgao (SILVA et al., 2021). A presenca desses compostos
na bebida confere a mesma as capacidades bioativas, antioxidantes, anti-inflamatorio,
antidiabético, atividades estrogénicas, nutritivas, aromdticas e dependendo dos ingredientes
utilizados na fabricacao da cerveja, diferentes compostos podem ser obtidos (MARQUES et al.,
2017, OSORIO-PAZ; BRUNAUER; ALAVEZ, 2020, SILVA et al., 2021).

A rutina (Figura 38), também conhecida como vitamina P, é um bioflavondide com
atividades importantissimas para o organismo, como por exemplo propriedades anti-
hiperglicémicas (GHORBANI, 2017), diminuindo significativamente os niveis de glicose e
aumentando a secrecdo de insulina, como mostrou Hosseinzadeh e Nassiri-Asl (2014) em testes

em ratos hiperglicémicos.

Figura 38 - Estruturas quimicas dos compostos fendlicos estudados.
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Fonte: Autora, 2022

Rodrigues et al (2016), ao estudar as capacidades benéficas da nova cerveja fermentada
com Kefir, identificou que a mesma apresenta capacidades anti-inflamatérias e
antiulcerogénicas que provém dessa classe de compostos, € ao adicionar os graos de Kefir na
fermentacdo, essas atividades foram intensificadas. Dessa forma que, ao estudar o perfil
metabdlico das bebidas aqui obtidas, nos tempos de retencdo proximos aos da quercetina e
rutina, 7 min a 19 min, nota-se a presenca de inimeros picos cromatograficos (figura 36). Ao
observar os espectros de UV de cada, constata-se que possivelmente, outros compostos
fenodlicos estdo presentes na bebida, mas em decorréncia da falta de amostras padrio, nao foi
possivel realizar a identificagdo dos mesmos.

As duas amostras de cervejas fermentadas com Kefir (fermentada em temperatura

ambiente e temperatura controlada) ndo apresentaram diferencas significativas no perfil
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metabdlico, indicando que a temperatura ndo alterou a produ¢do de compostos fendlicos. Outro
fator relevante nessas andlises € a presenca de compostos hidrofilicos no inicio das corridas, o
que mostra que as bebidas possuem em grandes concentracdes a presenca de carboidratos,
acucares, proteinas e aminodcidos (figura 39), como relatado por Rodrigues et al (2016) e Silva
et al (2021). Um aspecto que justifica a presenca dessas substancias é o estilo das bebidas
analisadas, pois como se tratavam de Barley Wine, apresentam uma caracteristica maltada

(FERNANDEZ; MIRIAM, 2019, SILVELLO, 2019).

Figura 39 - Comparagdo dos perfis cromatograficos das cervejas em fragdo aquosa no inicio das corridas. Preto -
cerveja probidtica fermentada em temperatura ambiente; Rosa - cerveja probidtica fermentada em temperatura
controlada; Azul - cerveja convencional.
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Fonte: Autora, 2022

5.3 Analise estatistica multivariada

Para analisar melhor os dados, a tabela passou por um pré-processamento para obter
resultados tratados. Dessa forma, o procedimento de normalizagdo foi o de mediana da amostra
e para a transformacao dos dados utilizou-se a escala de intervalo (range scaling) que concentra
a média e divide pelo intervalo de valores de cada varidvel. Os dados sdo armazenados no
software online de forma com que as linhas da tabela sejam as 9 amostras e as colunas as
varidveis, nesse caso as dreas percentuais dos compostos quimicos identificados, no total 18.
Vale ressaltar que, as amostras foram classificadas em: KTA, cerveja de kefir fermentada em
temperatura ambiente; KTC, cerveja de kefir fermentada em temperatura controlada; LV,
cerveja convencional.

Pela PCA, foi possivel determinar a menor propor¢do das varidveis aplicadas
justificando dessa forma, o quio proximo os dados utilizados eram das amostras. Segundo
Ferreira (2015), essa aproximagao forma agrupamentos que representam as novas variaveis que
sdo determinadas por componentes principais (PC - principal components). Ainda de acordo

com Ferreira (2015), os PCs sdo divididos de maneira que as informagdes se correlacionem: a
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PC1 descreve a médxima variancia dos dados originais, a PC2 a maxima variancia dos dados no
subespaco ortogonal a PC1 e assim por diante.

O gréfico bidimensional obtido por meio da PCA (figura 40) estd orientado no eixo X
pelo PC1 e no eixo Y pelo PC2, as variacOes estdo retratadas entre parénteses. Nesse sentido, a
PC1 e PC2 representam 81,1% da variancia acumulada dos dados, isto €, o quio as amostras
estdo proximas entre si. Portanto, por meio da distribuicdo espacial dessa matriz de dados
conforme os PCs, houve a formagado de 3 grupos distintos que estao representados pelas elipses
e os pontos em cada uma representam as amostras € quanto mais proximas, mais semelhantes
estatisticamente. Vale destacar que, as cervejas fermentadas por Kefir (KT) estdo mais
proximas do que da LV, portanto, apesar das diferencas no processo de fermentagdo, elas sao
mais semelhantes em sua composicdo quimica no viés estatistico. Nesse sentido, as cervejas

com Kefir estio alocadas na parte negativa da PC1, entretanto, a convencional na parte positiva.

Figura 40 - Representacdo grafica da PCA por meio de um gréfico bidimensional, scores.
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Fonte: Autora, 2022.

A formacido desses grupos pode ser explicada pela figura 41, na qual mostra todos os
compostos envolvidos e aqueles que mais interferiram para a geragdo dos grupos. A priori,
percebe-se que hd uma concentracdo proximo a 0,4 da PC1 em dire¢do a LV3, explicando a
posi¢ao da elipse do grupo LV na figura 40. Entretanto, observa-se que alguns compostos vao

em direcdo aos KT e estes estdo bem proximos, com excecdo do KTC3 localizado em 0,6 da
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PC2. Avaliando a figura 41 com as concentragdes das dreas percentuais dos compostos na tabela
5 é possivel verificar que os compostos que mais contribuiram para a forma¢do do KTA foram
o octanol e o decanoato de etila, que justamente possuem maior concentra¢ao relativa nessa
cerveja, entretanto, para a formacdo do KTC o 2-acetato de fenetila, acetato de isobutila, acetato
de octanol e o 2,3-butanodiol foram determinantes para isso. Por fim, aqueles que apresentavam
maiores concentragdes relativas na LV como o acetato de isopentila, etanol, acetato de etila
contribuiram para a formacgao desse grupo, vale destacar o a-humuleno e o estireno, que mesmo

em baixa concentra¢do quando comparado com as KT, foram significativos nessa etapa.

Figura 41 - Representacdo grafica em biplot dos compostos responsaveis pela formagao dos grupos.
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Outra forma de avaliar a formacao dos grupos é por meio da PLS-DA que se trata de
um teste supervisionado entre os grupos formados na PCA. Ela possui a capacidade de
reconhecer diferengas entre os grupos e intensificar a separacao, isto €, a probabilidade de cada
amostra se manter presente em uma determinada classe (AGNOLETTI et al., 2019, WONG et
al., 2013). Dentro dessa perspectiva, € possivel verificar na figura 42 a separagdo distinta dos
grupos apresentados na figura 40. Os grupos estdo representados espacialmente em: KTA

quadrante inferior esquerdo da componente 1; KTC quadrante superior esquerdo da
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componente 1; LV se distribuiu pelos quadrantes direitos da componente 1. A figura 43,
confirma que o modelo € estatisticamente favoravel, pois os valores de R2 e Q2 foram
superiores a 0,7, ou seja, resultado positivo em todos os grupos, apresentando melhor

classificac@o no terceiro componente.

Figura 42 - Representagdo grafica da PLS-DA por meio de um gréfico bidimensional.
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Figura 43 - Representacdo grafica da classificagdo da PLS-DA. A estrela vermelha indica o melhor

classificador.
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No gréafico de VIP scores (figura 44), indicam os compostos que apresentaram maior
significincia para a formacdo do modelo PLS-DA e suas intensidades conforme cada amostra.
A figura 44 retrata que as varidveis que possuem valores de VIP scores superiores a 1.0, foram
mais importantes para a modelagem do modelo. Vale destacar que, o octanol obteve a maior
pontuacdo, acima de 1.4, seguido pelo dlcool isopentilico e pelo etanol. Analisando as dreas
percentuais desses compostos na tabela 5, observa-se que o dlcool isopentilico € o etanol
apresentam maiores médias na LV, entretanto o octanol ndo € nem identificado na mesma. O
estireno, dodecanoato de etila, a-humuleno e 2,3-butanodiol, apresentaram menor importancia

para promover a formag¢do dos grupos.



Figura 44 - Representacdo grafica em VIP scores com base no modelo PLS-DA.
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Pelo HCA ¢ possivel organizar de forma estatistica as amostras, de modo a agrupar os

semelhantes medindo a distincia entre as particularidades de cada grupo (ALENCAR;

BARROSO; ABREU, 2013). Os parametros utilizados para anélise do HCA foram: distancia

Euclidiana de 7 a 0, com o algoritmo de agrupamento Ward. A figura 45 corrobora com os

resultados em PCA e PLS-DA, na qual € possivel observar em 2.2 a formagao dos trés grupos.

KTC apresenta uma maior dissimilaridade em relacdo a LV e uma maior similaridade em

relacdo a KTA. Ao aumentar o nivel de distincia euclidiana para 3, os grupos KTC e KTA se

tornam apenas um grupo, indicando que ambas as amostras possuem maior similaridade na

composi¢cdao quimica e uma maior dissimilaridade em relagcdo as amostras do grupo LV.
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Figura 45 - Representacdo grafica da HCA por meio de um dendrograma.
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A figura 46 trata-se de um mapa de calor (heatmap) que utiliza de cores para facilitar o
entendimento das informag¢des e complementa os resultados da HCA. Por ela € possivel
relacionar a composicio e a intensidade de cada composto dentro de cada grupo. E possivel
analisar que a LV forma blocos de coloragdo intensa bem distintos das KT, corroborando com
a dissimilaridade estatistica dessa cerveja na HCA. Entretanto, as cervejas fermentadas por
Kefir ja sdo muito similares principalmente em fun¢do do dlcool feniletilico, etanol, acetato de
isopentila e acetato de etila, como é possivel analisar. Um ponto relevante é pela diferenca de
coloragdo do 2,3-butanodiol e do 2-acetato de fenetila nas amostras KTA3 e KTC2, visto que
estes podem ter sido significativos para a separagdo desses dois grupos, assim como o octanol

e o acetato de hexila.
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Figura 46 - Representacdo grafica de HCA por meio de heatmap.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho corrobora com os estudos que buscam inova¢dao no mundo cervejeiro,
principalmente quando deseja-se alcangar um produto com mais aceitabilidade sensorial e com
beneficios a saide. Ao utilizar a metodologia de Rodrigues et al (2016) com as otimizagdes
necessdrias, foi possivel obter com éxito as cervejas desejas dentro do estilo Barley Wine,
entretanto, percebe-se a necessidade de otimizagdes no processo de fermentagdo e adaptacao
dos graos de Kefir para aumentar a aceitacdo sensorial das cervejas probidticas. Por meio de
HS-SPME para extracdo dos compostos volateis tanto do Kefir quanto das cervejas, se mostrou
uma técnica acessivel principalmente ao utilizar a fibra PDMS/DVB com um tempo de extra¢do
em 50 min. Entretanto, algumas limita¢des podem ser destacadas como tempo de extragdo e
necessidade de temperatura principalmente para as anélises do Kefir.

Nas andlises do Kefir pode-se perceber que a fermentagao em 48h foi ideal para extrair
0s compostos presente € assim obter cromatogramas mais definidos. Dessa forma, foram
identificados 13 compostos que se caracterizaram em cetonas, aldeido, dcidos e ésteres com a
presenca majoritaria de acido acético e acetoina, sendo estes 0os compostos que conferem o
perfil sensorial da bebida possuindo concentracdes relativas de 35,11% e 30,55%
respectivamente.

Em relagdo a produgdo e andlise das cervejas, observou-se uma diminui¢do do teor

alcodlico nas cervejas fermentadas com graos de Kefir, sendo 8,9% para a convencional e 7,3%
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para a probidtica. As cervejas sdo ricas em alcoois e ésteres o que justifica o grande perfil
sensorial da bebida e do estilo da mesma, no total foram identificadas 18 substancias quimicas
na bebida sendo os majoritdrios o etanol, acetato de etila, dlcool isopentilico e acetato de
isopentila. Ao realizar a comparacdo das cervejas, percebeu-se que as cervejas fermentadas por
Kefir possuiam uma maior composicao quimica, sendo possivel de identificar 4 compostos a
mais que na convencional.

Analisando o perfil metabdlico das fragdes das cervejas obtidas por SPE no HPLC-
DAD, notou-se a presenca de muitos compostos hidrofilicos, podendo ser carboidratos,
aclcares, vitaminas, e ao decorrer da corrida com o aumento de B, a presenca de compostos
apolares. Vale ressaltar, que as andlises mostraram que as cervejas possuem pequenas
diferencas nos perfis de acordo com as fragdes estudadas. Da mesma forma, pode-se notar a
presenca significativa de cromoéforos fortes e possiveis isdmeros ao avaliar os espectros de UV
das bandas cromatograficas geradas.

Ao aplicar a metodologia de Silva et al (2021), foi possivel constatar que esses
cromoforos se tratam de compostos fendlicos, em especial os flavondides, principalmente ao
comparar os cromatogramas e os espectros de UV. Por meio deles, foi identificado a presenca
de rutina nas bebidas fermentadas com Kefir em maior concentragdo que a cerveja
convencional, entretanto, para que fosse possivel identificar a presenca de quercetina, seria
necessdria uma otimizag¢ao no método. Foi também identificado a presenca de outros compostos
de interesse, mas, em decorréncia da falta de padrdes desses flavondides, ndo foi possivel a
identificacdo.

Por fim, pela andlise estatistica multivariada, pode-se constatar que mesmo que as
cervejas apresentem uma similaridade em relacdo a composi¢do quimica, elas sdo diferentes
em uma visao estatistica. Pela PCA foi possivel obter uma variancia acumulada de 81,1% da
PC1 e PC2. Tanto pela PCA quando PLS-DA e HCA houve a formacao de trés grupos distintos,
KTA, KTC e LV. As duas primeiras apresentaram maior similaridade entre elas do que em

comparacao com a LV.
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