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Resumo- A cerveja possui em sua composicdo proteinas pré-digeridas encontradas na forma de
aminoacidos livres e também vitaminas como a vitamina B2 (riboflavina). A presenga de aminoacidos e da
vitamina B2 permite que se possa analisar a cerveja via técnicas espectroscopicas, visto que estes séo
fluorescentes. Neste trabalho, tratou-se a cerveja com banho ultra-sénico e, diluida em amostras com niveis
de concentracbes diferentes, sendo analisadas em um espectrofluorimetro, gerando espectros de
fluorescéncia sincrona também chamada de RLS, uma vez que esta tem mostrado grande utilidade em
analise de alimentos. A analise dos dados apresentaram informagdes importantes para a caracterizagdo de
concentragdo, qualidade e o ambiente em que se encontram.
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Introducao

A cerveja possui alto valor nutritivo contendo
vitaminas, minerais, carboidratos e proteinas,
sendo facil e rapidamente assimilada pelo
organismo, sua analise é importante para a
avaliagdo de suas caracteristicas organicas,
qualidade, aspectos nutricionais e segurancga
(ROMEO et al.,, 2006). A utilizacdo do método
baseado em espectroscopia de fluorescéncia foi
reconhecida como nao-invasiva, rapida e
sensivel, possibilitando uma maior coleta de
dados em um unico experimento, seu potencial
tem sido utilizado para analise direta em produtos
alimenticios (RAMANUJAM et al., 2000), sendo
usada para monitorar a oxidagcdo em carne de
peixe, € para analise de queijos, leite e 6leos
comestiveis (BAUNSGAARD et. al., 2000 ; LIU et
al., 2007).

Dentro deste quesito, a cerveja possui em
sua composicdo  proteinas pré-digeridas
encontradas na forma de aminoacidos livres e
vitaminas como a vitamina B2 (riboflavina). Nos
alimentos, além da funcdo nutricional, as
proteinas possuem propriedades organolépticas e
de textura, podendo ser combinadas com lipideos
e carboidratos. As propriedades fluorescentes de
aminoacidos aromaticos em proteinas podem ser
usadas para o estudo de estruturas em proteinas
ou interagdes entre proteinas e moléculas
hidrofobicas (LAKOWICZ, 1983; MARROLLES,.
et al., 2001). Os aminoacidos reconhecidos como
aromaticos presentes na cerveja sao triptofano,
tirosina e fenilalanina, apresentando niveis de
fluorescéncia suficientes para serem medidos
diretamente em solugao (TUG SEZEN, 2007),
tendo o triptofano (excitagdo/emissao a 280/350
nm), tirosina (excitacdo/emissdo a 275/300 nm), e

fenilalanina (excitagao/emissédo a 260/280 nm). A
tirosina e o triptofano sao fluorescentes a 280-
295 nm, tornando possivel e bastante comum
haver transferéncia de energia do triptofano para
a tirosina, porém com comprimentos de onda de
excitagdo acima de 295 nm temos apenas o
triptofano emitindo fluorescéncia, uma vez que a
tirosina e a fenilalanina apresentam fluorescéncia
quando excitados em comprimentos de onda
abaixo de 280 nm (RAMANUJAM. et al., 2000),
contudo o rendimento quéntico de fluorescéncia
da fenilalanina (® = 0,024) é relativamente baixo
comparado com o ftriptofano (® = 0,13) e a
tirosina (® = 0,14) (LAKOWICZ, 1999), sendo
que, um conteudo tipico de aminoacidos
fluorescentes encontrados em cerveja é de
triptofano 3.1 mg/100 g, tirosina 14.9 mg/100 g e
fenilalanina 5.9 mg/100 g°, embora as quantias
podem variar dependendo amplamente da
escolha de matérias-primas, condicbes de
preparo e o tipo da cerveja (EWA SIKORKA et.
al., 2004).

A riboflavina (7,8-dimetil-10-(1-D-ribitil)
isoaloxazina) (KUYTER et al., 2004), € um po
cristalino amarelo-alaranjado, de sabor amargo e
odor leve, abundantemente distribuido em
géneros alimenticio animais e vegetais, tais como
leite, carne, ovo, ostra, germe de trigo, nabo,
beterraba, farelo de arroz (KOROLKOVAS et al.,
1982). A Farmacopéia Americana (USP-23) (The
United States Pharmacopéia. 1995) e a A.O.A.C.
(Association of Official Analytical Chemists)
(Official Methods of Analisis of The AOAC. 1984)
recomenda o método fluorimétrico para a
determinagdo de vitamina B2, cujo comprimento
de onda de excitagdo é de 444 nm com emissao
em 530 nm.
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Metodologia

Todas as medidas espectrofluorimétricas
foram feitas em um espectrofluorimetro Jobin-
Yvon Spex fluoromax-2 com varredura de 200 a
800 nm, operando em configuragdo a 90° com
suporte para cubetas convencionais e de
excitagéo frontal de modo a minimizar possiveis
efeitos de filtro interno primario e secundario,
acoplado a um microcomputador com programa
para tratamento dos dados de fluorescéncia.

Foi analisada uma cerveja nacional, sendo
esta, dividida em quatro frascos A, B, C e D. As
amostras foram tratadas com banho ultra-sénico
e diluidas com &agua até atingirem as
concentragdes de 10%, 30%, 50% e 100% (pura)
respectivamente, sendo condicionadas em
cubetas de quartzo e analisadas em um
espectrofluorimetro, gerando espectros de
fluorescéncia sincrona (também chamado de
RLS) com retardo de varredura AA de 00, 10, 30,
60 e 80 nm, uma vez que, evidencia bandas com
0 aparecimento de outros componentes nao
presentes sem o retardo, assegurando assim uma
diferenga constante entre eles, tendo como
resultado uma  seletividade para estes
componentes  individuais  consideravelmente
melhorada, sendo ganhas muitas informacdes
adicionais sobre misturas de combinagbes
fluorescentes.

O espectro de fluorescéncia sincrona é um
método muito simples e efetivo para se obter
dados para varias combinagcdes dentro de uma
mistura. A forma e a intensidade do espectro
sincrono dependem da diferenca entre a
excitacdo e o comprimento de onda de emisséao.

Os espectros de fluorescéncia sincrona da
Tirosina, triptofano, fenilalanina e riboflavina
foram coletados em artigos e comparados com a
literatura conforme figura 1.
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Fig.1- Espectros de fluorescéncia sincronos com
AAN=10 nm. Fenilalanina (Ph), tirosina (Ty)

triptofano (Tr) e riboflavina (Rf) em agua [Kuyter,
M. G. M. Et. Al. 2004].

Resultados e discusséo

A tirosina e o triptofano podem ser excitados
com comprimentos de onda entre 280-295 nm,
porém interacdo dipolo-dipolo torna bastante
comum a transferéncias de energia entre orbitais
eletrénicos do ftriptofano para a tirosina, sendo
esta uma etapa primaria em processos biologicos
e dindmicos no qual a velocidade de transferéncia
depende da distancia entre o doador (triptofano) e
o receptor (tirosina). Contudo com comprimentos
de onda de excitagdo acima de 295 nm apenas o
triptofano emite fluorescéncia, uma vez que, a
fenilalanina e a tirosina sao excitadas apenas
com comprimentos de onda abaixo de 280 nm.

As figuras 2 e 3 ilustram o comportamento
espectroscépico das amostras de cerveja diluidas
em concentracdes de 10% e 50% (amostras A e
C) respectivamente com retardos de varredura
(AA) de 00, 10, 30, 60 e 80 nm. Pode-se notar que
os espectros sdo semelhantes ao espectro obtido
com a cerveja pura, porém nota-se que no
espectro da cerveja pura o aparecimento da
banda mais estreita e mais intensa na regiao de
baixos comprimentos de onda e a banda mais
alargada e menos intensa na regido de altos
comprimentos se mostram mais definidas e
intensas.

O aparecimento da banda mais estreita e
intensa na regido de maior energia foi atribuido
aos aminoacidos existentes na composi¢cao da
cerveja, porém a banda mais alargada e menos
intensa na regido de menor energia foi atribuida a
riboflavina, contudo, comparacées destes
espectros com espectros obtidos da literatura do
cha de Ilupulo demonstraram que polifendis
complexos e iso-acidos podem contribuir na
fluorescéncia da cerveja, uma vez que estes séo
encontrados também em sua composicao.
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Fig.2 — Espectro de Fluorescéncia sincrona (RLS)
da cerveja com concentragdo de 10% (amostra A)
com retardos de varredura (AA) de 00, 10, 30, 60
e 80 nm e abertura de fenda de 1 mm.
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Fig.3 — Espectro de Fluorescéncia sincrona (RLS)
da cerveja com concentragao de 50% (amostra C)
com retardos de varredura (AA) de 00, 10, 30, 60
e 80 nm e abertura de fenda de 1 mm.

A figura 4 ilustra o comportamento
espectroscopico da amostra de cerveja pura
(amostra D) com retardos de varredura (AA) de
00, 10, 30, 60 e 80 nm. Pode-se notar que o
espectro apresenta uma maior intensidade de
emissdo com AA igual a 00 nm, quando a
varredura é feita imediatamente apds a emissao,
esta intensidade é reduzida drasticamente em AA
igual a 10 nm, seguido por redugdes menos
intensas em AA igual a 30, 60 e 80 nm, havendo
consequentemente uma redugdo da banda
espectral e o aparecimento gradativo diretamente
proporcional aos retardos de varredura de uma
banda mais estreita e intensa na regido de baixos
comprimentos de onda com maximo de A igual a
280 nm e uma banda mais alargada e menos
intensa na regido de altos comprimentos de onda
com maximo de A igual a 380 nm.
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Fig.4 — Espectro de Fluorescéncia sincrona (RLS)
da cerveja 100% pura (amostra D) com retardos
de varredura (AA) de 00, 10, 30, 60 e 80 nm e
abertura de fenda de 1 mm.

A figura 5 ilustra a intensidade de RLS em
funcao da concentracdo das amostras A, B.Ce D

(10%, 30%, 50% e 100% pura) respectivamente.
Pode-se notar um maior espalhamento de RLS na
cerveja pura (amostra D), demonstrando assim,
que em maiores concentragdes a emissao de
fluorescéncia se apresenta mais intensa que em
cervejas diluidas, uma vez que, apresentam
consequentemente uma maior concentragdo de
moléculas fluorescentes como aminoécido,
vitaminas do complexo B, polifendis e iso-acidos.
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Fig.5 — Grafico de intensidade em funcéo da
concentragao das amostras A = 10%, B = 30%, C
=50% e D = 100% pura.

Concluséao

O espectro de fluorescéncia sincrona é um
espectro caracteristico de uma determinada
amostra, podendo ser usado, por exemplo, em
analise qualitativa na identificacdo da qualidade
da cerveja monitorada ou com proposito de
autenticagéo.

Mais analises e comparagdes
espectrofluorimétricas serdo necessarias para se
efetuar as devidas aplicagbes e,
conseqlientemente varios métodos estatisticos
deverao ser aplicados.
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