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RESUMO

A cerveja é uma das bebidas alcodlicas mais consumidas no mundo, sendo o Brasil o terceiro
maior produtor. A composi¢cdo da cerveja, assim como seu processo de producdo, leva a
formacdo de compostos quimicos que podem alterar o sabor e a estabilidade do produto final,
a exemplo dos compostos carbonilicos. A presenca destes na bebida pode ainda causar danos a
salde humana. Este trabalho teve como objetivo identificar e quantificar compostos
carbonilicos livres e ligados em amostras reais de cervejas artesanais. As amostras foram
adquiridas em estabelecimentos comerciais da cidade de Salvador - Bahia e submetidas a
analise de 15 compostos carbonilicos (formaldeido, acetaldeido, acroleina, propionaldeido,
crotonaldeido, metacroleina, butiraldeido, benzaldeido, valeraldeido, cicloexanona,
hexaldeido, heptanal, octanal, nonanal e decanal), por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). O método foi validado por meio da avaliagdo da seletividade, linearidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo e precisdo. Para analise dos compostos carbonilicos livres, foi
realizada a reacdo de derivatizagdo em 50 mL da amostra previamente descarbonatada,
adicionou-se acido cloridrico concentrado (até pH<2) e 10 mL do agente derivatizante (2,4-
dinitrofenilidrazina) a 0,5%. A amostra foi colocada no ultrassom (20 min) para completar a
reacao. Apos a derivatizacdo, cada amostra foi concentrada por meio de extracdo em fase sélida
(SPE) usando cartucho C18. Os analitos retidos no cartucho foram eluidos com acetonitrila (1,0
mL) e injetados no cromatdgrafo. Para a analise dos compostos carbonilicos ligados, em 50 mL
da amostra adicionou-se hidréxido de sodio 1 N para ajuste do pH = 11 e agitou-se por 30 min.
Apos agitacdo, a amostra foi derivatizada conforme o procedimento adotado para a analise dos
compostos carbonilicos livres. As analises foram realizadas por cromatografia liquida com
detector de arranjo de diodos (HLPC-DAD). O método apresentou boa linearidade (R%>0,9990).
Os limites de detecgdo variaram de 1,69 (octanal) a 6,13 pg L™ (metacroleina), enquanto que
para os limites de quantificacéo a variacéo foi entre 5,62 (octanal) e 20,45 ug L™ (metacroleina).
A repetibilidade e a precisdo intermediaria mostraram-se satisfatorias, com desvios padrédo
relativos inferiores a 16,9% (metacroleina) e 16,9% (hexaldeido), respectivamente. Nas
amostras analisadas, as concentracfes encontradas para os compostos carbonilicos livres
variaram de 7,30 pg L (acroleina) a 2896,97 pg L (acroleina). Para os compostos carbonilicos
ligados, a variacéo foi entre 11,20 pg L (octanal) e 2270,05 pg L (propionaldeido). O método
proposto apresentou resultados satisfatorios que demonstraram a capacidade para identificar e
quantificar compostos carbonilicos livres e ligados, em diferentes concentracGes, em cervejas
artesanais.

Palavras-chave: cerveja artesanal; compostos carbonilicos; métodos cromatograficos;
derivatizacao.






ABSTRACT

Identification and quantification of free and bound carbonyl compounds in craft beers

Beer is one of the most consumed alcoholic beverages in the world, with Brazil being the third
largest producer. The composition of beer, as well as its production process, leads to the
formation of chemical compounds that can change the taste and stability of the final product,
such as carbonyl compounds. The presence of these in the drink can also cause damage to
human health. This work aimed to identify and quantify free and bound carbonyl compounds
present in real samples of craft beers. The samples were acquired in commercial establishments
in the city of Salvador - Bahia and submitted to the analysis of 15 carbonyl compounds
(formaldehyde, acetaldehyde, acrolein, propionaldehyde, crotonaldehyde, methacrolein,
butyraldehyde, benzaldehyde, valeraldehyde, cyclohexanone, hexaldehyde, heptanal, octanal,
nonanal and decanal) by high performance liquid chromatography (HPLC). The method was
validated through the evaluation of selectivity, linearity, detection limit, quantification limit,
precision and accuracy. To analyze the free carbonyl compounds, the derivatization reaction
was carried out in 50 mL of the previously decarbonated sample, concentrated hydrochloric
acid was added (up to pH<2) and 10mL of the derivatizing agent (2,4-dinitrophenylhydrazine)
at 0.5%. The sample was placed under ultrasound (20 min) to complete the reaction. After
derivatization, each sample was concentrated by solid phase extraction (SPE) using C18
cartridge. The analytes retained in the cartridge were eluted with acetonitrile (1.0 mL) and
injected into the chromatograph. For the analysis of bonded carbonyl compounds, sodium
hydroxide 1N was added to 50 mL of the sample to adjust the pH =~ 11 and stirred for 30 min.
After stirring, the sample was derivatized according to the procedure adopted for the analysis
of free carbonyl compounds. Analyzes were performed by liquid chromatography with array
diode detector (HLPC-DAD). The method showed good linearity (R>>0.9990). The limits f
detection ranged from 1.69 (octanal) to 6.13 pg L™ (metacrolein), while for the limits of
quantification, the variation was between 5.62 (octanal) and 20.45 pug L™ (methacrolein).
Repeatability and intermediate precision were satisfactory, with relative standard deviations
below 16.9% (methacrolein) and 16.9% (hexaldehyde), respectively. In the analyzed samples,
the concentrations found for free carbonyl compounds ranged from 7.30ug L? (acrolein) to
2896.97ug Lt (acrolein). For the bonded carbonyl compounds, the variation was between 11.20
pug L (octanal) and 2270.05ug L* (propionaldehyde). The proposed method presented
satisfactory results that demonstrated the ability to identify and quantify free and bound
carbonyl compounds, in different concentrations, in craft beers.

Keywords: craft beer; carbonyl compounds; chromatographic methods; derivatization.
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1 INTRODUCAO

A cerveja é uma bebida alcoolica, cuja produgdo se da a partir da fermentacédo de cereais.
Sua férmula original contém como ingredientes principais o malte de cevada, dgua potavel,
lapulo e levedura, sendo que outros cereais, classificados como adjuntos cervejeiros, podem ser
acrescidos na formulagdo substituindo parte do malte de cevada em até 45%, em massa. Em
alguns tipos de cervejas, a exemplo das artesanais, ingredientes tais como frutas, sucos de frutas,
condimentos e outros, podem ser adicionados a bebida, desde que, ndo alterem a composicao
original da mesma (BRASIL,2019).

Difundida entre os povos desde a Idade Média, a cerveja é uma das bebidas mais
consumidas no mundo atualmente. Inovagdes como refrigeracdo artificial, métodos de
pasteurizacdo, melhoria no cultivo de gréos de cevada, diversidades de espécies de lupulo e
leveduras, sdo alguns dos fatores que possibilitaram o avanco do processo produtivo da cerveja,
de maneira que a mesma acompanhou a vida humana e, hoje se encontra presente em todos 0s
continentes. Segundo a Associacdo Brasileira da Industria da Cerveja (CERVEBRASIL), o
Brasil, com uma producdo anual em torno de 14 bilhdes de litros, € o terceiro maior produtor
da bebida. Ainda, de acordo com a entidade o setor cervejeiro é considerado um dos que mais
empregam e um dos mais relevantes para a economia brasileira (CERVBRASIL, 2021).

Um avango no crescimento do mercado cervejeiro vem sendo observado ao longo dos
anos. De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), 204
novas cervejarias foram registradas s6 em 2020. Com estes nimeros, o Brasil alcangou a marca
de 1383 estabelecimentos registrados em todo o pais. Parte deste crescimento esta relacionado
as novas tendéncias de consumo, com destaque para 0 aumento das cervejarias artesanais
(BRASIL, 2021).

As cervejas artesanais sao identificadas como um produto de alto valor agregado e tem
como principais caracteristicas a variedade de cores, aromas e sabores (FREIRE et al., 2020).
E uma bebida que esta voltada para um publico que busca diversidades, de modo que, para
atender as exigéncias do perfil dos novos consumidores, o produtor de cerveja artesanal precisa
ter como principal foco, a producdo de uma bebida com qualidade e especificidade (RAMOS e
PANDOLFI, 2019).

No processo de producdo da cerveja, incluindo as artesanais, diversos compostos
quimicos sdo formados, devido as interacfes entre 0s seus componentes. Estes compostos,
originados em diferentes etapas do processo de fabricacdo, principalmente na fermentacéo,

contribuem significativamente na defini¢do das propriedades sensoriais da bebida (NESPOR et



14

al., 2018). Durante este mesmo processo, alguns compostos indesejaveis também sdo formados.
Tais compostos podem comprometer a qualidade da bebida, embora, segundo LOPES et al.
(2018), tecnologias envolvendo o uso de equipamentos modernos, matéria-prima de boa
qualidade e analises quimicas do produto final vém sendo usadas de modo a contribuir para a
garantia do padrdo de qualidade exigido para o produto. Dentre 0s compostos indesejaveis
presentes na cerveja encontram-se 0s compostos carbonilicos. A presenca destes podem alterar
caracteristicas sensoriais do produto promovendo cheiros e sabores desagradaveis (MASCIA
et al., 2016).

Alguns compostos carbonilicos formados durante a producdo da cerveja, além de,
interferir nas propriedades sensoriais da bebida sdo prejudiciais a saide humana. Sdo exemplos
o formaldeido e o acetaldeido (LAGO e WELK, 2019). Conforme consta na lista da Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC), estes compostos possuem caracteristicas
carcinogénicas ja comprovadas (IARC, 2021). Uma preocupacao com estes e outros efeitos tém
motivado a comunidade cientifica na realizacdo de estudos acerca de compostos carbonilicos
em matrizes cervejeiras (RICO-YUSTE et al.,, 2016), os quais poderdo contribuir para o
monitoramento destas espécies na bebida e melhoria da qualidade do produto final.

Os padrbes de qualidade para a cerveja no Brasil, sdo regulamentados através do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio da Instrucéo
Normativa - IN 65/2019, que estabelece os limites de tolerancia para alguns parametros
microbiolégicos,  fisico-quimicos,  organolépticos e  contaminantes  inorganicos
(BRASIL,2019), e através da Resolucédo da Diretoria Colegiada — RDC n° 65/2011, que por sua
vez, estabelece limites para os aditivos alimentares (BRASIL, 2011). Essas legislacdes,
entretanto, ndo fazem referéncias aos compostos carbonilicos, demonstrando assim a relevancia
desta pesquisa envolvendo a identificacdo e quantificacdo destes compostos em amostras reais
de cervejas.

Os compostos carbonilicos (CC) sao espécies quimicas cujas caracteristicas dificultam
a sua quantificacao individual através de métodos classicos. Desta forma, métodos envolvendo
0 uso de técnicas cromatograficas vém sendo utilizados como alternativa (CARDOZO et al.,
2021). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido uma das técnicas aplicadas
para esta finalidade (RICO-YUSTE et al.,, 2016). A natureza complexa dos compostos
carbonilicos requer, além do uso de uma técnica instrumental adequada, um tratamento prévio
das amostras antes da analise. Neste sentido a derivatizacgdo com o reagente 2,4-
dinitrofenilhidrazina tem sido um tratamento comum para analise de compostos carbonilico por
CLAE (CARDOZO et al., 2020; PENG et al, 2022). Para este trabalho, o procedimento descrito
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em CARDOZO et al., (2020), foi adaptado, validado e aplicado na anélise dos compostos
carbonilicos em cervejas artesanais adquiridas no comeércio de Salvador/Bahia.

Diante deste panorama e, considerando que poucos estudos demonstram a analise de
compostos carbonilicos com massa moleculares maiores ou de espécies possivelmente ligadas
a outras substancias presentes na cerveja, este trabalho de pesquisa analisou 15 compostos
carbonilicos (Formaldeido; Acetaldeido; Acroleina; Propionaldeido; Crotonaldeido;
Metacroleina; Butiraldeido; Benzaldeido; Valeraldeido; Cicloexanona; Hexaldeido; Heptanal;
Octanal; Nonanal; Decanal), todos na forma livre e ligada, em cervejas artesanais

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Identificar e quantificar compostos carbonilicos livres e ligados em amostras reais de

cervejas artesanais.
1.1.2 Objetivos Especificos

e Adaptar método ja existente para deteccdo de compostos carbonilicos em
amostras aquosas, para analisar compostos carbonilicos livres e ligados, em
cervejas artesanais;

e Avaliar as condi¢bes cromatogréaficas para analises dos compostos carbonilicos
livres e ligados, em amostras de cervejas artesanais, usando cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccéo por arranjo de diodos (HPLC-DAD);

e Validar o método cromatografico adaptado para a determinacdo de compostos
carbonilicos em cervejas artesanais;

e Analisar compostos carbonilicos livres e ligados em amostras reais de cervejas

artesanais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A producéo da cerveja

A cerveja e considerada uma das bebidas mais antigas da humanidade. Entretanto, ndo
se sabe ao certo quando e onde foi produzida pela primeira vez. Documentos encontrados em
cidades construidas 6.000 a.C., e resquicios de cevada encontrados por arque6logos nas tumbas
de farads, por volta do século X1X, levaram algumas pessoas a acreditarem que a cerveja tenha
sido originada no Oriente Médio ou no Egito (SILVA et al., 2016).

Outros registros também datados de 6.000 a.C., apontaram que a cerveja foi descoberta
acidentalmente pelos povos Sumérios, na Mesopotamia, quando foi verificado que cereais
fermentados produziam como resultado uma bebida de sabor agradavel que, atualmente, é
conhecida como cerveja (PIMENTA et al., 2020).

No Brasil, a produgéo de cerveja teve inicio no século XVII, com a chegada de Mauricio
de Nassau que trouxe consigo o cervejeiro holandés Dirck Dick, responsavel por montar a
primeira cervejaria no Brasil. Por volta de 1650, os holandeses deixaram o Brasil e cerca de
150 anos depois, com a chegada da familia real portuguesa no Brasil, houve abertura dos portos
e a bebida pode ser entdo comercializada (ROSA e OLIVEIRA, 2020).

A bebida, que até entdo ndo era conhecida, comecou a ser vendida pelos muitos
comerciantes que se instalaram no Brasil. O inicio da producéo, entretanto, ndo pode ser datado
com precisdo. O que se sabe é que o primeiro andincio de venda de cerveja foi publicado no
jornal do Comércio do Rio de Janeiro, em 27 de outubro de 1836 (SANTOS, 2003).

A cerveja é vista como uma das bebidas mais consumidas no mundo atual. E produzida
a partir da fermentacéo de cereais maltados, ricos ou ndo em amidos, e aromatizada por lapulo
(LEAO et al., 2018). E definida pela legislacéo brasileira como a

“Bebida resultante da fermentagdo, a partir da levedura cervejeira, do
mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a
um processo de cocgéo, adicionado de lupulo ou extrato de lGpulo, hipotese
em que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte poderd ser
substituida parcialmente por adjunto cervejeiro” (BRASIL, 2019).

Ao longo dos anos, o mercado de cerveja vem se estabelecendo. Cerca de 14 bilhdes de
litros sdo produzidos, anualmente, no Brasil. Com esta producdo, o Brasil é o terceiro maior
produtor mundial da bebida, sendo superado apenas pela China e Estados Unidos da América
(EUA). Além da producdo, o Brasil se destaca como um grande consumidor da bebida,
ocupando a 172 posicédo na escala mundial (CERVEBRASIL, 2021).
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Além da producdo e do consumo, um aumento da quantidade de estabelecimentos
produtores da bebida também vem sendo observados nos dltimos anos. Dados do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) informaram que 204 novas cervejarias foram
registradas somente em 2020. Com estes nimeros, o Brasil atingiu a marca de 1383
estabelecimentos distribuidos em todo o pais. Grande parte deste aumento esta relacionado a
abertura de novas cervejarias artesanais (BRASIL, 2021). A Figura 1 apresenta 0 avango do

setor em termos de estabelecimentos registrados, compreendido entre os anos de 2000 e 2020.

Figura 1-NUmero de registro de estabelecimento produtores de cerveja, por ano, no Brasil.
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Conforme BRASIL (2009), as cervejas sao classificadas de acordo os seguintes
critérios:

a) Quanto ao extrato primitivo:

e Cerveja leve: é a cerveja na qual a concentracdo do extrato primitivo é maior
ou igual a 5%, e menor que 10,5 % em massa;

e Cerveja comum: € a cerveja cuja extrato primitivo é maior ou igual a 10,5%,
e menor que 12% em massa;

e Cerveja extra: o extrato primitivo € maior ou igual a 12%, e menor que 14%
em massa,;

e Cerveja forte: a concentracdo do extrato primitivo e maior que 14% em
massa,;

b) Quanto a cor:

e Cerveja clara: a cor corresponde a menos de 20 unidades EBC (European
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Brewing Convention);
Cerveja escura: a cor corresponde a 20 ou mais unidades EBC;
Cerveja colorida: € a que, devido a adicdo de corantes naturais, apresenta

cores diferentes dos padrbes EBC;

c) Quanto ao teor alcoolico

Cerveja sem alcool: quando o teor de alcool for inferior a 0,5% em volume;

Cerveja com alcool: quando o teor alco6lico for superior a 0,5% em volume;

d) Quanto a fermentacdo:

Cerveja de baixa fermentacéo (Ale);

Cerveja de alta fermentacédo (Lager);

e) Quanto a proporgdo de malte:

Cerveja: quando elaborada a partir de um mosto cujo extrato primitivo
contém, no minimo, 55% em massa de cevada malteada e, no méximo, 45%
de adjuntos cervejeiros;

Cerveja puro malte: quando elaborada a partir de um mosto cujo extrato
primitivo provém, exclusivamente, de cevada malteada ou de extrato de
malte;

Cerveja 100% malte de (nome do cereal maltado): quando elaborada a partir
de um mosto cujo extrato primitivo provém, exclusivamente, de outro cereal
maltado;

Cerveja de (seguida do nome do vegetal predominante): elaborada a partir
de um mosto cujo extrato primitivo provém, majoritariamente, de adjuntos
cervejeiros e a proporcao de malte de cevada for maior que 20%, e menor

que 55% em massa, sobre 0 extrato primitivo;

Quanto a composicdo original da cerveja, os ingredientes obrigatorios sdo: malte ou

extrato do malte de cevada, agua potavel, lGpulo e levedura. Como ingredientes opcionais tém-

se 0s adjuntos cervejeiros, que sdo outros tipos de cereais, maltados ou ndo, e que sdo aptos

para 0 consumo humano. Estes adjuntos podem substituir uma parte do malte de cevada, em

até 45% em massa. Este percentual, entretanto, pode variar de acordo com as caracteristicas da
cerveja a ser produzida (BRASIL, 2019).

Malte ou cevada malteada é o grdo de cevada cervejeira submetido ao processo de

malteacdo no qual o gréo de cereal é submetido a germinacdo parcial, posterior desidratacéo,

com ou sem tostagem, em condigdes adequadas (BRASIL,2019). Durante a malteagdo, sé&o
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produzidas as enzimas responsaveis por modificar as substancias presentes no grdo. O malte é
a principal fonte de amido, o qual é convertido em agUcares para a producao do alcool na etapa
de fermentacdo. O malte ainda contribui no encorpamento e na cor da cerveja (KUIAVSKI et
al., 2020).

A &gua potavel, usada para a fabricacdo da cerveja, deve atender a legislacéo especifica
estabelecida pelo Ministério da Saiude (BRASIL, 2019). Sendo o constituinte majoritario, suas
propriedades quimicas podem interferir no sabor do produto final. Para um bom desempenho
do processo enzimatico, por exemplo, recomenda-se que o pH da dgua esteja entre 5 e 7. Outra
caracteristica importante € a presenca de sais na &gua como os de célcio e magnésio, nas formas
de sulfatos cloretos e outros. Estes sais contribuem para reducéo de acidez do malte, aumento
da basicidade do mosto, acentuacgdo do sabor e amargor, entre outros fatores (COELHO NETO
et al., 2020).

A “solugdo em agua potavel de compostos resultantes da degradagdo enzimatica do
malte, com ou sem adjuntos cervejeiros e ingredientes opcionais, realizada mediante processos
tecnolégicos adequados” recebe o nome de mosto (BRASIL,2019). O mosto ¢, portanto, a
solucéo rica em acgucares fermentaveis, resultante do processo de mosturacdo que consiste no
amassamento do malte puro ou misturados com adjuntos cervejeiros em dgua quente (COELHO
NETO et al., 2020).

O lapulo é um importante ingrediente na producdo de cervejas, sendo utilizados os cones
da inflorescéncia da espécie vegetal Humulus lupulus, em sua forma natural ou industrializada,
aptos para 0 consumo humano (BRASIL, 2019). E responséavel por conferir & cerveja o sabor
amargo e o0 aroma caracteristico da bebida, devido a presenca de grande quantidade de 6leos
essenciais presentes em sua composi¢cdo. Além disso, possui acdo antisseptica e bactericidas,
que contribuem para a estabilidade do sabor e da espuma da cerveja (OLIVEIRA et al., 2017).
Vale ressaltar que o amargor na cerveja depende da quantidade de lapulo utilizada, da
concentragdo de a-acidos presente na planta e do tempo de fervura durante a fabricagdo. Em
geral, os lupulos do amargor séo adicionados no inicio da fervura enquanto que os de aromas
no final, afim de evitar a perda dos compostos aromaticos e volateis que compdem o aroma e
sabor da bebida (COELHO NETO et al., 2020).

Humulus lupulus é uma planta pertencente a familia Cannabinaceae, oriunda do
Hemisfério Norte, sendo os paises do Norte europeu e 0os EUA, 0os maiores produtores da
espécie (OLIVEIRA et al.,2017). No Brasil, a planta é cultivada nos estados do Rio Grande do
Sul, Parana e Santa Catarina. Contudo, as condigdes climaticas inadequadas e falta de

informacdes técnicas como uso de defensivos agricolas, a presenca de ervas daninhas, a escolha
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do sistema de conducdo, o periodo de poda, o ponto de colheita e o0s niveis de adubacéo s&o
alguns dos fatores que tém dificultado o cultivo da planta no pais (FAGHERAZZI E RUFATO,
2018).

As leveduras utilizadas na producdo de cervejas, sdo microrganismos da espécie
Saccharomyces cerevisae, unicelulares, desprovido de clorofila e que se reproduzem por
aglomeragdo. Quando misturada ao mosto, em condi¢Oes determinadas, metabolizam o0s
acucares fermentaveis, produzindo alcool majoritariamente, diéxido de carbono e outros
compostos (PAYA et al., 2019). As leveduras sio divididas normalmente em dois grupos: Ale
(que s&o de alta fermentacdo) e Lager (que sdo de baixa fermentacéo).

As Ales, durante o processo de fermentacdo, atuam na superficie do liquido e o seu
desempenho é mais eficaz numa faixa de temperatura entre 14°C e 25°C. O resultado é uma
cerveja com sabor frutado, devido a formacdo de ésteres durante a fermentacdo. As Lagers,
durante o processo situam-se no fundo do recipiente, onde a fermentacdo ocorre. Seu
desempenho é melhor numa faixa de temperatura entre 4°C e 18°C. Esta condicdo favorece a
baixa producdo de ésteres resultando em cervejas com sabores maltados. O processo de
fermentacdo, para os dois grupos, dura de trés a cinco dias, em média, e o0 seu desempenho é
avaliado em funcdo da conversdo dos agucares em dioxido de carbono, e da baixa producao de
compostos indesejaveis (COELHO NETO et al., 2020).

O processo de fabricacdo da cerveja poder ser descrito em varias etapas de acordo com
a formulacdo empregada (COELHO NETO, 2020; PIMENTA et al., 2020; KEMPA et al.;
2017; PAYA et al., 2019; HUMIA et al., 2019). Oito etapas sdo consideradas principais: (i)
maltagem, (ii) moagem, (iii) mosturacao, (iv) filtracdo, (v) fervura, (vi) fermentacdo, (vii)
maturacao e (viii) envase. Um esquema representando as etapas do processo de producao da

cerveja esta apresentado na Figura 2.

Figura 2-Esquema do processo de fabricacdo da cerveja.
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Fonte: adaptado de Pimenta et al., (2020)
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i) Maltagem: consiste na geminacdo do grdo de cevada ou de outros cereais em
condigdes ambientais controladas;

i) Moagem: consiste na trituragdo do malte para romper a casca e deixar a parte interna
do gréo exposta e, assim, facilitar a separacéo da casca e do grdo e o contato com a agua;

iii) Mosturacédo: consiste na producdo do mosto. Coloca-se o malte triturado em contato
com a &gua e submete-se a um aquecimento gradativo de 40°C a 78°C, com auxilio de uma
rampa de temperatura. Entre 40°C e 45°C, ocorre a hidratagdo do grdo e ativacdo das enzimas
a-amilase e B-amilase, responsaveis por converter o amido do cereal em agucares fermentaveis.
Entre 50°C e 55°C, ocorre a quebra das proteinas que envolvem o amido. Entre 60°C e 72°C,
acontece a acdo das enzimas sobre o amido. Entre 76°C e 78°C, no final do processo, ocorre
inativagdo das enzimas o-amilase e f-amilase. O tempo de permanéncia em cada intervalo de
temperatura depende da formulacéo escolhida e dos resultados pretendidos por cada fabricante.
O tempo total da mostura gira em torno de 60 minutos e o resultado é um liquido agucarado
denominado mosto;

iv) Eiltracdo: nesta etapa 0 mosto resultante € filtrado para remocao do bagaco do malte.

v) Eervura: o mosto € aquecido a 100°C para que ocorra a esterilizacdo. A etapa dura
em torno de 60 minutos, podendo variar de acordo com a formulagdo. Nessa fase, ocorre a
adicdo do lipulo. A elevada temperatura favorece a conversdo dos a-acidos (humulones) em
seus isémeros iso-a-acidos (iso-humulones), responsaveis pelo amargor da bebida. Apds o
tempo de fervura o mosto € resfriado até a temperatura entre 14°C e 25°C (alta fermentacao)
ou entre 4°C e 18°C (baixa fermentacao), para a inoculacéo da levedura e inicio da fermentacéo
alcoolica;

vi) Fermentacdo: ocorre em recipientes fechados (tanques fermentadores) equipados
com valvulas que permitem a liberacdo de dioxido de carbono (CO2) produzido e, a0 mesmo
tempo, impedem a entrada de ar ambiente, viabilizando o controle da pressdo e impedindo o
contato com o ambiente externo para evitar contaminacdes. Esta fase dura, em média, de cinco
a dez dias. O resultado é um liquido rico em alcoois;

vii) Maturacdo: consiste em um método de remocdo de sabores estranhos. A cerveja
“verde” (recém produzida), resultante da fermentacdo, ¢ retirada do tanque fermentador (com
leveduras inativas) para um tanque isento de impurezas (tanque maturador) onde a cerveja é
mantida por trinta dias ou mais, dependendo do estilo da cerveja desejado. Esta etapa é
importante para que leveduras, ainda ativas, continuem a produzir CO_ para eliminar compostos
volateis indesejaveis;

viii) Envase: ¢ a ultima etapa do processo de produgdo da cerveja e pode ser feito em
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recipientes diversos tais como latas, garrafas, barris de ago inox e/ou vidro;
Vale ressaltar que o esquema da Figura 2 pode ser aplicado para a producao de qualquer
tipo de cerveja e, sendo necessario, outras etapas poderdo ser incluidas.

2.1.1 Cerveja artesanal

De acordo com a CERVESIA (2021), a definicdo de cerveja artesanal tem dividido
opinides no Brasil. O termo artesanal faz referéncia a tudo que ¢ feito de forma manual sem
recursos industriais e/ou técnicas elaboradas. Especialistas da area entendem que a qualidade
da matéria-prima, os ingredientes, o tempo de maturacédo, a ndo utilizacdo de aditivos e outros
fatores subjetivos deveriam ser considerados para conceituar o produto.

Na auséncia de uma definicdo oficial, as cervejas artesanais vém sendo consideradas
como aquelas produzidas em pequena escala e desenvolvidas com ingredientes tradicionais
como a cevada maltada, e com uma quantidade maior de malte por litro, quando comparada as
cervejas convencionais (SCHABO et al., 2021). Para Ferreira (2019), a cerveja artesanal pode
ainda ser definida como aquelas que sdo produzidas em pequena escala e associada a um
processo de fermentacdo lenta, sem adicdo de preservantes, estabilizantes, corantes ou que
contenha algum diferencial em comparacao as cervejas industrializadas.

De acordo com o historico, a cerveja era produzida de forma artesanal e apenas para
consumo familiar até o final do século XIX, principalmente por imigrantes europeus instalados
no Brasil. Com o aumento de impostos e as dificuldades para importacdo de outras bebidas, no
final daquele século, o consumo da cerveja ganhou forca e o resultado foi o aumento da
producdo, geracdo de empregos e crescimento do setor (RAMOS e PANDOLFI, 2019).

Com o avanco da industrializacdo no pais, no inicio no século XX, e o crescimento da
producdo de cerveja em grande escala, muitas cervejarias pequenas foram compradas pelas
grandes marcas produtoras de cervejas industrializadas, ja estabelecidas no mercado,
aumentando ainda mais a queda na producdo de cerveja artesanal. Além disso, o baixo custo da
bebida produzida pelas grandes indastrias contribuiu significativamente para o declinio das
cervejarias artesanais. Somente a partir de 1990, a producéo artesanal deu inicio a sua retomada
no pais (SEBRAE, 2021).

Até o inicio do século XX, o mercado de cerveja no Brasil era disputado por grandes
grupos produtores de cerveja em larga escala. Atualmente, dois tipos de cerveja vém se
destacando no mercado brasileiro: a cerveja industrializada, produzida por grandes empresas e
lideres no mercado nacional, e as de diferentes estilos, oriundas de cervejaria artesanais e

microcervejarias, que atendem o mercado regional (DALLA SANTA et al., 2020).
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Alguns fatores diferem as cervejas artesanais das industriais. As artesanais sdo
produzidas em cervejarias artesanais ou microcervejarias, produzidas em menor volume e 0s
ingredientes, em particular o lupulo e o malte, sdo adicionados em quantidades diferenciadas,
conferindo caracteristicas peculiares a bebida (TOMASI e FORTES,2019). Além disso,
possuem estilos unicos e formulas exclusivas que lhe conferem melhores aromas e sabores
(LOPES et al., 2018).

O seguimento das cervejas artesanais visa a producdo de um produto com alto valor
agregado, por utilizarem processos de fabricacdo e/ou ingredientes diferentes das cervejarias
em larga escala. O seu intuito é atender tradigdes e obter qualidade diferenciada. Além disso, o
uso de ingredientes tais como folhas, sementes, frutas, entre outros, contribui largamente para
as caracteristicas da bebida, favorecendo a diversidade de oferta (DALLA SANTA et al., 2020).

Um crescimento no segmento de cervejas artesanais vem sendo observado, ao longo dos
anos. Este consumo tem sido marcado por um publico seleto e mais exigente acerca da
qualidade da bebida (FERREIRA, 2018). Para este publico, as cervejas de massa séo
denominadas como sem sabor, enquanto as artesanais tém estilo e alta qualidade (MELLO e
SILVA, 2020). Tendo em vista um mercado onde as cervejas industrializadas produzidas por
grandes grupos sdo predominantes (MELLO et al., 2017), as cervejas artesanais, mesmo
produzidas em pequena escala, vém tendo seu espaco cada vez mais consolidado (KEMPA et
al., 2017).

Dar atencdo aos clientes e procurar atender as suas necessidades e expectativas €
indispensavel para toda e qualquer atividade. Tal entendimento permitira a empresa produtora
adequar o seu processo (MELLO e SILVA, 2020). Um estudo realizado pelo Sebrae entre o
ano de 2018 e 2020 mostrou o interesse dos produtores de cerveja artesanais pela busca de
qualificacdo pessoal e tecnologias que possam contribuir para melhoria continua dos processos
em toda a cadeia produtiva da bebida (SEBRAE, 2021a).

Para a producdo de cervejas artesanais, faz-se necessario a definicdo de um estilo,
criacdo de uma receita, selecdo de ingredientes, moagem do malte, mosturacao, clarificacao,
fervura, fermentacdo, maturacdo e envasamento. Ou seja, em linhas gerais 0 processo € comum
para todos os fabricantes. O diferencial entre um e outro basicamente é o tipo de ingredientes
selecionados (SEBRAE, 2021).

Vaérias opcdes de ingredientes, além dos obrigatorios e definidos legalmente, podem ser
agregadas de forma a contribuir com o sabor, aroma e outras caracteristicas da bebida. Portanto,
inovar neste seguimento para se manter competitivo é: priorizar a qualidade dos ingredientes,

investir em insumos locais, divulgar a identidade do produto, contribuir para o crescimento do
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local e/ou regido onde o produtor se encontra instalado, fazer uso de técnicas de producdo e
desenvolver novos estilos e variedades de sabores (SEBRAE, 2021). Neste sentido, alguns
estudos envolvendo o uso de ingredientes nédo tradicionais tém sido apresentados na literatura.

Kempa et al. (2017), utilizaram mel silvestre, mel de eucalipto e mel de uva japonesa,
como adjunto cervejeiro na producgéo de cerveja artesanal de alta fermentacdo (ALE), a fim de
avaliar a influéncia do mel no produto final. As cervejas foram formuladas com adi¢do de 35%
de adjunto cervejeiro (mel) em relacdo ao extrato do mosto original (malte de cevada). Na
caracterizacdo das amostras de mel e das cervejas produzidas, foram analisados o0s seguintes
parametros fisico-quimicos: pH, °Brix, acidez livre, lactdnica e total, hidroximetilfurfural,
acucares redutores totais, atividade diastésica, reacdo de Lund e reacdo de Lugol. Para estes
parametros, os resultados obtidos mostraram que as amostras produzidas apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas coerentes com os padrdes estabelecidos na legislacdo. Quanto
ao teor alcodlico, as cervejas com mel apresentaram resultados inferiores quando comparadas
com a cerveja referéncia (sem adicéo de mel). Os autores concluiram que novas proporcoes do
adjunto devem ser testadas afim de evitar a inibigdo por excesso de substrato e promover o
aumento do teor alcoolico.

Dalla Santa et al (2020) utilizaram a fruta pitaya, de polpa vermelha, na elaboracéo de
cerveja artesanal de alta fermentacédo para avaliar a contribuicdo da fruta na bebida. As cervejas
obtidas foram caracterizadas fisico-quimicamente atraves dos parametros: pH, sélidos solaveis,
extrato seco, fendlicos totais e andlise colorimétrica. Os resultados mostraram que para 0S
parametros fisico-quimicos ndo foram apresentadas alterac6es significativas com a adi¢édo da
pitaya. O teor alcoolico variou entre 5,75% e 6,85%, considerado satisfatorio pelos autores. A
adicdo da fruta elevou a concentracdo de compostos fendlicos totais, que sdo benéficos para a
salde, sugerindo a migracdo dos compostos presentes na fruta para a cerveja. A cor na amostra
onde foi usada 20 g L? da polpa da fruta, apresentou tom mais escuro, impactando
positivamente na aparéncia da bebida. Os autores concluiram que a adicdo da fruta pitaya na
cerveja contribuiu com caracteristicas envolvendo a cor e o teor de fendlicos sem interferir no
processo e qualidade do produto final.

De Lima et al. (2021) utilizaram polpa de pitanga na producdo de cerveja artesanal de
alta fermentacdo para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas da bebida, apds o processo de
clarificacdo. Foram analisados o0s seguintes parametros fisico-quimicos: sélidos soltveis (SS),
pH, acidez total, residuo seco, extrato real e teor alcodlico. Todos os resultados fisico-quimicos
encontrados foram satisfatorios. De acordo com 0s autores as caracteriza¢des das cervejas com

adicdo de polpa de pitanga apresentaram resultados similares aos valores da literatura para este
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estilo de cerveja. Os autores ainda sugeriram a realizacdo de teste sensorial em trabalhos
futuros, afim de avaliar a aceitagdo do mercado.

Com base nas informacdes anteriores é possivel verificar que o uso de ingredientes nao
convencionais como frutas e especiarias na cerveja tem sido uma alternativa para atender um
mercado que tem se tornado cada vez mais adepto aos novos estilos e sabores de cervejas. Vale
ressaltar que a escolha adequada destes ingredientes, a combinagéo destes com os ingredientes
obrigatorios e o processo de fabricacdo, sdo critérios que devem ser observados visando um
produto final diferenciado e com qualidade.

2.2 Padroes de qualidade para a cerveja

A fermentacdo, condigdes ambientais, cepa de leveduras e as matérias-primas
(principalmente malte e lGpulo) séo fatores que contribuem para o perfil quimico da cerveja,
promovendo a formacdo de compostos que contribuem para a composi¢do do aroma e sabor
caracteristicos da bebida. Entretanto, a combinacdo destes fatores também pode promover a
formacdo de compostos com caracteristicas indesejaveis (COELHO NETO, 2020).

Agentes quimicos e microbiolégicos sdo exemplos de contaminantes que podem estar
presentes na cerveja. Estes podem ser oriundos diversas tais como: matérias-primas, do
processo de fabricacdo ou ainda do proprio ambiente da cervejaria (RODHOUSE e
CARBONERO,2017). Para os fabricantes da bebida, que buscam se manter num mercado
extremamente competitivo, ter o processo envolvido em um caso de contaminacédo, de qualquer
natureza, pode comprometer e muito a confiabilidade do produto (GOODMAN,2020).

No tocante a contaminacdo por agentes microbiologicos, a cerveja é considerada um
alimento seguro. Isso se deve a presenca do etanol, do didxido de carbono, dos acidos amargos
do lupulo e o baixo pH que, juntos, contribuem para a formacédo de um ambiente desfavoravel
ao crescimento da maioria dos microrganismos de degradacéo da cerveja. Contudo, um grupo
pequeno de microrganismos resistentes a este ambiente podem crescer e promover a degradacao
da bebida. Dentro deste grupo, os Lactobacilos sdo os mais comuns, sendo a espécie
Lactobacillus brevis, “a bactéria de deterioragdo mais significativa”. Esta bactéria pode ser
encontrada em todas as etapas do processo de fabricacdo, no processo de embalagem e no
armazenamento (RIEDL, et al., 2018).

Agentes quimicos de natureza inorganica encontradas na cerveja, podem ser oriundos
de fontes como: solo, agua, cereais, lUpulo, levedura e ainda da contaminagdo do ambiente.

Estes agentes podem alterar as caracteristicas do produto como por exemplo a clareza e o sabor
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da bebida (ANDERSON et al., 2019), comprometendo a sua qualidade (LEAO et al., 2017).
Espécies quimicas de natureza organica, como por exemplos os aldeidos, por sua vez, podem
interferir nas caracteristicas sensoriais da bebida, contribuindo para a formacdo de aromas e
sabores desagradaveis (ANDERSON et al., 2019).

No Brasil, os padrbes de qualidade da cerveja sdo regulamentados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) por meio Instrugdo Normativa (IN) n° 65, de
10 de dezembro 2019 (IN 65/2019) e pela Agencia de vigilancia Sanitaria (ANVISA), através
da Diretoria Colegiada RDC N° 65, de 29 de novembro de 2011. A IN 65/2019 estabelece os
padrdes de identidade e qualidade para cervejas por meio das andlises de parametros
microbioldgicos, fisico-quimicos, organolépticos e contaminantes inorganicos (BRASIL,
2019), enquanto que a RDC 65/2011 estabelece os limites para os aditivos permitidos para a
cerveja (BRASIL, 2011). Os valores de referéncias estabelecido por ambas as legislacdes
citadas estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1- Padrdes de ldentidade e Qualidade para cerveja.

1 - Pardmetro microbioldgico Tolerancia

Coliformes a 35°C/50mL Auséncia

2 - Parametros Fisico-quimicos Minimo Maximo

Graduacdo alcoodlica, %v vta 20°C, para cervejas (art. 2°) 0,5 54

Graduacdo alcoodlica, %v vta 20°C, para cervejas sem alcool (art. 11, 1) 0,5

Graduacdo alcoodlica, %v v'ta 20°C, para cervejas sem alcool (art. 31) 0,05

Graduacdo alcoodlica, %v vta 20°C, para cervejas com teor alcodlico reduzido (art. 0,51 2

11 incisos 1)

Extrato primitivo Ep, % m.m (art. 7°, §1°) 5

Quantidades de adjuntos na cerveja em porcentagem de massa do Ep em (% m.m™) 45

Quantidades de adjuntos na cerveja puro malte Ausente -

Corantes artificiais Ausente -

Edulcorantes Ausente -

3 - Parametros Organolépticos

Aromas estranhos Ausente

Aspectos sensoriais Limpido ou turvo, com ou sem

presenca de sedimentos proprios
4 - Contaminantes inorganicos Tipo de Maximo
cerveja

Arsénio (mg L) Alcdolica 0,1
Analcoolica 0,05

Chumbo (mg L) Alcoolica 0,2
Analcoolica 0,05

Cédmio (mg L?) 0,02

Estanho (mg L!) para bebidas enlatadas 150

Fonte: Adaptada de Brasil, (2019). Ep=Extrato primitivo; Analcoolica = sem alcool
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Tabela 2-Aditivos alimentares e seus limites permitidos pela legislacdo brasileira, para cervejas.

Aditivos

Limite Méximo (g/100g ou g/100mL)

Acidulantes/reguladores de acidez

Acido lactico (L-, D- e DL-)

Acido malico (D-, L-)

Acido citrico

Acido fosférico, acido orto-fosforico

Quantum satis*
Quantum satis
Quantum satis
0,044 (como P)

Antiespumantes

Dimetilsilicone, dimetilpolisiloxano,
polidimetilsiloxano

0,001

Antioxidantes

Dioxido de enxofre, anidrido sulfuroso
Sulfito de sddio

Bissulfito de sodio, sulfito acido de sédio
Metabissulfito de sédio

Metabissulfito de potassio

Sulfito de potassio

Bissulfito de calcio, sulfito acido de calcio
Bissulfito de potassio

Acido ascorbico (L-)

Ascorbato de sodio

Ascorbato de calcio

Ascorbato de potassio

Acido eritorbico, 4cido isoascorbico
Eritorbato de sddio, isoascorbato de sodio
Tiossulfato de sédio

0,005 (como SO; sozinhos ou em combinacao)

0,03
0,03 (como &c. ascérbico)
0,03 (como &c. ascérbico)
0,03 (como &c. ascorbico)
0,01 (como &c. eritorbico ou isoascorbico)
0,01 (como &c. eritorbico ou isoascorbico)
0,005 (como SO; sozinho ou em combinacao)

Aromatizantes

Aromatizantes naturais (somente 6leo essencial,
esséncia natural ou destilado vegetal de sua origem)

Quantum satis

Corantes

Riboflavina

Carmim, cochonilha, acido carminico, sais de Na, K,
NHse Ca

Clorofila

Vermelho de beterraba, betanina

Caramelo | — simples

0,01
0,01 (como &c. carminico)

Quantum satis
Quantum satis
Quantum satis

Caramelo Il — processo amonia 5,0
Caramelo IV — processo sulfito-aménia 5,0
Carotenos: extratos naturais 0,06
Estabilizantes

Alginato de propileno glicol 0,007

Goma arébica, goma acécia
Goma xantana

Pectina, pectina amidada
Metilcelulose
Hidroxipropilmetilcelulose
Carboximetilcelulose sddica

Quantum satis
Quantum satis
Quantum satis
Quantum satis
Quantum satis
Quantum satis

Fonte: adaptada de Brasil, (2011); *Quantum satis = quantidade suficiente para
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Conforme observado nas tabelas anteriores, as legislagdes citadas ndo fazem referéncia
aos compostos carbonilicos livres e/ou ligados. A auséncia de valores de referéncias para estes
compostos € um dos fatores de relevancia para o desenvolvimento de estudos envolvendo a
identificacdo e a quantificacdo destas substancias na cerveja, contribuindo para melhoria da
qualidade da bebida.

2.3 Compostos Carbonilicos

Os compostos carbonilicos sdo classificados como toda e qualquer molécula organica
que possua, em sua estrutura, pelo menos um grupo funcional carbonila, representado como
R2C=0. Estes compostos podem ser originados de contaminacdo de petréleo e etanol, de
matérias-primas das industrias alcoolquimicas e petroquimicas, da extrusdo a altas temperaturas
usadas no processo de producdo de polimeros e, ainda de reagbes fotoquimicas de
hidrocarbonetos. Na natureza, os compostos carbonilicos podem ainda ser formados a partir de
fontes naturais (como queimadas de florestas) e pela acdo do homem (como emissdes
veiculares) (VIEIRA et al., 2012).

A exposicdo humana aos compostos carbonilicos, podem ocorrer de trés maneiras
distintas: (i) exposicdo cutanea, que ocorre atraves da epiderme com 0 uso em cosméticos; (ii)
inalacdo, que ocorre por exposicdo aos altos niveis destes compostos no ar ambiente; e (iii)
exposicdo por ingestao, que pode ocorrer atraves do consumo de diversos tipos de alimentos e
bebidas. Espécies como os aldeidos estdo presentes em diversos materiais e sdo bastante usadas
nas induastrias téxteis, alimenticias e farmacéuticas, podendo ainda serem utilizados como
conservantes em cosméticos. Nos alimentos, os compostos carbonilicos sdo encontrados numa
ampla variedade de produtos tais como: vegetais, frutas, laticinios, e em diversos tipos de
bebidas alcodlicas (LAGHRIB et al., 2019).

No vinho, por exemplo, os compostos carbonilicos séo originados, principalmente, nas
etapas de fermentacdo e maturacdo; porém, existem relatos da presenca de formaldeido,
acetaldeido, acroleina, furfural em todas as fases da vinificacao, incluindo nas uvas e no produto
final (PETERLE et al., 2019). Na cerveja, 0os compostos carbonilicos podem ser originados
durante a queima do malte, favorecendo a formacdo de derivados furanos, nas etapas de
mosturacdo, fermentacdo e maturacdo. Sendo a fermentacdo alcodlica, a etapa de maior
contribuicio para a formacéo destas substancias (ANDRES-IGLESIAS et al., 2016).

A presenca de carbonilicos na cerveja influenciam significativamente nas propriedades

sensoriais, principalmente, no sabor e cheiro caracteristicos da bebida (NCUBE et al., 2020).
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Além disso, alguns compostos carbonilicos podem formar, no organismo humano, uma série
de compostos conhecidos como “adutos”, os quais podem interagir com o DNA - &cido
desoxirribonucleico (do inglés deoxyribonucleic acid), promovendo mutac¢des e aumentando o
risco de cancer em algumas partes do organismo (PETERLE et al., 2019). Na lista de
classificagdo da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC), alguns compostos
carbonilicos estdo entre os que apresentam caracteristicas carcinogénicas (IARC, 2021). O
acetaldeido e o formaldeido ingeridos especificamente por meio de bebidas alcoolicas,
encontram-se listados no Grupo 1 (compostos com carcinogeneidade confirmada para
humanos). A acroleina e o furfural estdo no Grupo 3 (compostos cuja carcinogeneidade ainda
estdo em estudo) (LAGO e WELK, 2019).

Outras doencas capazes de representar riscos a satde humana podem estar relacionadas
a exposicdo aos compostos carbonilicos. O formaldeido pode estar relacionado a leucemia e o
cancer de nasofaringe. J4 o furano e o furfural estdo associados a neoplasias hepéticas
(carcinomas). A acroleina pode contribuir para a esclerose multipla, doenca de Alzheimer,
doencas cardiovasculares, hepato e nefrotoxicidade (FERREIRA et al., 2018a). O acetaldeido
pode aumentar o risco de cancer em varias partes do corpo tais como figado, trato aerodigestivo
superiores, intestino grosso e mamas.

Outro efeito causado pelo acetaldeido ¢ a veisalgia, mais conhecida como “ressaca do
dia seguinte”. Este efeito ocorre apds o consumo de bebidas alcodlicas, a exemplo da cerveja.
Os altos niveis desta substancia no organismo, resultante também da conversao do etanol. Entre
0s sintomas da ressaca encontram-se dor de cabeca, nauseas, sonoléncia, fadiga e vomito
(SRINIVASAN et al, 2019). Presente no discurso da grande maioria dos consumidores de
bebidas, incluindo as cervejas artesanais, com a intencdo de comunicar o estado de debilidade
da saude fisica a que sdo acometidos no dia seguinte ao de uma bebedeira a ressaca pode, talvez,
ser a denuncia que o proprio organismo faz a respeito da possivel agressividade que o0s
compostos carbonilicos Ihe causam. Diversos trabalhos abordando a presenca de compostos
carbonilicos em bebidas sdo encontrados na literatura.

ZACARONI et al. (2011) analisaram furfural e acroleina em aguardentes de cana. As
concentracdes de furfural variaram de 4,28 a 39,78 mg/100mL de alcool anidro, enquanto que
para a acroleina os valores variaram de ndo detectado a 7,45 mg/100mL de alcool anidro. Dos
resultados encontrados para o furfural, 83% apresentaram valores acima do estabelecido pela
legislacdo brasileira para aguardentes, que é de 5 mg/100 mL de etanol. Para a acroleina, apenas
uma amostra apresentou valor acima do estabelecido pela legislagéo.

MASSON et al. (2012) analisaram presenca de acroleina e outros compostos em
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aguardentes de cana produzidas no Norte e Sul de Minas Gerais. As concentragdes encontradas
para a acroleina variaram de ndo detectado a 25,95 mg/100mL de etanol. 71 amostras foram
analisadas e, destas, 9,85% apresentaram niveis acima do estabelecido pela legislac&o brasileira
(5 mg/100mL de etanol) para aguardentes.

FERNANDES et al. (2018) analisaram amostras de vinho tinto produzidas em varias
regides do Brasil. Nas amostras, foram identificados os compostos carbonilicos (E) -2-nonenal,
decanal e 1,1-dimetil-2-propanona. As concentracGes encontradas ndo foram informadas por se
tratar de uma analise qualitativa, indicando apenas presenca ou auséncia dos compostos alvos.

FERREIRA et al. (2019a) analisaram compostos carbonilicos (formaldeido,
acetaldeido, acroleina e furfural) em amostras de mosto de uva e vinho. Os resultados
encontrados para 0 mosto e o vinho foram: formaldeido (ndo quantificado para as duas
matrizes), acetaldeido de 19,9 a 34,9 ug L™ (mosto) e 30,1 a 44,0 pug L (vinho); acroleina 40,2
a50,2 pug L (mosto) e 1,0 a 1,5 pug L (vinho); furfural 5,6 a 7,1 ug L™ (mosto) e < 0,7 a 1,5
ug L (vinho).

Adicionalmente, WANG et al. (2012) analisaram formaldeido em diferentes tipos de
cervejas. As concentracdes encontradas variaram de 172 a 385 ng mL™.

RICO-YUSTE et al. (2016) analisaram o composto carbonilico furfural em amostras de
cervejas envelhecidas. Os resultados encontrados foram 202, 330, 366 e 687 pg L™ para os
respectivos dias de armazenamento (49, 187, 284 e 627 dias), indicando que ha possibilidade
de formacdo deste composto durante o periodo de envelhecimento da bebida, devido ao
aumento gradativo da concentracdo deste contaminante ao longo desta etapa do processo
produtivo, podendo comprometer a qualidade do produto final.

A presenca de compostos carbonilicos em diferentes tipos de bebidas alcéolicas, e em
diversos niveis de concentracao, conforme apontaram os estudos citados, sdo alguns dos fatores
que tém motivado o estudo destas espécies em cervejas artesanais (HERNANDES ET AL.,
2020).

Os compostos carbonilicos podem estar presentes na cerveja em duas formas: livres e/ou
ligados. Na forma livre, contribuem significativamente para o sabor da bebida. Na forma ligada,
estes compostos ndo sdo evaporados e nem séo transformados em seus alcoois correspondentes,
0 que dificulta a sua percepcdo do ponto de vista analitico e sensorial (LEHNHARDT et al.,
2019).

A formacdo dos compostos ligados ¢é favorecida pela alta reatividade dos carbonilicos.
Estes compostos podem reagir com varios outros compostos presentes na cerveja. A baixa

volatilidade destas espécies ligadas é um dos fatores que dificultam sua eliminacdo durante o
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aquecimento do mosto e acdo das leveduras na etapa de fermentacdo sendo levados até o
produto final. Estes compostos, ligados a intermediarios como iminas, bissulfito, cisteina,
proteinas e outros, que possivelmente se encontram presentes na matriz cervejeira, Sao
considerados os mais relevantes para a formacdo dos sabores desagraddveis da cerveja
(TRUEBA et al., 2021).

O mecanismo claro de como essas interagdes ocorrem ainda ndo foi esclarecido na
literatura. Entretanto, sendo a cisteina e o bissulfito intermediarios bastantes conhecidos nos
produtos cervejeiros, a formacgdo de carbonilicos ligados a estas espécies € bastante viavel.
Conforme propde TRUEBA et al. (2019), uma forma esquematica de representacao das reaces

quimicas para 0s compostos carbonilicos ligados em cervejas esta representada na Figura 3.

Figura 3-Representacdo esquematica das reacdes quimicas envolvendo a formacéo de CC ligados em cervejas.
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Fonte: Adaptado de TRUEBA et al., (2019)

2.4 Metodos utilizados para analise de compostos carbonilicos

Os métodos de referéncia adotados no Brasil, pelo Ministério da Agricultura,
Agropecuéria e Abastecimento (MAPA), para analise de cervejas sao aqueles padronizados
pela Association of Oficial Analytical Chemists (AOAC), European Brewing Convention (EBC)
e pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL). Para analise de aldeidos totais, em particular, o
recomendado pelo IAL e AOAC é um método titulométrico classico, baseado na reacéo entre
bissulfito e aldeidos presentes na amostra, titulado com solucédo de iodo, na presenca de amido
(IAL 2008). Este método, entretanto, quantifica somente os aldeidos na sua forma total e a
expressdo dos resultados é dada em funcdo apenas do acetaldeido (BRASIL, 2009). Esta
limitacdo inviabiliza a aplicacdo deste método na analise de varios compostos de forma
individual e simulténea.

A determinacdo de compostos carbonilicos, entretanto, tem sido um desafio entre a
comunidade cientifica. A auséncia de propriedades cromoforas, a volatilidade e a alta

reatividade sdo algumas das caracteristicas destes compostos que dificultam a sua deteccdo.
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(ZHAO, 2016). Assim sendo, tratamentos envolvendo reacdes de derivatizagdo vem sendo
usados como alternativa no tratamento de amostras. A derivatizagdo visa melhorar a deteccéo
e tornar os analitos mais estaveis. Como derivatizantes, reagentes a base de hidrazonas sdo
comumente usados para modificacdo de compostos carbonilicos, sendo a 2,4-
dinitrofenilidrazina (2,4-DNPH) o reagente habitualmente mais usado (KISHIKAWA, 2019).
Um esquema da reacdo de derivatizagcdo dos compostos carbonilicos por meio do uso da 2,4-
DNPH ¢é apresentado na Figura 4.

Figura 4-Esquema da reacdo de derivatizacdo de compostos carbonilicos (CC).

2,4-DNPH CC-2,4DNPHo

Fonte: Adaptado de WILLIAMS et al. (2019). CC-2,4-DNPHo = 2,4-dinitrofenilidrazona do CC

Outro fator que dificulta a quantificacdo de compostos carbonilicos e requer atencéo é
a massa molecular. Os compostos de massas moleculares elevadas, quando presentes nas
amostras, geralmente sdo encontrados a niveis de tragos, tornando necessario 0 uso da pré-
concentracdo para que sejam detectados. Neste sentido a extracdo em fase solida (SPE- Solid-
phase extraction) € um dos principais métodos empregado na pré-concentracdo de analitos
tracos, incluindo compostos carbonilicos (CARDOZO, 2021).

A extracdo em fase sdlida pode ser aplicada em diversos tipos de amostras como:
bebidas, alimentos, ambientais e bioldgicas entre outras. O seu principio basico consiste em
transportar uma solucédo através de uma fase solida (em geral um cartucho contendo sorvente),
com capacidade para reter os analitos de interesse. Depois de retidos os analitos sdo eluidos,
com solventes apropriados, diretamente para o recipiente de coleta. Estes solventes séo
responsaveis pela dessorcdo dos analitos de interesse, da fase solida (ANDRADE-EIROA et
al., 2016). Algumas das vantagens deste método é o alto fator de concentracdo, a extracao
multipla e simultanea dos analitos e o uso de baixo volume de solventes organicos. Contudo,
algumas desvantagens como o custo elevado dos cartuchos e dos dispositivos multivias
(manifolds), alto tempo de analise, entre outras, devem ser consideradas (JARDIM, 2010;
AGUIAR JUNIOR, et al., 2018; CARDOZO et al., 2021).

A aplicacdo de metodologias envolvendo o uso de técnicas instrumentais, como por
exemplo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), tém sido utilizadas como alternativa

no processo de analise de compostos carbonilicos em bebidas alcodlicas, incluindo a cerveja.
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(ZHAO, 2016; RICO-YUSTE et al., 2016). Algumas das vantagens que favorecem do uso da
CLAE sdo: a eficiéncia na separagdo, a identificacdo e quantificagdo de componentes quimicos
em misturas, analises simultaneas de varios compostos e a possibilidade de acoplamento de um
cromatégrafo com sistemas distintos de deteccdo. Esta combinacdo, em geral, contribui na
melhoria da seletividade, diversificacdo dos compostos detectados além de outras informacdes
que podem ser Uteis para o processo de analise (KISHIKAWA, 2019). O uso de técnicas
cromatograficas, na analise dos compostos carbonilicos em amostras de cerveja e seus
componentes, tém sido apresentados em diferentes estudos na literatura.

ZHAO et al. (2016) analisaram compostos carbonilicos em amostras de cerveja
utilizando a técnica de cromatografia liquida equipada com detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD). O composto identificado foi formaldeido, usando acetonitrila como solvente
extrator e como derivatizante o reagente cloridrato de etoxiamina (EAHC). O limite de detec¢éo
(LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram definidos de acordo com a relagéo sinal/ruido da
linha de base e os valores encontrados foram respectivamente 0,016 mg L e 0,042 mg L. As
concentracdes encontradas nas amostras variaram entre 0,17 mg L™ a 0,62 mg L? de
formaldeido. De acordo com o autor o derivatizante (EAHC) foi eficaz para a detecgéo de tracos
de formaldeidos, sendo uma alternativa ao uso de 2,4-DNPH como agente derivatizante.

REICHEL et al. (2021) analisaram compostos carbonilicos em amostras de cevada,
malte pilsen, malte caramelo, malte chocolate e malte preto (componentes da cerveja). Os
compostos analisados foram: hidroxiacetona (isomero Z), acetoina (isdmero Z), hidroxiacetona
(E-isbmero), acetaldeido, 2-metiloxolan-3-ona, acetona, furfural, propanal, 5-metilfurfural, 2-
butanona, butanal, 3-metilbutanal, 2-metilbutanal, pentanal, metilglioxal, hexanal, 2,3-
butanodiona, 2,3-pentanodiona. A técnica de cromatografia liquida equipada com detector de
arranjo de diodos e espectrdmetro de massas com ionizagao por eletrospray (HPLC-DAD-ESI-
MS/MS) foi usada para a identificacdo dos compostos. Como solvente extrator foi utilizada
acetonitrila e 2,4-dinitrofenilhidarzina (2,4-DNPH) como derivatizante. Os limites de detec¢édo
e de quantificacdo, assim como concentragdes encontradas ndo foram informados no trabalho.
Os autores concluiram gue a proposta, baseada na extracdo em baixa pressao, mostrou-se eficaz
para 0 preparo de amostras para analise qualitativa de compostos carbonilicos nas matrizes
estudadas.

HERNANDES et al. (2019) analisaram o0s compostos carbonilicos acetaldeido,
acroleina, formaldeido e furfural, em amostras de cervejas, usando a cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS-SIM), para identificar e quantificar os

compostos. O reagente 2,2,2-trifluoretilhidrazina (TFEH) foi usado como derivatizante. Para
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os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), os valores encontrados foram,
respectivamente: acetaldeido (0,03 e 1,0 ug L), acroleina (0,3 e 2,5 pg L), formaldeido (0,3
e 1,0 ug L), furfural (0,1 e 1,0 pg LY. As concentragBes encontradas para 0s compostos
analisados foram: acetaldeido (1,3 a 1,63 pug L), acroleina (2,6 a 5,4 pg L), formaldeido (2,6
a 385 ug L), furfural (1,15 a 4264,3 pg L1). Algumas amostras apresentaram resultados entre
0 LD e o LQ, sendo, portanto, estes niveis detectados, mas ndo quantificados. Os autores
concluiram que o método proposto se mostrou satisfatério para quantificacdo dos compostos
analisados na matriz estudada. Os dados de validacdo referentes a linearidade, repetibilidade,
recuperacdo e precisdo intermediéria, assim como os limites de detecgdo e quantificagdo
também se apresentaram adequados para a quantificacdo dos compostos. O estudo também
mostrou que a técnica GC-MS-SIM pode ser usada para analisar estes compostos em outras
matrizes.

Informacdes sobre métodos ja empregados para analise de compostos carbonilicos em

diferentes tipos de bebidas encontram-se agrupadas algumas na Tabela 3.



Tabela 3-Métodos empregados para a determinacéo de CC em diferentes tipos de bebidas.
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Matriz CC analisados Extracao/pré- Agente derivatizante Técnica LD Faixa de concentragéo Referéncias
concentragao instrumental
Aguardente de Furfural Acetonitrila 2,4-DPNH HPLC 0,02758mg/100mL (4,28 239,78) mg/100mL  (ZACARONI et al.
cana Acroleina (ND a 7,45) mg/100mL 2011)
Aguardente de Acroleina Acetonitrila/metanol 2,4-DNPH HPLC 0.0516mg/100 mL (0 a 25,95) mg/100mL (MASSON et al. 2012)
cana
Cerveja Formaldeido Acetonitrila 2,4-DNPH HPLC-UV 0,6ng/mL (172 a2 385) ng mL* (WANG et al., ,2012)
Vinho Branco Acetaldeido Acetonitrila 2,4- DNPH HPLC-DAD/MS 5, ugL? (30 a70) mg L? (HAN et al., 2015)
Vinho Tinto (4a6)mgL?
Cerveja Formaldeido Acetonitrila Cloridrato de etoxiamina HPLC-DAD 0,016 mg L™! 0,1720,62) mg L? (ZHAO et al. 2016)
(EAHC)
Cerveja Furfural Acetonitrila 2,4 DNPH HPLC-DAD 19 pugL? (205a687) ug L* (RICO-YUSTE et al.,
2016)
Vinho Formaldeido HS-SPME 2,2,2-trifluoretilhidrazina ~ GC-MS 0,5pugL? (23,4a206) pg L (LAGO et al., 2017)
Acetaldeido (TFEH) 3,0pugL? (51,5a635) ug L
Acroleina, Furfural 1,0 ug L? (8,42410) g L?
1,1pgL? (83,99 a1715) ug L*
Cerveja Acetaldeido HS-SPME 2,2,2-trifluoretilhidrazina~ GC-MS-SIM 0,03 pg L? (1,3a1,63) ugL* (HERNANDES et al.
Acroleina, (TFEH) 0,3pugL? (0,3e25) ugL? 2019),
Formaldeido 0,3pugL? (0,3e1,0)ugL?
Furfural 0,1pglL? (0,1e1,0)ugL*
Agua mineral Formaldeido Acetonitrila 2,4-DPNH LC-MS/MS - (2,6a31,4) uygmL? (ABE et al.,2021)
) Acetaldeido (5,3a144) ugmL*
Agua mineral Formaldeido Acetonitrila 2,4-DPNH LC-MS (0,6 24,0) ug mL? (0 pg.mL1,07 a 125) ug (CARDOZO etal.,
Acetaldeido mL? 2021).
Acroleina,
Acetona,

Propionaldeido,
Crotonaldeido,
Metacroleina,
Isobutiraldeido,
Butiraldeido,
Valeraldeido,
Hexaldeido,
Benzaldeido,
o-tolualdeido e m-
tolualdeido
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E possivel também observar que os compostos majoritariamente analisados sdo de baixa
massa molecular, com destaque para formaldeido, acetaldeido e acroleina. Poucos estudos,
demonstraram a andlise de compostos carbonilicos de massas moleculares maiores. Vale
ressaltar que nenhum dos estudos contempla a analise de compostos carbonilicos ligados,
podendo haver uma subestimacgdo da concentracdo dos compostos carbonilicos em diferentes
bebidas, uma vez que estas substancias podem estar associadas ou ligadas a outros constituintes

presentes nas matrizes analisadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e padroes

e Padrdes analiticos dos compostos carbonilicos, sob a forma de suas respectivas
hidrazonas: formaldeido-2,4-DNPHo; acetaldeido-2,4-DNPHo; acroleina-2,4-
DNPHo; propionaldeido-2,4-DNPHo; crotonaldeido-2,4-DNPHo;
metacroleina-2,4-DNPHo; butiraldeido-2,4-DNPHo; benzaldeido-2,4-DNPHo;
valeraldeido-2,4-DNPHo; cicloexanona-2,4-DNPHo; hexaldeido-2,4-DNPHo;
heptanal-2,4-DNPHo; octanal-2,4-DNPHo; nonanal-22,4-DNPHo; decanal-2,4-
DNPHo

e 2,4-Dinitrofenilidrazina (2,4-DNPH; pureza 97% - Sigma Aldrich);

e Acido fosforico (Vetec);

e Hidroxido de sodio (Dinamica);

e Diclorometano (grau Pesticida - Merck);

e Acetonitrila (grau HPLC — J.T. Backer);

e Agua ultrapura;

e Acido cloridrico

3.2 Equipamentos e materiais

e Balanca analitica

e Placa aquecedora;

e Bomba de vacuo;

e Banho de ultrassom;

e Ultrapurificador de agua;

e Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu);
e Medidor de pH (Digimed);

e Micropipetas de volumes variaveis;

e Sistema de filtracdo a vacuo;

e Filtros para seringa de PTFE (0,45 um);

e Seringas de 5 e 10 mL (plastica ou vidro)

e Cartucho C18 (Sep-Pak, P/N: WAT051910);

e Vial de 2 mL, com tampa rosqueavel e septos faceado com teflon;
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e Papel de filtro qualitativo;
e Vidrarias: proveta de vidro (100mL), béquer de vidro (250mL), baldo
volumétrico (5 e 100 mL), Kitassato (500mL), funil de Biichner (5cm-D),

Erlenmeyer (250mL), dessecador, vidro de reldgio.

3.3 Solugbes-padrao dos compostos carbonilicos

A solucdo multiparametro, contendo 15 compostos carbonilicos, numa concentracéo de
10 mg L, foi preparada por diluicdo em acetonitrila, a partir das solucdes padrdes de
hidrazonas dos compostos carbonilicos (CC) individuais. A solucdo preparada foi transferida
para um frasco ambar devidamente identificado e acondicionado sob refrigeracdo, para uso
posterior. As concentracdes de partida dos padrdes estdo apresentadas na Tabela 4.

Neste capitulo, deve-se descrever qual 0 método empregado para atingir os objetivos e

quais materiais foram necessarios.

Tabela 4-Concentracdo dos padres individuais de hidrazonas dos compostos carbonilicos, em acetonitrila.

Hidrazonas de CC Concentragdo (mg L)
Formaldeido-2,4-DNPHo 510
Acetaldeido-2,4-DNPHo 511

Acroleina-2,4-DNPHo 480
Propionaldeido-2,4-DNPHo 410
Crotonaldeido-2,4-DNPHo 400

Metacroleina-2,4-DNPHo 510
Butiraldeido-2,4-DNPHo 400
Benzaldeido-2,4-DNPHo 400
Valeraldeido-2,4-DNPHo 444
Cicloexanona-2,4-DNPHo 410
Hexaldeido-2,4-DNPHo 510
Hepetanal-2,4-DNPHo 400
Octanal-2,4-DNPHo 410
Nonanal-22,4-DNPHo 500
Decanal-2,4-DNPHo 444

Fonte: a propria autora
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A partir da solugdo estoque (10 mg L), preparada com a mistura dos compostos
carbonilicos, foi preparada uma solucio intermediaria com concentragio de 500 pg L™ Apos
0 preparo a solucgdo intermediaria foi transferida para um frasco &mbar devidamente
identificado e acondicionada sob refrigeracéo.

Para a quantificagdo dos compostos carbonilicos, foram construidas curvas analiticas
por meio de dilui¢Bes sucessivas da solugdo intermediaria, nas concentracdes de 5,0; 10; 25;
50; 100; 200; 300; 400 e 500 ug L para todos os analitos.

3.4 Solugéo de 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH)

A solucéo de 2,4-DNPH, usada para a derivatizagdo das amostras, foi preparada a partir
do sdlido recristalizado com base na descricio de CARDOZO et al. (2020). Para a
recristalizagéo da 2,4-DNPH, uma solugéo a 25% de acetonitrila (ACN) em agua ultrapura foi
preparada. 150 mL da solucédo foi transferida para um Erlenmeyer (250mL) e colocada no
aquecimento a cerca de 260°C. Cerca de 1,5 g do reagente 2,4-DNPH recristalizado foi pesada
e adicionada a solucdo ACN: agua, lentamente e sob agitacdo, mantida no aquecimento até
dissolucéo total do sdlido. Apds dissolucgéo, foi realizada uma filtracdo a quente, a vacuo, da
mistura para um Kitassato contendo 50 mL da solucdo ACN: agua. O filtrado foi entdo
transferido para um béquer e mantido no aquecimento para reducdo do volume até 100 mL.
Apos reducdo do volume, o béquer contendo o filtrado foi fechado com papel filme e
armazenado em dessecador até ocorrer a cristalizagdo (minimo de 12h). O solido recristalizado
foi, entdo, filtrado a vacuo e mantido no dessecador até seu uso. A solucdo de 2,4-
dinitrofenilhidrazina -2,4-DNPH) a 0,5% foi preparada conforme CARDOZO et al. (2021).
Uma massa correspondente a concentracao de trabalho (0,5%) do reagente sélido 2,4-DNPH
recristalizado foi pesada e dissolvida em uma solucdo agua: acetonitrila: acido fosférico P.A
(60:39:1) até a dissolucdo total do solido. A solucdo preparada foi purificada huma extracdo
liquido-liquido usando diclorometano (15 a 20mL) para separacdo das fases. A fase aquosa da
solucdo foi descartada e fase organica contendo 2,4-DNPH foi transferida para um frasco ambar
e armazenada sob refrigeracdo até o momento do uso. Um esquema das etapas de preparo da

solucdo de 2,4-DNPH 0,5% esta apresentado na Figura 5.
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Figura 5- Etapas de preparo da solugdo de 2,4-DNPH.

2,4-DNPH

2,4 DNPH 97% ificacs
o Purificacdo (Solugdo 0,5%)

Recristalizacao

Fonte: a propria autora

3.5 Obtencao e preparo das Amostras

Um total de 13 amostras de cervejas artesanais foram adquiridas em estabelecimentos
comerciais localizados na cidade Salvador, Bahia, Brasil. Na escolha das amostras foram
adotados os seguintes critérios: diferentes marcas, estilos e a disponibilidade no comércio.

Algumas informacdes acerca das amostras utilizadas neste estudo encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5-Informacdes das cervejas artesanais estudadas.

Amostras  Estilo/ Tipo de Cerveja Adjuntos / ingredientes Origem
01 Witbeer Coentro, pimenta da Jamaica e laranja Bélgica
02 Premium Lager Herbal Jamaica
03 Larger Trigo Rio G. do Sul-Brasil
04 Weiss Gengibre Rio G. do Sul -Brasil
05 Pilsen Trigo Rio Negro - Argentina
06 Amber larger Caramelo Rio Negro - Argentina
07 Weiss Laranja e coentro Rio Negro - Argentina
08 Honey wheat ale Mel de abelha Sé&o Paulo - Brasil
09 American Lager Laranja Sé&o Paulo - Brasil
10 American india pale ale Maracuja Sé&o Paulo - Brasil
11 Ale fruitbeer Canela e frutas vermelhas Sé&o Paulo - Brasil
12 Weissbeer Cravo e banana Sé&o Paulo - Brasil
13 Pilsen Cereais frutados S&o Paulo - Brasil

Fonte: a propria autora

Todas as amostras de cervejas artesanais foram submetidas ao processo de
descarbonatacédo, conforme 1AL (2008), para a remocdo do CO», antes de serem submetidas ao
procedimento de derivatizacdo dos compostos carbonilicos. Ap6s a descarbonatacdo as
amostras foram mantidas fechadas e armazenadas sob refrigeracdo (4+2°C), nas embalagens

originais até 0 momento das analises.
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3.6  Analise dos Compostos Carbonilicos Livres

O procedimento utilizado por CARDOZO et al. (2021) para analisar compostos
carbonilicos em &gua mineral foi adaptado e aplicado para quantificar compostos carbonilicos
em amostras de cervejas artesanais. 50 mL de amostra de cerveja foram transferidos para um
erlenmeyer de vidro (125 mL). 5 gotas de acido cloridrico foram entdo adicionadas em cada
uma das amostras para reducdo do pH até <2. Em seguida 10 mL de solucdo de 2,4-DNPH a
0,5% foram adicionados e a mistura foi submetida ao banho de ultrassom por 20 min. Apoés a
derivatizacdo as amostras foram concentradas em cartuchos C18, previamente acondicionados
com 2 mL de metanol. Um filtro de PTFE (0,45 pc) foi conectado numa das extremidades do
cartucho e os compostos carbonilicos retidos nos cartuchos foram eluidos com 1 mL de
acetonitrila (grau HPLC) e filtrados diretamente para o vial de 2,0 mL e injetados no sistema
cromatografico. A reacdo quimica que mostra a derivatizacdo dos compostos carbonilicos nas
amostras de cervejas artesanais estd apresentada na Figura 4. Um esquema do procedimento

descrito anteriormente esta apresentado na Figura 6.

Figura 6-Anélise de Compostos carbonilicos livres — derivatizacao.

Amostra (50mL)

10 mL de 2.4 DNPH Ultrassom Filtracdao
HCl conc. o ) )
{0,5%) (20min) (filtro PTFE 0,45um)
pH<2
. e Concentragdo
Analise Eluicdo em ACN
{Cartucho C18)
HPLC-DAD (1mL)

Fonte: a propria autora

3.7 Analise dos Compostos Carbonilicos Ligados

O procedimento para a determinacdo dos compostos carbonilicos ligados foi adaptado
de CARDOZO et al. (2020). Inicialmente, o pH das amostras foi ajustado até pH 11 para
possibilitar a hidrdlise dos compostos carbonilicos possivelmente ligados a substancias presente
nas amostras de cervejas artesanais. Para isso cerca de 12 gotas hidroxido de sodio 1 mol.L™
foram adicionadas em 50 mL de cerveja artesanal e agitadas por 30 minutos. A p0s agitacdo,
10 mL da solucéo de 2,4-DNPH 0,5% foram adicionados as amostras e estas foram submetidas
ao banho de ultrassom por 20 minutos. Depois de derivatizadas, as amostras foram percoladas
em cartuchos C 18, previamente acondicionados com 2 mL de metanol, para concentracdo dos

analitos. Um filtro de PTFE (0,45 puc) foi conectado numa das extremidades do cartucho e os
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compostos carbonilicos retidos nos cartuchos foram eluidos com 1 mL de acetonitrila (grau
HPLC), e filtrados diretamente para o vial de 2,0 mL e injetados no sistema cromatogréfico.
Um esquema do procedimento descrito esta apresentado na Figura 7.

Figura 7-Analise de Compostos carbonilicos ligados — derivatizacao.

Amostra {50mL} Agitacdo 10 ml de 2,4 DNPH Ultrassom
NaOH (pH =11) {30 min} (0,5%) {20 min)
Filtragao Concentragio Eluicdoem ACN Anilise

{filtro PTFE 0,45 um) {cartucho C18) {1mL) HPLC-DAD

Fonte: a propria autora
Os compostos carbonilicos ligados analisados de maneira indireta, por meio da
quantificagdo dos compostos carbonilicos livres (CCiivres) € dos compostos carbonilicos totais
(CCiotais), Nas amostras de cervejas artesanais. A concentracdo dos CCiigados fOi Obtida pela
diferenca entre as concentragdes dos CCrotal € CClivres CONforme a expressao abaixo.
CC totat — CC jivres = CC ligados

3.8 Condic6es cromatograficas

As analises foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), da marca Shimadzu, equipado com uma bomba
quaternaria (LC-20AT); comunicador (CBM-20A); injetor (SIL-20A); detector (SPD-M20A) e
forno para coluna (CTO-20A). A separacao cromatografica foi realizada utilizando uma coluna
C18 da marca Shimadzu (250 mm x 4,6mm), acoplada a uma pré-coluna C18 da marca Hexis
(12,6mm x 4,6mm). A temperatura do forno foi 40°C. Foram usadas como fase mdvel os
solventes agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B). O gradiente de eluicdo foi: 0 - 2,0 min
(45% B a 75% B); 2,0 — 10,0 min (75% B); 10,0 — 23,0 min (75% B a 100% B); 23,0 — 25,0
min (100% B); 25,0 — 27,0 min (100% B a 50% B); 27,0 — 33,0 min (50% B a 45% B); 33,0 —
33,5 min (45% B). O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min. O volume de injecdo para as solucbes-
padrdo e para as amostras foi de 20 pL. As corridas cromatograficas foram realizadas em
comprimento de onda de 365 nm. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. Vale
ressaltar que as condi¢bes cromatograficas aqui definidas foram adaptadas de CARDOZO et
al. (2021).
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3.9 Validacéo do método

A validacdo de um método é essencial para a garantia da qualidade dos dados analiticos.
E definida como sendo a confirmagio e fornecimento por meio de analises e de evidéncia
objetiva de que os requisitos especificos para uma determinada aplicacdo sdo atendidos
(INMETRO, 2020).

Para avaliar o desempenho do método proposto foram avaliadas as seguintes figuras de
mérito: Seletividade, linearidade, limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ),
repetibilidade (precisdo intradia) e precisdo intermediaria (precisdo interdia) (THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002); (INMETRO, 2020).

3.9.1 Seletividade

Em um método de separacdo, a seletividade mede a capacidade do método em
quantificar e avaliar o analito de interesse na presenca de outros componentes que possam
interferir na sua determinacdo em uma amostra complexa. A seletividade permite distinguir o
composto em estudo dos demais que possam estar presentes na amostra. Este parametro pode
ser avaliado por diversos formas: através da comparacao da matriz isenta do analito de interesse
com uma matriz adicionada; avaliagdo com detectores comparando-se o espectro do pico obtido
na separacdo (amostra) com o pico de um padrdo, onde esta informacdo € utilizada como
indicacdo do composto puro; adi¢do padrao, onde uma curva analitica com adicdo da substancia
de interesse na amostra é comparada com uma curva analitica sem a presenca da matriz.
(RIBANI et al., 2004). Neste trabalho a seletividade foi avaliada comparando os resultados da

matriz isenta com a matriz adicionada com o padréo dos compostos carbonilicos em estudo.
3.9.2 Linearidade

A linearidade esta relacionada a capacidade de um procedimento analitico em gerar
resultados cuja resposta é diretamente proporcional a concentracdo do analito na amostra
analisada. Pode ser avaliada por meio do grafico da curva analitica e do coeficiente de
determinacdo (R%). Um minimo de cinco pontos em niveis de concentracao diferentes deve ser
utilizado para construcdo da curva analitica. Matematicamente, a linearidade € representada
pela expressdo y = bx+a. Onde, y = resposta do instrumento; X = concentracdo; b = coeficiente
angular (inclinacdo da curva) e a = coeficiente linear (intersecdo com o eixo Y) (INMETRO,
2020).

No método proposto, nove niveis de concentracdo 5,0; 10; 25; 50; 100; 200; 300; 400 e
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500 pg L (definidos ap6s avaligdo qualitativa de duas amostras de cervejas), foram analisados.
Com os dados obtidos foram construidos os graficos das curvas analiticas utilizando as médias
das areas dos picos (eixo Y) em funcdo da concentragdo correspondente (eixo X), para cada um
dos compostos carbonilicos analisados.

3.9.3 Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de detec¢do (LD) de um método é a menor quantidade de analito que pode ser
detectada na amostra, mas ndo necessariamente quantificada sob as condic¢Oes estabelecidas
para o ensaio. O limite de quantificacdo (LQ) de um método é a menor quantidade do analito
na amostra que pode ser quantitativamente determinada com preciséo e exatiddo aceitaveis.
Estes parametros podem ser calculados de trés formas: método visual, método da relagéo sinal-
ruido ou pelo método baseado em parametros da curva analitica INMETRO, 2020). No método
proposto, os limites de deteccdo e os limites de quantificagdo foram calculados através dos
parametros das curvas analiticas.

O LD foi obtido multiplicando trés vezes a razdo entre o erro padrdo da intersec¢éo e o
coeficiente da variavel X. O LQ foi calculado multiplicando dez vezes a raz&o entre o erro
padrdo da interseccdo e o coeficiente da variavel X (INMETRO, 2020). As representacdes

matematicas para o LD e o LQ estdo apresentadas nas expressdes 1 e 2.

LD =3 > 1
=3x< (1)
S
LQ=10x¢ (2)

Onde (s) € o erro padrdo da interseccéo e (S) € o coeficiente da variavel X.
3.9.4 Precisdo

A precisdo avalia o grau de proximidade entre os resultados de testes obtidos em
condicdes definidas para uma série de medidas (THOMSON et al, 2002). Pode ser obtida em
diferentes niveis: repetibilidade (preciséo intradia), precisao intermediaria (precisdo interdia) e
reprodutibilidade. A repetibilidade e a precisdo intermediaria foram os parametros avaliados
neste trabalho e os niveis de concentragéo testados foram 5,0 pg L™, 25 pg L, 50 pug L™ e 200

ug L1 A férmula matematica usada no céalculo esta apresentada na expressao 3 abaixo.

RSD% = x 100 3)

média
Onde (SD) é o desvio padrdo das medidas

A repetibilidade foi testada injetando, para cada nivel de concentragdo, cinco solucbes
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padrdes de diferentes preparos, no mesmo dia. Para a preciséo intermediaria, solucGes de cada
nivel de concentragdo foram preparadas uma Unica vez e injetadas em dias diferentes, durante

cinco dias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Separacao cromatogréafica

A separacdo cromatografica mostrou-se satisfatdria para os compostos analisados. O
cromatograma apresentado (Figura 4) é resultado da injecdo de uma solucdo padréo de 50 pg
L contendo os quinze compostos estudados. Contudo, somente quatorze picos foram
identificados. A diferenca evidenciada é devida ndo separacao dos compostos valeraldeido e
cicloexanona em funcdo do efeito de coeluicdo. Estes compostos, quando analisados
individualmente, apresentaram tempos de retencdo muito proximos (14,127min e 13,974min
respectivamente) o que pode ter resultado na sobreposicdo dos picos durante a injecéo
simultanea. De modo a melhorar a eficiéncia da separacdo para estes compostos, uma sugestédo

seria aumentar o numero de pratos tedrico da coluna.

Figura 8- Cromatograma obtido, por HPLC-DAD, de uma mistura padrdo de CC na concentragdo de 50 pg L,
no comprimento de onda de 365nm. Identificacdo dos picos por n° formaldeido (1); acetaldeido (2.); acroleina
(3); propionaldeido (4); crotonaldeido (5); metacroleina (6); butiraldeido (7); benzaldeido (8);
valeraldeido+ciclohexanona (9); hexaldeido (10); heptanal (11); octanal (12.); nonanal (13); decanal (14).

PBeErm aInm]

&0

Tempo (min)

4.2 Validacdo do método
4.2.1 Seletividade

Nas condicGes cromatograficas empregadas foi possivel observar que a amostra
utilizada ndo apresentou espécies quimicas interferentes nos tempos de retencao dos compostos
carbonilicos estudados, conforme mostra os cromatogramas da Figura 9A (amostra isenta) e 9B

(a mesma amostra fortificada com uma mistura dos padrées de CC numa concentracdo de
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200pg L1), demonstrando assim a seletividade do método para analise de compostos

carbonilicos em cervejas artesanais.

Figura 9 - Cromatograma obtido, por HPLC, de uma amostra de (A) uma amostra de cerveja artesanal
isenta e (B) da mesma amostra com adicéo dos padrdes de CC numa concentragéo de 200 pg L, no comprimento
de onda de 365 nm, para certificacdo da seletividade. Identificacdo dos picos por n° formaldeido (1); acetaldeido
(2.); acroleina (3); propionaldeido (4); crotonaldeido (5); metacroleina (6); butiraldeido (7); benzaldeido (8);

valeraldeido+ciclohexanona (9); hexaldeido (10); heptanal (11); octanal (12.); nonanal (13); decanal (14).

Tempo (min)

Tempo (min)

4.2.2 Linearidade

Apos analises dos dados foi possivel observar que o método proposto apresentou boa
linearidade para os niveis de concentragdo: 5a 100 pg L™ para a acroleina; 25 a 300 ug L para
metacroleina; 10 a 200 pg L* para benzaldeido e 5 a 200 pg L™ para os demais compostos.
Estes intervalos apresentaram as melhores respostas em relacdo aos coeficientes de
determinacdo (R?2), cujos valores obtidos variaram de 0,9990 a 0,9999. Estes valores indicam
uma boa dispersdo dos pontos e um ajuste ideal dos dados a linha de regressao, uma vez que,
os valores de R? se mantiveram maiores que 0,99 conforme recomenda a literatura
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; RIBANI et al., 2004). As equacbes das curvas
analiticas, os coeficientes de determinacdo (R?) e as faixas de trabalho estdo apresentados na

Tabela 6. As curvas analiticas para cada composto carbonilico estdo apresentados no Anexo |.
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Tabela 6 - Equacdo das curvas analitica, valores de (R?) e faixa de trabalho do CC analisados.

Compostos Equacéo da curva R? Faixa de trabalho (ug L™)
Formaldeido Y =83,949x - 179,2 0,9996 5a 200
Acetaldeido Y =517,8x + 129,75 0,9997 5a 200
Acroleina Y =157,35x - 312,99 0,9994 5a 100
Propionaldeido Y =125,26x - 59,639 0,9996 5a 200
Crotonaldeido Y =297,68x - 262,33 0,9997 5a200
Metacroleina Y =23,897x - 141,17 0,9996 25a 300
Butiraldeido Y =348,36x - 417,71 0,9996 5a 200
Benzaldeido Y =33,036x - 88,737 0,9990 10 a 200
Valeraldeido + Cicloexanona Y = 225,86x - 366,73 0,9995 5a200
Hexaldeido Y =88,452x - 241,47 0,9992 5a200
Heptanal Y =99,07x - 78,497 0,9991 5a200
Octanal Y =84,199x - 218,25 0,9999 5a200
Nonanal Y =80,453x - 134,62 0,9995 5a200
Decanal Y =72,84x - 102,67 0,9996 5a 200

4.2.3 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ

Fonte: a prépria autora

Os valores encontrados para os limites de detecgédo variaram entre 1,69 pg L™ (octanal)

e 6,13 ug L (metacroleina). Enquanto que para os limites de quantificacdo a variacdo foi de

5,62 ug L? (octanal) a 20,45 pg L™ (metacroleina). Para os limites de detecgdo os valores

encontrados no presente estudo foram menores quando comparados os valores de 16 pg L™

(formaldeido) encontrados por ZHAO et al. (2016), considerando que a mesma tecnica (HPLC-

DAD), foi utilizada em ambos os trabalhos. Os valores individuais para os limites de detec¢édo

e os limites quantificacdo estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7-Limites de deteccdo e limites de quantificacdo para os compostos carbonilicos.

Compostos LD (ug L™ LQ (Mg L)
Formaldeido 2,90 9,66
Acetaldeido 2,37 7,89
Acroleina 2,11 7,02
Propionaldeido 2,93 9,68
Crotonaldeido 2,58 8,61
Metacroleina 6,13 20,45
Butiraldeido 2,68 8,94
Benzaldeido 5,52 18,39
Valeraldeido + Cicloexanona 3,08 10,26
Hexaldeido 3,99 13,29
Heptanal 4,12 13,74
Octanal 1,69 5,62
Nonanal 3,28 10,94
Decanal 2,91 9,71

Fonte: a propria autora
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4.2.4 Precisdo

Na precisdo intradia (repetibilidade) os valores de desvios padrdo relativos encontrados
estiveram entre 1,13 % (crotonaldeido) na concentragdo de 200 g L™ e 16,9% (metacroleina)
na concentragdo 25 pg L. Na precisdo interdia (precisdo intermediaria), os valores variaram
entre 0,35 % (butiraldeido) na concentracdo 200 ug L™ e 16,9% (hexaldeido) na concentracéo
25 ug L. Para estes parametros, o critério de aceitacdo para o desvio padrdo relativo (RSD)
pode ser de 1 a 2% para quantificacdo de macro quantidades e de até 20% para analise de tracos
(RIBANI et al, 2004).

Neste trabalho o as determinagdes foram a niveis de tracos de concentracdo sendo,
portanto, considerado o critério de 20%. Todos os resultados obtidos, para ambos os testes,
estiveram abaixo de 20% para todos os niveis de concentracédo testados, demostrando que 0s
resultados de precisdo para o0 método proposto foram satisfatorios. Os valores obtidos para a
repetibilidade e precisdo intermediaria, estdo apresentados nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.

Tabela 8 — Medida das areas dos picos e do desvio padrao relativo (RSD%) obtidos para cada composto
carbonilico na precisdo Intradia (repetibilidade).

5ug L* 25ug L 50 ug Lt 200 pg Lt
Composto Area  RSD (%) Area RSD (%) Area RSD (%) Area RSD

%
Formaldeido 509 12,7 2150 12,6 4478 13,8 17104 A(fO?%
Acetaldeido 2706 2,63 12835 4,45 26530 4,41 99693 2,04
Acroleina 748 11,6 3869 3,29 7867 3,47 30362 2,06
Propionaldeido 626 14,2 3202 2,86 6388 4,94 24479 2,14
Crotonaldeido 1463 9,07 7475 1,67 15362 1,74 59226 1,13
Meta acroleina -- -- 311 16,9 1190 4,93 4544 2,97
Butiraldeido 1636 9,28 8451 3,78 17862 3,29 68147 1,72
Benzaldeido -- -- 825 13,0 1569 6,78 6305 2,78
Valeraldeido + 1189 10,5 5395 4,6 11332 2,74 44379 1,86

Ciclo Hexanona

Hexaldeido 525 12,9 1852 12,2 4264 4,59 17258 2,18
Heptanal 495 16,5 2252 6,4 5017 5,21 19399 2,02
Octanal 475 15,0 1957 6,35 4296 6,19 16543 1,59
Nonanal 381 15,5 1960 7,36 4092 574 15684 1,91
Decanal 400 12,1 1804 6,60 3809 3,42 14265 2,00

Fonte: a propria autora
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Tabela 9 - Areas dos picos e desvio padrio relativo (RSD%) obtidos para cada composto carbonilico na precisio
Interdia (precisdo intermediaria).

Composto 5ug L 25ug L™ 50 pg L™ 200 pg L
Area  RSD (%) Area  RSD (%) Area RSD (%) Area RSD

0/0
Formaldeido - -- 1795 6,83 4110 3,91 17031 A(fos)a
Acetaldeido 2577 2,56 12068 1,34 26469 0,68 101984 0,67
Acroleina 605 10,1 3407 4,14 7503 1,3 30660 0,44
Propionaldeido 573 8,97 2796 4,77 6019 1,9 24854 0,48
Crotonaldeido 1271 7,28 6614 1,6 14433 1,23 59910 0,95
Meta acroleina -- -- 276 14,5 1121 8,26 4588 2,08
Butiraldeido 1455 7,94 7440 4,02 16745 1,71 69297 0,35
Benzaldeido - -- 631 11,6 1472 10,2 6534 1,42
Valeraldeido + 1027 7,82 4802 3,69 10791 1,73 45001 0,66

Ciclo Hexanona

Hexaldeido 396 16,8 1687 16,9 4079 3,32 17432 1,21
Heptanal 374 13,7 1931 10,9 4675 3,47 19654 0,94
Octanal 321 7,67 1612 8,08 3931 3,73 16817 0,97
Nonanal 370 14,1 1608 5,74 3876 3,33 15860 1,04
Decanal 328 11,2 1505 7,34 3419 3,75 14469 0,96

Fonte: a propria autora

4.3 Analises dos compostos carbonilicos livres e ligados em amostras reais de cervejas

artesanais

Os resultados obtidos para os compostos carbonilicos (CC) livres e ligados nas amostras
de cervejas artesanais analisadas estdo apresentados na Tabela 10.

As concentrages dos compostos carbonilicos livres variaram de 7,30 pg L? (acroleina
—amostra 01) a 2896,97 g L (acroleina — amostra 10). Para os ligados a variagdo foi de 11,20
ug L (octanal — amostra 10) a 2270,05 pg L (propionaldeido — amostra 12).

Um dos compostos mais estudados em bebidas tem sido o acetaldeido (Tabela 3). Neste
trabalho, o analito citado foi quantificado em 92% das amostras analisadas. Em 69% das
amostras a fracdo de acetaldeido ligado foi maior em relacdo a fracdo de acetaldeido livre.
CARDOZO et al. (2020), analisando compostos carbonilicos em amostras de material
particulado atmosférico também encontraram concentragdes de acetaldeido ligado (211 pg g?)
maiores do que as concentracdes de acetaldeido livre (28 ug g*), mostrando que este composto
pode estar associado a outras substancias em diferentes tipos de matrizes.

Das treze amostras analisadas, em apenas uma, a concentracao de acetaldeido foi <LD
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para a fracdo livre e <LQ para a fragdo ligada. Para as demais amostras as concentracoes
variaram de 22,47 pg/L™? a 1665,05 ug L (fracdo ligada) e de 8,83 pug L™ e 466,09 pg L™
(fracdo livre).

Os dados também mostraram que outros compostos de maior relevancia encontrados
nas amostras de cervejas artesanais foram formaldeido (livre: <LD a 15,77 ug L™; ligado: <LD
297,73 ug L) e acroleina (livre: ND a 2896,97 pug L?; ligado: ND a 713,41 g L™Y).

No estudo realizado por ZHAO et al., (2016), em amostras de cervejas as concentragdes
encontradas para formaldeido (livre) variaram entre 170 pug L e 620 pg L™, ao passo que
YANG et al., (2016) observaram que as concentragcdes para este mesmo composto variaram de
172 ygLta385 ug L.

HERNADES et al., (2019) também analisaram CC livres em cervejas e alguns dos
compostos mais relevantes encontrados nas bebidas foram: acetaldeido (1,30 ug L a 1,63 pg
L), acroleina (0,3 ug L™* a 2,5 pug L) e formaldeido (0,3 ug L a 1,0 ug L.

Compostos carbonilicos de maiores massas moleculares identificados nas amostras de
cerveja artesanais, com maior frequéncia analitica e suas respectivas concentragdes nas formas
livres e ligadas foram: crotonaldeido (livre: 173,59 pg Lt a 199, 50 pg L*; ligado: 333,87 a
463,99 pg L); benzaldeido (livre: inferiores a 10,33 pg L™ ; ligado: 125,66pg L™ a 1326,45
ug L™); hexaldeido (livre: 113,77 pg L™ a 364,85 pg L?; ligado: inferiores a 19,93 pg L?);
heptanal (livre: 72,51 pg L™ a 1140,03 pg L% ligado: inferiores ao LQ); octanal (livre: 561,62
ug Lt a 564,55 pug L?; ligado: 11,20 pg Lt a 18,99 pg L™?). Vale ressaltar que na literatura ndo
tém sido analisados compostos carbonilicos de maiores massas moleculares em amostras de
cervejas e, consequentemente, estas substancias ndo tém sido avaliadas nas suas formas livres
e ligadas na bebida.

Os valores obtidos para os CC nas amostras analisadas confirmaram a previsdo de que
poderiam existir fracdes destas espécies na forma livre e ligada a outras substancias presentes

na cerveja artesanal.
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Tabela 10 - Concentragdo de CC livres e ligados nas amostras de cervejas artesanais.

Composto AMOSTRA 01 AMOSTRA 02 AMOSTRA 03 AMOSTRA 04 AMOSTRA 05
Conc. (ug LY Conc. (ugL?  Conc.(ugL?)  Conc. (ugL')  Conc. (ugL?) Conc. (ug LY Conc. (ug L) Conc. (ug LY Conc. (ug LY Conc. (ug LY
CC livre CC ligado CC livre CC ligado CC livre CC ligado CC livre CC ligado CC livre CC ligado
Formaldeido <LD 32,72 £ 0,95 15,77 £ 0,24 <LQ <LQ 28,69 £3,07 <LD 83,84 £1,30 <LD 19,00 £ 0,14
Acetaldeido 459,9 +£ 11,30 165,72 + 3,5 8,83 +0,56 22,47 +4,68 34,04 £0,95 142,90 +0,05 83,93 £0,64 44,70 £ 0,26 142,11 £3,97 1665,05 + 8,79
. 2152,79 1400,33 2022,06 £
Acroleina 2896,97+ 10,59 <LQ +18 61 713,41 £52,33 +1040,99 ND 25,32 ND <LQ 12,09 + 0,58
Propilnaldeido ND <LQ ND ND ND <LQ ND ND 1182,10 +28,27 ND
Crotonaldeido ND ND 173,59 £ 7,98 463,99 + 20,91 <LQ ND 199,50 + 23,78 ND ND <LD
Meta acroleina ND ND 128,37 £ 12,55 ND ND <LD ND ND ND ND
Butilraldeido ND ND ND ND ND <LQ ND <LD ND 25,54 £ 0,26
. 1281,79 +
Benzaldeido ND ND ND ND <LQ 1326,45 + 22,87 10,33 £ 2,07 89 57 <LD 158,66 £ 5,23
Valeraldeido + 12,11+ 0,51 ND <LD <LD ND ND ND <LD <LD <LD
Ciclo Hexanona
Hexaldeido ND <LD ND <LD 113,77 £7,91 ND 364,85 + 4,47 ND ND <LD
1140,03 +
Heptanal 1039,66 + 30,74 ND 25 06 ND 445,39 + 7,90 ND 101,05 £0,63 ND ND ND
Octanal ND ND ND 18,99 + 3,89 ND <LQ ND ND ND ND
Nonanal ND ND ND ND ND ND ND 55,70 £ 12,50 <LQ ND
Decanal ND <LD ND ND ND 13,09 + 2,37 ND <LQ ND ND

Fonte: a propria autora
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Tabela 11 - Concentragdo de CC livres e ligados nas amostras de cervejas artesanais — Continuacéo.

Composto AMOSTRA 06 AMOSTRA 07 AMOSTRA 08 AMOSTRA 09
Conc. (ug LY Conc. (ug L) cC ] Conc. (ug L) cC Conc. Conc. (ug L) CC  Conc. (gL CC  Conc. (ug LY CC
CC livre ligado Conc. (ug L) CC livre ligado (ng LY CC livre ligado livre ligado
Formaldeido <LD 14,02 + 0,06 <LQ <LD <LD 12,71+ 0,85 <LD <LD
Acetaldeido 242,06 2,55 158,98 + 0,75 <LD <LQ 252,54 £ 5,76 814,85 + 40,92 69,43+1,31 303,06 + 10,99
Acroleina 2570,09 + 1,25 ND <LD <LD <LD <LQ 1415,75 + 27,89 ND
Propilnaldeido ND <LD 362,92 + 4,69 ND 925,69 + 10,10 ND ND <LD
Crotonaldeido ND <LD ND <LD ND 333,87 £12,71 148,15 £ 6,11 ND
Meta acroleina ND ND ND 1124,27 + 52,57 ND ND ND ND
Butilraldeido ND ND ND ND ND ND ND ND
Benzaldeido <LD 508,54 + 3,66 ND ND ND ND ND ND
Valeraldeido + Ciclo
Hexanona ND <LD ND ND <LD <LD <LD <LD
Hexaldeido 165,18 +£ 1,40 ND ND ND <LD <LD <LD <LD
Heptanal 127,11+ 1,84 ND ND ND <LD <LD 72,51 £5,43 ND
Octanal <LD <LD ND ND <LQ <LD <LD <LD
Nonanal <LD <LD ND <LD 222,11 £ 33,05 ND ND ND
Decanal <LD <LQ ND <LD ND 16,64 £ 0,52 ND ND

Fonte: a propria autora
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Tabela 12 - Concentragdo de CC livres e ligados nas amostras de cervejas artesanais — Continuacéo.

Composto
AMOSTRA 10 AMOSTRA 11 AMOSTRA 12 AMOSTRA 13
Conc. (ug L) Conc. (ug LY Conc. (ug LY Conc. (ug LY Conc. (ug LY Conc. (ug LY Conc. (ug LY Conc. (ug LY)
CC livre CC ligado CC livre CC ligado CC livre CC ligado CC livre CC ligado
Formaldeido <LD <LQ <LD 19,28 + 0,76 <LQ 97,73 £ 3,00 <LD <LQ
Acetaldeido 466,09 + 10,10 675,32 £ 0,62 141,98 + 5,09 1048,20 + 60,37 10,41 £ 0,23 302,57 £ 11,03 57,05+ 1,02 1303,08 + 0,30
Acroleina 7,30 £ 0,26 ND 1316,45 + 36,92 ND 1811,68 + 43,52 ND 853,17 + 2,68 ND
Propilnaldeido 617,28 + 9,99 ND ND <LD ND 2270,05 £ 14,96 ND <LD
Crotonaldeido ND ND ND ND ND ND ND ND
Meta acroleina ND ND ND ND ND ND ND ND
Butilraldeido <LD <LD ND ND ND ND ND ND
Benzaldeido <LD <LD ND ND ND ND ND ND
Valeraldeido + Ciclo <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Hexanona
Hexaldeido <LD <LQ <LD 19,93+ 0,78 <LD <LD <LD <LQ
Heptanal ND <LQ ND <LQ <LD <LD <LQ LQ
Octanal ND 11,20+ 1,36 561,62 + 27,38 ND ND ND 564,55 + 5,92 ND
Nonanal <LQ <LD ND ND ND ND ND 18,03 = 0,16
Decanal ND 22,34 +1,99 ND ND ND ND ND 27,64+0,11

Fonte: a propria autora
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5 CONCLUSAO

A separacdo cromatografica do método proposto permitiu a identificacdo eficaz para
treze dos quinze compostos carbonilicos analisados em cervejas artesanais.

Os dados da validacdo do método foram satisfatorios uma vez que foi possivel atender
os critérios exigidos pelos padrGes de referéncias. Foi possivel identificar e quantificar
compostos carbonilicos livres e ligados em baixas concentragdes (LD: 1,69 pg L?a 6,13 ug L
le LQ: 5,62 pug L™ a 20,45 pg L) e com boa precisdo (precisio intradia: 1,13 % a 16,9 % e
preciséo interdia: 0,35 % a 16,9 %).

Apos aplicado o método nas amostras de cervejas artesanais foi constada a presenca de
compostos carbonilicos nas suas formas livres e ligados em concentragfes que variaram de 7,30
ug Lt a2896,97 pg L™ e de 11,20 pg L™ a 2270,05 pg L, respectivamente.

Este estudo podera contribuir de forma significativa para incentivar o aprofundamento
do conhecimento acerca da formagdo dos compostos carbonilicos em cervejas artesanais,
melhorando a qualidade do produto final. Alem disso, afirma a necessidade e importancia da
incluséo destes na legislacdo que regulamenta os padrdes de qualidade da bebida no Brasil.
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ANEXO 1 - GRAFICOS DAS CURVAS ANALITICAS - CONTINUACAO
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