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RESUMO

A qualidade da cerveja pode ser determinada pelos atributos organolépticos, tais como
aroma, sabor, brilho e transparéncia, formacéo e estabilidade da espuma. Varios fatores
podem comprometer essa qualidade durante o seu processo de fabricacdo, sejam eles
inerentes ao préprio processo ou a aspectos microbioldgicos. Durante a producdo da
cerveja também ocorre a formacdo de compostos como ésteres, acidos e alcoois
superiores, que, em determinadas concentragdes, sdo prejudiciais a qualidade da cerveja,
sendo chamados de off-flavours. Alem disso, com o aumento da producdo da cerveja
caseira, as quais podem ser produzidas sem 0s equipamentos adequados para fins
alimenticios, surge uma preocupacao quanto a satude humana devido a possivel presenca
de contaminantes na cerveja, como os ésteres do &cido ftalico, ou ftalatos que sdo
desreguladores endocrinos com potencial carcinogénico, que podem ser provenientes de
materiais plasticos utilizados durante a producdo, armazenagem ou até mesmo das
matérias primas utilizadas. Neste trabalho, foi empregada a microextracdo em fase
solida por headspace cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (HS-
SPME-GC-MS) para o desenvolvimento de uma metodologia para a determinagédo
simultanea de off-flavours em cervejas industriais e caseiras. A metodologia para
determinacéo de off-flavours foi otimizada, validada e aplicada na analise de cervejas
industriais e caseiras, sendo observado a presenca de &cido butandico e 4acido
isovalérico em 3 e 4 cervejas, respectivamente, isobutanol e alcool isoamilico em 15
cervejas e acetato de etila e &cido octandico em todas as cervejas analisadas. A
metodologia para a determinacdo de cinco ftalatos em cerveja industrial e caseira, foi
otimizada, validada e aplicada para andlise de 33 cervejas brasileiras envasadas em
diferentes recipientes (lata, plastico e vidro). Com isso, foi observada a presenca de
ftalatos em 48% das amostras. Através desse estudo ndo foi possivel precisar a origem
exata dos ftalatos nas cervejas, contudo, 81% das cervejas caseiras apresentaram
ftalatos, com concentracdo de até 182 pg L e apenas 31% das cervejas industriais
apresentaram ftalatos. As amostras de cervejas caseiras apresentaram maior quantidade
de ftalatos, provavelmente devido ao uso de material ndo destinado a fins alimenticios
ao longo do processo.

Palavras-chave: Cerveja, off-flavours, desreguladores enddcrinos, HS-SPME, GC-MS



ABSTRACT

Beer quality can be determined by organoleptic attributes, such as aroma, flavor,
brightness and transparency, foam formation and stability. Several factors can
compromise this quality during the brewing process, whether they are inherent to the
process itself or to microbiological aspects. During beer production there is also the
formation of compounds such as esters, acids, and higher alcohols, which, in certain
concentrations, are harmful to beer quality, and are called off-flavors. Moreover, with
the increase in home brewing, which can be produced without the proper equipment for
food purposes, there is a concern about human health due to the possible presence of
contaminants in beer, such as phthalic acid esters, or phthalates, which are endocrine
disruptors with carcinogenic potential, which may come from plastic materials used
during production, storage, or even from the raw materials used. In this work, solid-
phase microextraction by headspace gas chromatography-mass spectrometry (HS-
SPME-GC-MS) was used to develop a methodology for the simultaneous determination
of off-flavors in industrial and homemade beers. The methodology for off-flavors
determination was optimized, validated and applied in the analysis of industrial and
homemade beers, being observed the presence of butanoic acid and isovaleric acid in 3
and 4 beers, respectively, isobutanol and isoamyl alcohol in 15 beers, and ethyl acetate
and octanoic acid in all analyzed beers. The methodology for the determination of five
phthalates in industrial and home brewed beer was optimized, validated and applied to
analyze 33 Brazilian beers bottled in different containers (can, plastic and glass). With
this, the presence of phthalates was observed in 48% of the samples. Through this study
it was not possible to specify the exact origin of the phthalates in the beers, however,
81% of the homemade beers presented phthalates, with concentrations up to 182 pg L*
and only 31% of the industrial beers presented phthalates. The samples of homemade
beers showed a higher amount of phthalates, probably due to the use of material not
intended for food purposes throughout the process.

Keywords: Beer, off-flavours, endocrine disruptors, HS-SPME, GC-MS
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A fabricacdo da cerveja representa uma das biotecnologias mais antigas da
humanidade, tendo sido descoberta acidentalmente. Acredita-se que um pedago de pao
de centeio estragou e apresentou um aroma e sabor agradavel, fruto da fermentacéo
alcoolica, sendo posteriormente misturado na agua, gerando a cerveja (SCHABO et al.,
2021).

Atualmente, a cerveja pode ser definida como uma mistura complexa, produzida
a partir de agua, malte, levedura e lapulo, envolvendo as etapas de moagem, brasagem,
fervura, fermentac&o, maturacdo, filtracdo e envase (BRASIL, 2019). E uma das bebidas
mais consumidas do mundo sendo produzidas em grande escala por cervejarias
industriais. Porém, nos Gltimos anos vem crescendo a producgdo de cervejas artesanais,
consideradas especiais uma vez que sdo dotadas de singularidades no sabor e aroma que
as diferenciam daquelas produzidas em larga escala.

Considerando a qualidade das cervejas, ha uma influéncia direta dos compostos
ativos de aroma e sabor. Estes compostos pertencem a varias classes quimicas,
incluindo &lcoois superiores, ésteres, &cidos graxos de cadeia curta, compostos
carbonilicos, compostos de enxofre, terpenos e fenois volateis. Esses podem ser
provenientes das matérias primas utilizadas; das condicGes em que sdo realizadas a
producdo da cerveja, da formacdo de fermentacdo, da presenca de microorganismos
contaminantes e da estabilidade de compostos durante a armazenagem do produto.
Assim, torna-se interessante a determinacdo destes compostos na cerveja, de modo a
caracterizar a qualidade da mesma e realizar modificacBes necessarias no processo de
producdo (OLANIRAN et al., 2017).

Além da avaliacdo da qualidade da cerveja quanto ao perfil organolético, a
avaliacdo da presenca de contaminantes mostra-se importante considerando a salde
humana. Dentre os contaminantes, estdo ésteres do acido ftalico, ou ftalatos, compostos
considerados desreguladores endocrinos e potencialmente carcinogénicos, que sédo
largamente utilizados pela industria como plastificantes ou adicionados a polimeros. Por
estarem ligados fisicamente ao polimero, os ftalatos podem facilmente migrar dos
materiais plasticos para os alimentos ou bebidas em contato. Na cerveja esta

contaminagdo pode ser proveniente dos materiais plasticos utilizados durante a
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producdo e das embalagens plasticas (growlers) usadas para armazenagem e transporte
da cerveja ou chope, cuja utilizagdo aumentou muito nos ultimos anos ou até mesmo da
propria matéria prima utilizada (CARNOL et al., 2016).

A determinacdo simultanea de diferentes grupos de compostos, como €é o caso
dos off-flavours e dos ftalatos, em uma amostra complexa como a cerveja € uma tarefa
dificil, mas pode ser realizada utilizando a técnica de Microextracao em fase solida por
headspace (HS-SPME, do inglés Headspace Solid-Phase Microextraction) como
preparo de amostra. Essa técnica dispensa o uso de solventes de extracdo, proporciona a
extracdo dos analitos da matriz, a eliminacdo de interferentes inviaveis para analise e
concentra os analitos em uma Unica etapa. Apos a etapa de preparo de amostra, a analise
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS, do inglés Gas
Chromatography-Mass Spectrometry) pode ser realizada para a separagéo, identificagéo
e guantificacdo desses compostos. Assim, uma metodologia HS-SPME-GC-MS pode
ser utilizada para a determinacdo de compostos que conferem aroma/sabor desagradavel
a cerveja (denominados off-flavours) e para a determinacéo de ftalatos.

Para determinar esses compostos a partir das técnicas de HS-SPME e GC-MS
deve-se considerar as condi¢des que garantam melhor sensibilidade, precisdo, exatidao e
recuperacdo. Para isso, pode ser realizada uma otimizacdo multivariada da extracao por
HS-SPME através de um planejamento experimental, possibilitando a determinacdo da
melhor condigdo de extracdo por meio da variacdo do tempo de extragcdo, tempo de
dessorcdo, do pH das solucdes, da temperatura de extracdo e adi¢do de sal, garantindo
gue sejam consideradas todas as interacdes das variaveis.

Diante disso, ao longo desse trabalho, buscou-se empregar as técnicas de HS-
SPME e GC-MS para a determinacdo de compostos de interesse em cervejas industriais
e caseiras, de diferentes estilos. Nesse sentido, foi otimizada e validada uma
metodologia para determinacdo de off-flavours em cervejas convencionais e especiais,
produzidas industrialmente por grande ou micro cervejarias € por cervejeiros caseiros.
Outra metodologia foi otimizada e validada para a determinacédo de ftalatos em cervejas
envasadas em recipientes de diferentes materiais (lata, plastico e vidro) e com producgéo
industrial e caseira. A cerveja se apresenta como uma matriz de interesse para estudos,
pois é uma das bebidas alcodlicas mais consumidas do mundo. Além disso, tem sido
observado o intenso crescimento da producdo de cervejas consideradas artesanais,

aquelas em que o sabor e aroma sdo caracteristicas de extrema importancia para o
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consumidor. Em complemento, a producdo caseira de cerveja aumentou bastante no
Brasil, sendo que ndo ha nenhuma informacéo sobre a qualidade dessa cerveja.

Assim, este trabalho de tese esté divido em duas partes, na primeira parte contém
Introducdo, Objetivos, Referencial Teorico e ConsideracGes Gerais e na segunda parte
dois artigos desenvolvidos, Artigo 1 e Artigo 2.

O Artigo 1, apresenta uma metodologia baseada em HS-SPME-GC-MS para a
determinacéo de off-flavours em cervejas convencionais, artesanais e caseiras, diante da
preocupacédo da qualidade da cerveja produzida e direcionada ao consumo.

O Artigo 2, apresenta uma metodologia baseada em HS-SPME-GC-MS para a
determinacéo de ftalatos, devido a preocupagdo com salde humana, uma vez que, estes

sdo desreguladores enddcrinos e prejudiciais aos humanos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cerveja

Segundo a Instru¢do Normativa n° 65 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) publicada em 11 de dezembro de 2019 “a cerveja ¢ a bebida
resultante da fermentacdo, a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada
ou de extrato de malte, submetido previamente a um processo de cocgdo adicionado de
lipulo ou extrato de Iupulo, hipotese em que uma parte da cevada malteada ou do
extrato de malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro”.

Segundo 0 MAPA, em 2019 o namero total de cervejarias legalmente instaladas
no Brasil atingiu a marca de 1209, incluindo as grandes cervejarias com produgdo em
massa e as pequenas e médias cervejarias. Essas, em grande parte, ttm como objetivo
atender consumidores que visam maior qualidade e diferenciacdo do produto, com
processo e formulagdes distintos das grandes empresas cervejeiras, produzindo cervejas
diferenciadas, que nesse trabalho serfo denominadas de “cervejas especiais”.
Tradicionalmente, as grandes cervejarias brasileiras sempre produziram cervejas
pertencentes a familia Lager, gerando cervejas leves, pouco amargas e de baixo teor
alcoolico pertencentes aos estilos Pilsen ou American Lager, denominadas neste
trabalho como cervejas convencionais. Entretanto, devido ao grande interesse do
consumidor pelas cervejas especiais, as grandes cervejarias iniciaram a fabricacdo e
comercializacdo das mesmas, uma vez que ndo existe legislacdo especifica e
diferenciada para definir ou regulamentar a sua producdo e comercializacdo (MAPA,
2019).

As cervejas convencionais sdo produzidas em grande escala de modo a alcangar
0 maior nimero de consumidores com 0 menor custo possivel. Para alcancar esse
objetivo, aceleram os processos de fermentacdo e maturacdo com produtos quimicos, a
fim de reduzir o tempo de producdo, baixando os custos de producdo. Além disso,
utilizam receitas que admitem em sua composi¢do 55% de malte e 45% de outros
adjuntos cervejeiros, como milho, arroz e outros cereais ndo maltados, além de
carboidratos, antioxidantes e estabilizantes (BRASIL, 2019).

Ja as cervejas denominadas especiais, mas também chamadas de artesanais ou
gourmet, sdo produzidas em pequena escala, focando na qualidade sensorial do produto.
Sua producéo é feita com uma maior quantidade de malte e lupulo quando comparada as

cervejas convencionais, os ingredientes sdo mais nobres e selecionados. Além disso,
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ingredientes ndo tradicionais podem ser adicionados, proporcionando sabores e aromas
variados, como frutado, chocolate, café e ervas, atendendo a diferentes paladares. Em
complemento, algumas cervejarias ndo pasteurizam a sua producao para manter aromas
e sabores, 0 que faz com que o produto seja mantido sob refrigeracdo ao longo de toda
cadeia de producdo. Como consequéncia, 0 custo para a producdo da cerveja especial €
mais elevado do que para as cervejas convencionais, interferindo diretamente no preco
final, que em média é o dobro ou o triplo que o valor das cervejas convencionais
(SCHABO et al., 2021).

Por muito tempo o mercado cervejeiro foi dominado pelas grandes cervejarias
com a producdo das cervejas lager, porém nos ultimos anos houve uma mudanca no
mercado com o crescimento das cervejas denominadas artesanais, especiais ou gourmet,
como uma alternativa para suprir o perfil organoléptico leve das cervejas convencionais.
No Brasil as cervejas especiais sdo produzidas em pequena escala, focando na qualidade
do produto. Ja em paises do hemisfério norte, as cervejarias produzem em grande escala
cervejas com fermento Ale, as quais sdo mais encorpadas e com mais aroma/sabor,
como as cervejas dos estilos American Pale Ale, IPA e Stout, que no Brasil sio
consideradas especiais, pois sdo estilos diferentes dos tradicionalmente produzidos aqui
pelas grandes cervejarias (SCHABO et al., 2021).

As cervejas, Ale e Lager, recebem esta denominacdo de acordo com o tipo de
fermentacdo utilizado durante a producdo. Para a producdo das cervejas Ale é utilizada a
levedura Saccharomyces cerevisiae em temperaturas que variam entre 18 °C e 25 °C,
também conhecida como leveduras de alta fermentacdo, uma vez que as leveduras
tendem a ficar na superficie do mosto durante a fermentacdo e decantando ao final. Este
tipo de fermentagdo produz cervejas com sabores frutados e florados, 0 que se deve as
contribuicbes de ésteres e alcoois superiores formados durante a fermentacdo. Ja na
producdo das cervejas Lagers é utilizada a levedura Saccharomyces carlsbergensis em
temperaturas que variam entre 6 °C e 15 °C, também conhecidas como leveduras de
baixa fermentacdo, produzindo cervejas aromaticamente mais leves e suaves, com
menor concentracdo de ésteres, por causa da baixa temperatura de fermentacao
utilizada, mas podendo apresentar leves notas de enxofre derivado da levedura
(CAPECE et al., 2018; LORENCOVA et al., 2019; RUVALCABA et al., 2019). Além
do tipo de levedura usada na fermentacéo, as cervejas Ale geralmente possuem uma

carga de lupulo maior que as cervejas Lager.
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2.2 Producdo das cervejas

As principais matérias primas utilizadas na producdo das cervejas sdo as
leveduras citadas anteriormente, a cevada (GONCALVES et al., 2014), o lupulo
(ALMEIDA; AGUIAR; CARDOSO, 2015) e a 4gua (SANTOS; CARASEK, 2013).

A cevada (Hordeum vulgare) € um grao fonte de amido, proteinas e enzimas
citoliticas, proteoliticas e amiloliticas, que séo necessarias para a producéo eficiente de
mosto rico em enzimas a-amilase e B-amilase (GONCALVES et al., 2014). O lupulo
(Humulus lupulus L.) é uma trepadeira perene que contém uma grande quantidade de
6leos essenciais, a-acidos e B-acidos presentes em suas flores, 0s quais sdo de interesse
das cervejarias, uma vez que conferem aromas e sabores diferenciados as cervejas
produzidas. Os terpenos sdo os principais constituintes do 6leo essencial de lupulo,
sendo os responsaveis pelo tipico aroma de lupulo na cerveja, porém sdo compostos que
sofrem oxidacdo facilmente podendo gerar propriedades organolépticas desagradaveis
(ALMEIDA et al., 2015).

A producdo da cerveja inclui as seguintes etapas principais: germinacao,
moagem, brasagem, fervura, fermentacdo, maturacao, filtracdo e envase. Na moagem o
malte é triturado de modo que ocorra a ruptura da casca e exposicdo do material
amilaceo. Além da exposicdo do amido, a casca do malte moido servird como um filtro
natural de impurezas, dado que ndo tenha sido extensivamente triturado. Em seguida os
grdos sdo misturados em agua aquecida, na etapa denominada brassagem, onde
efetivamente ocorre a fragmentacdo do amido em acucares fermentaveis, como a
glicose, maltose e a maltriose, pela acdo enzimatica da beta e alfa amilase nativas do
grdo, conservadas pela maltagem da cevada. Apos o fim desta etapa, 0 mosto obtido,
que tem carater adocicado por conta dos agUcares presentes, € aquecido a 76-78 °C para
inativacdo enzimética (PASCARI et al., 2018; WANG et al., 2017).

A etapa seguinte € a fervura onde sdo adicionados lGpulos para a atribuicdo do
amargor, que ocorre por meio da conversdo de a-acidos em iso-a-acidos, e aroma, por
meio da solubilizagdo dos dleos essenciais do lUpulo. Durante essa etapa também ocorre
a coagulacdo e precipitacdo das proteinas, a esterilizagdo do mosto de atividades
microbioldgicas indesejadas e a eliminacdo de compostos volateis indesejados, como o
dimetilsufeto. Contudo a retirada de volateis ndo é seletiva, causando um impacto
negativo no aroma da cerveja, por retirar 0s compostos de interesse inerentes ao 0leo

essencial do lGpulo. Em seguida, o0 mosto é filtrado, eliminando residuos que podem
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interferir na qualidade da fermentacdo, resfriado e direcionado para a fermentacao
(PASCARI et al., 2018).

Na fermentagdo ocorre a atribuicdo de uma caracteristica essencial da bebida, o
grau alcodlico. A levedura adicionada ao mosto proporciona a conversdo dos agucares
em dioxido de carbono e etanol, além de uma variedade de produtos secundarios como
ésteres, acidos carboxilicos e alcoois superiores. As leveduras que fermentam o mosto
também geram compostos importantes para 0 aroma da cerveja. Entretanto, o didxido de
carbono produzido durante a fermentacao retira parte dos volateis associados ao lupulo
e a levedura, os quais sdo responsaveis pelo aroma da cerveja, tendo um impacto
negativo no aroma da bebida. Estes compostos proporcionam as propriedades
organolépticas a cerveja, por isso, a fermentacdo é considerada a fase mais importante
do processo para definir o paladar da cerveja, sendo necessario controlar as condicoes
envolvidas nesta etapa, incluindo taxa de inoculacdo, temperatura, extensao da adicéo
de oxigénio, razdo C:N duracdo da fermentacdo e maturacdo (BOKULICH;
BAMFORTH, 2013; PASCARI et al., 2018).

As etapas previamente descritas sdo obrigatdrias na producao da cerveja, ou seja,
para o produto almejado ter as caracteristicas inerentes a bebida ele necessariamente
precisa passar pelas etapas explicitadas. No entanto, ha etapas adicionais e opcionais,
como a maturacdo onde a cerveja é armazenada a baixa temperatura durante um
determinado periodo, para que ocorra a precipitacdo de leveduras e a
formacéo/estabilizacdo do sabor do produto final. Durante essa etapa também pode ser
realizada a insercdo e/ou a intensificacdo do aroma de lGpulo da cerveja, por meio da
utilizacdo de lapulo em temperaturas destinadas a fixacdo de seus volateis, denominado
de dry hopping (PASCARI et al., 2018).

As cervejas convencionais maturadas passam por uma segunda filtracdo e as
cervejas envasadas sao pasteurizadas para eliminar microorganismos, enquanto as
cervejas artesanais normalmente ndo sao filtradas e/ou pasteurizadas. Assim, as cervejas
especiais estdo mais suscetiveis a contaminacdo quando comparada as cervejas
convencionais (SCHABO et al., 2021).

O processo de produgcdo da cerveja influencia diretamente no perfil
organoléptico do produto final, sendo a principal diferenca entre as cervejas
convencionais e especiais. A qualidade da cerveja pode ser determinada pela
preservacdo da estabilidade sensorial, que se tornou entdo o pardmetro de qualidade

mais importante para as cervejarias, determinado pela presenca de flavours.
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Diante disso, para avaliar a qualidade da cerveja, pode-se determinar e

quantificar os flavours presentes que caracterizam o sabor e aroma da cerveja.

2.2.1 Off-Flavours

Os flavours sdo compostos que influenciam no sabor/aroma da cerveja ou apenas
contribuem na construcdo do sabor de fundo da cerveja, podendo ser desejaveis ou
indesejaveis, e presentes em diferentes niveis de concentracdo (MA et al., 2016). Eles
podem ser originarios de diversas fontes e em diferentes etapas do processo de produgéo
da cerveja, como da materia-prima utilizada, incluindo os ingredientes adicionados para
agregar sabor e aroma e das condi¢bes de armazenamento; das condi¢des das etapas de
mosturacdo, fermentacdo e armazenamento; dos tipos de materiais utilizados nos
equipamentos de producédo e envase (CALLEJON et al., 2016; BUDNER et al., 2021;
TROVATO et al., 2021). Dentre os flavours, alguns compostos sdo denominados off-
flavours, pois a sensacdo gerada a partir do aroma e do sabor normalmente ndo esta
associada ao alimento (PORTEA; PORTEB; OLIVEIRA, 2014).

Estudos relatam a presenga de off-flavours em cervejas (STEFANUTO et al.,
2017), em frutas (BRAGA et al., 2015; FONSECA et al., 2008); licores (NIU et al.,
2017); chas (SASAKI et al., 2017); 4gua (CALLEJON et al., 2016) e vinhos
(BOUTOU; CHATONNET, 2007; HORLACHER; SCHWACK, 2016; SCHMARR,;
KEISER; KRAUTWALD, 2016).

No caso das cervejas, a presenca de off-flavours pode contribuir negativamente
para a qualidade do produto final dependendo da concentracdo presente em um
determinado estilo de cerveja e, portanto, € muito importante avaliar a presenca e a
concentracdo desses compostos. Compostos como dicetonas vicinais (VDK, do inglés
Vicinal Diketones) (LECA et al., 2015), diacetil, pentanodiona, acetona e acetaldeido
(TIAN, 2010), acetato de etila, acetato de isoamila e hexanoato de etilo (DA SILVA et
al., 2015), benzaldeido (CASTRO; ROSS, 2015), e (E)-2-nonenal (SAISON et al.,
2008) sao caracterizados como off-flavours. Assim como os produtos secundarios, como
ésteres (acetato de etila, acetato de isoamila), acidos (acético, butanoico, octanoico e
isovalérico) e alcoois superiores (amilico, o 2-Butanol, 1-Butanol, Isobutanol e
Isoamilico). As estruturas do acetato de etila, acidos (acético, butanoico, octandico e
isovalérico) e alcoois superiores (amilico, o 2-Butanol, 1-Butanol, Isobutanol e

Isoamilico) estdo apresentadas na Figura 1 e sdo os compostos estudados neste trabalho.
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Figura 1 — Estrutura dos off-flavours Acetato de etila, Acidos (Acético, Butandico,
Octandico e Isovalérico) e Alcoois superiores (Amilico, 2-Butanol, 1-

Butanol, Isobutanol e Isoamilico)
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Fonte: Do Autor (2021).

O acetato de etila esta presente em todas as cervejas e em baixas concentracdes
fornece um sabor frutado de pera a cerveja, mas em altas concentracGes pode provocar
um sabor de solvente ou acetona. O acetato de etila é proveniente da esterificacdo dos
alcoois e acidos graxos ativados pela co-enzima A e no caso de formacédo de acetatos, a
enzima Acetato Transferase catalisa a esterificacdo. Observa-se que nas cervejas
Lagers, nas quais a fermentacdo € realizada em temperaturas mais baixas, a presenca de
acetato é menor, enquanto que em cervejas Ale a presenca de acetato de etila é maior,
visto que a fermentagdo ocorre em temperaturas maiores. 1sso se deve ao fato de que
guanto maior a temperatura de fermentacdo, mais rapidamente as leveduras crescem e
maior quantidade de ésteres serdo formados. Sabores que sdo apropriados e desejaveis
em um estilo de cerveja podem ser considerados defeitos em outro estilo, como € o caso
do acetato de etila (PIRES et al., 2014).

A presenca de acetato de etila nas cervejas esta relacionada as condigdes da
fermentacdo. Assim, de modo a diminuir quantidade de acetato de etila presente nessas
bebidas e garantir a qualidade desejada, uma alternativa viavel é evitar variacbes da
temperatura ao longo da fermentacdo (BARTH, 2013; DACK et al., 2017).
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Outros compostos importantes no aroma da cerveja sdo 0s alcoois superiores,
cuja presenca é desejavel, embora deva ser controlada, pois em concentracdes maiores
pode tornar-se um revés no sabor e aroma, resultando em um gosto forte de alcool, as
vezes sentido como solvente e provocando sensacdo de queimacgdo. Além disso, 0s
alcoois superiores também fornecem a porcdo de alcool necessaria para a sintese de
ésteres desejaveis, que representam um importante grupo de compostos ativos no sabor
e aroma da cerveja (DACK et al., 2017).

Os élcoois sdo formados durante a fermentagdo como subprodutos, sendo a
presenca deles na cerveja proveniente da ma fermentacdo, originando um sabor
semelhante ao etanol e em concentracbes maiores um sabor de solvente, como por
exemplo o alcool amilico, o 2-Butanol, 1-Butanol, Isobutanol e Isoamilico.

Ao longo da fermentacdo, a formacdo dos alcoois é favorecida em temperatura
elevada, baixa taxa de indculo de leveduras (fermento) e taxa de aeracdo adequada.
Quando ha mais substrato de alcool, ha uma maior oportunidade de formacao de éster
com qualquer acetil-CoA presente. Assim, a producdo de cervejas com baixo teor de
éster € um ato de equilibrio, uma vez que o controle dos fatores que ajudam a impedir a
formacéo de éster pode favorecer a producéo de alcool (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

A presenca de acidos carboxilicos na cerveja pode provocar diferentes aromas.
O &cido octandico é responsavel por aromas de sabdo e queijo de cabra; o acido acético
fornece um aroma caracteristico de vinagre; o acido butandico origina aromas de vémito
de crianca e leite azedo e o &cido isovalérico um aroma de queijo (HORNINK;
GALEMBECK, 2019). Os é&cidos sdo formados durante a fermentacdo como, por
exemplo, pela oxidacdo do etanol. A presenca de acidos € inevitavel e em alguns tipos
de cerveja € até aceito em pequenas concentra¢des, mas na maioria das cervejas, quando
em concentracdo superior ao limiar de percepcdo, torna-se desagradavel. A presenca
indesejavel dos acidos pode ocorrer devido a ma sanitizacdo dos equipamentos, tempo
excessivo de mosturacdo, uso de fermento de baixa vitalidade, ma fermentacdo e
armazenamento em altas temperaturas (HORNINK; GALEMBECK, 2019).

Com relacéo as condicGes de fermentacdo, a proporcao alta de alcool em relagéo
aos ésteres caracteriza uma fermentagdo normal. No entanto, pode ocorrer uma
proporcdo de alcool em relacdo ao éster maior que o esperado, devido a alguns fatores
como a intensa aeracdo no tanque de fermentacdo, condicdo que nao € desejavel, pois
resulta na perda das caracteristicas de sabor. As leveduras de alta fermentagdo tambem

podem influenciar na propor¢do entre alcool e éster, produzindo mais ésteres do que



22

alcoois superiores quando comparadas as leveduras de baixa fermentacdo. As
temperaturas mais altas e a aplicacdo de pressdes maiores em leveduras de alta
fermentagdo favorecem a producdo de ésteres. Em cervejas mais fortes sdo esperadas
notas de ésteres e um sabor mais arredondado, enquanto que em cervejas mais leves, a
expressao dos alcoois superiores € maior em relacdo aos esteres (BARTH, 2013;
LIVENS, 2016).

Como esses possiveis produtos e subprodutos de fermentacéo estdo presentes em
quantidades significativas ou perceptiveis, a determinagdo desses compostos auxilia na
avaliacdo da qualidade da cerveja produzida. Assim metodos vém sendo desenvolvidos
para a determinacdo de alguns flavours e off-flavours em cerveja, como por exemplo a
HS-SPME-GC-MS, embora ndo sejam exigidos pelo MAPA para a comercializagdo das

cervejas.

2.2.2 Ftalatos

Os ftalatos sdo ésteres do &cido ftalico, obtidos a partir da esterificacdo de acidos
ftalicos com diferentes alcoois. Dessa forma, variados ftalatos podem ser sintetizados,
apresentando diferentes propriedades fisicas e quimicas, que determinam suas
aplicacdes. Com isso, podem-se classificar tais compostos em dois grupos a partir de
seu peso molecular. Os ftalatos de baixo peso molecular apresentam cadeia lateral com
até quatro carbonos, incluindo o dibutil ftalato (DBP, do inglés Dibutylphthalate),
diisobutil ftalato (DiBP, do inglés Diisobutylphthalate), dietil ftalato (DEP, do inglés
Diethylphthalate) e dimetil ftalato (DMP, do inglés Dimethylphthalate). Ja os ftalatos de
alto peso molecular possuem na cadeia lateral cinco ou mais carbonos e incluem, por
exemplo, o dioctil ftalato (DOP, do inglés Dioctylphthalate) e o di-2-etilhexilftalato
(DEHP, do inglés Di-2-ethylhexylphthalate) (GIULIANI et al., 2020). A Figura 2

apresenta as estruturas dos ftalatos que serdo estudados neste trabalho.
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Figura 2 — Estrutura dos ftalatos DBP, DiBP, DEP, DMP e DEHP.
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Fonte: Do autor (2021).

Os ftalatos sdo amplamente empregados em aplicacdes industriais, sendo
utilizados como plastificantes ou adicionados aos polimeros a fim de melhorar a
flexibilidade e mobilidade dos mesmos, possibilitando diversas aplicagdes em produtos
de consumo a base de plastico, incluindo materiais de construgdes, brinquedos para
bebé, dispositivos médicos, equipamentos eletrénicos, cosméticos e embalagens para

alimentos. Uma vez que eles estdo apenas fisicamente ligados as cadeias de polimeros,
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podem ser liberados em quantidades significativas para o0 meio ambiente durante seu
processo de fabricacdo, utilizacdo e disposicdo final (PERESTRELO et al., 2020).

Os ftalatos sdo considerados desreguladores endocrinos e, em especifico o
DEHP ¢ classificado como possivelmente carcinogénico para humanos (grupo 2B) pela
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céancer (IARC). Além disso, por sua
persisténcia ambiental, sdo considerados poluentes de alto risco por seus impactos
negativos ao meio ambiente e aos organismos vivos. A exposi¢do humana ao ftalatos
pode ocorrer por inalagdo, por contato com a pele e por ingestdo que é a principal fonte
de contaminacdo de ftalatos em humanos. A contaminacéo de alimentos e bebidas por
ftalatos pode ocorrer facilmente pela migracdo destes compostos a partir de varios
materiais em contato com os alimentos durante a producdo, armazenamento e transporte
(GIULIANI et al., 2020).

Dada a toxicidade dos ftalatos e o potencial risco a saide humana a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América “Environmental Protection
Agency” / USA — (EPA) fixou a concentracio do DEHP em 6 pg L™ para aguas
acondicionadas em garrafas plasticas, bem como foi proibido o uso de plastificantes
toxicos em brinquedos que vao a boca de criangas

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é a
organizagdo governamental destinada a regulamentar, controlar e fiscalizar os produtos
e servicos que envolvam risco a salde publica, dentre eles os recipientes destinados ao
contato com alimentos, as instalacbes fisicas e tecnologias envolvidas na producao.
Nesse sentido, foram estabelecidas pela ANVISA algumas condi¢des quanto ao uso de
plastificantes, a partir da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) a qual esta
compatibilizada com as resolugdes GMC MERCOSUL. A RDC n°105, de 19 de maio
de 1999, refere-se a disposicdes gerais para embalagens e equipamento plasticos em
contato com alimentos, limitando o uso do plastificante DEHP em embalagens que
entram em contato com alimentos gordurosos a um limite de 3% em massa do
plastificante. A RDC n° 91, de 11 de maio de 2001, que diz respeito a critérios gerais e
classificacdo de materiais para embalagens e equipamentos que entram em contato com
alimentos, determinando que estes ndo devam possibilitar a migracdo de componentes
indesejaveis para os alimentos acima dos limites maximos estabelecidos (ANVISA,
2001). ARDC n° 17, de 17 de margo de 2008, define uma lista positiva de aditivos para
materiais plasticos empregados na fabricagdo de embalagens e equipamentos que

entrem em contato com alimentos. Dentre esses aditivos estdo os ftalatos de butila e
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benzila, dibutila, diciclohexila, dietila, diisodecila, di-2-etilexila e dioctila, para os quais
sdo estabelecidos limites e restricdes, sendo que para 0 DEHP o limite de migracéo é de
1,5 mg Kg? (ANVISA, 2008). Ja a RDC n° 56, de 16 de novembro de 2012, estabelece
uma lista de monémeros, outras substancias iniciadoras e polimeros autorizados para a
elaboracdo de embalagens e equipamentos plasticos em contato com alimentos. Essa
resolucdo especifica quanto ao ftalato de dibutila, limitando seu uso em embalagens de
alimentos a 0,3 mg kg e restringindo sua aplicacdo em revestimentos em contato com
alimentos gordurosos (ANVISA, 2012). A RDC n°51, de 26 de novembro de 2010,
dispde sobre migracdo em embalagens e equipamentos plasticos destinados a entrar em
contato com alimentos. Assim, ha permissdo para o uso dos ftalatos, entretanto, séo
estabelecidas algumas restri¢des de uso e limites de composicéo e de migragéo.

A presenca dos ftalatos em bebidas alcoolicas, como a cerveja, pode ser
proveniente de diferentes fontes, que englobam desde o tipo de matéria prima utilizada e
suas condicOes de armazenagem, passando pela producédo (relacionada ao contato com
equipamentos a base de materiais plasticos), até o envase (relacionado ao tipo de
material utilizado para tal) (CAO, 2010).

Nas cervejas oriundas de cervejarias industrias (grande e micro), a presenca
desses contaminantes pode ser resultante da utilizacdo de algum tipo de material
plastico no envase das mesmas, como, por exemplo, na vedacéao interna das tampas de
aluminios utilizadas nas garrafas de vidro ou em growlers, que é um tipo de garrafa
introduzido no comércio para proporcionar um produto mais fresco, além de diminuir os
custos com garrafa, envasamento e rotulo (CAO 2010; CARNOL 2016) Em relacdo a
presenca de ftalatos em cervejas caseiras, ndao ha nenhum estudo que apresente algum
resultado. Entretanto, os ftalatos podem estar também presentes nessas amostras por
usar o mesmo tipo de tampa de garrafa, além de outras possiveis fontes de
contaminacdo por plasticos, como fermentadores, bombas de suc¢do, mangueiras e
conectores, todos esses em plasticos, os quais podem ndo ser os mais indicados para uso
alimenticio. Uma vez que esses equipamentos a base de plastico reduzem os custos em
relacdo aos equipamentos de inox, o seu uso é bem difundido entre os cervejeiros
caseiros. Em complemento, ha relatos em féruns da internet nos quais sdo usadas
bombas de circulacdo de méquina de lavar louga, pulverizadores para fins agricolas,
baldes plasticos reutilizados de diversos tipos de produtos, além de inimeras adaptacdes

com materiais cuja finalidade ndo era a producao de cerveja ou de outros alimentos.
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Diante da possivel presenca de contaminantes, como os ftalatos, em cervejas,
devido o contato com materiais plasticos, torna-se necessario o desenvolvimento de
uma metodologia capaz de detectar estes compostos, como por exemplo, a HS-SPME-
GC-MS para avaliar a presenca desses contaminantes tanto em cervejas armazenadas

em frascos plasticos como em cervejas de fabricacdo caseira.

2.3 Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa

A GC ¢ a principal técnica de separacdo para a determinacdo de compostos
volateis nos mais diversos tipos de amostras e acoplada a um Espectrometro de Massas
(MS, do inglés Mass Spectrometry) permite a separacdo, identificacdo e quantificacdo
desses compostos. A GC baseia-se na distribuicdo dos analitos entre a fase movel
gasosa e a fase estacionaria liquida ou solida. Os componentes de uma amostra sao
injetados e vaporizados pelo aguecimento do injetor. A eluicdo € feita por um fluxo de
gas inerte que ndo interage com as moléculas do analito, sendo sua Unica funcgéo
transportar o analito através da coluna até o detector. A separagdo dos constituintes da
amostra € consequéncia de interacBes diferenciais com a fase estacionéria, assim,
idealmente, os constituintes se movem pela coluna com diferentes velocidades e eluem
em tempos diferentes. Esta interacdo esta relacionada com a pressdo de vapor e a
afinidade da molécula com a fase estacionaria. Compostos com baixa volatilidade e
forte interacdo com a fase estacionaria sdo retidos na coluna cromatografica e se movem
mais lentamente ao longo da mesma, enquanto que compostos com menor ponto de
ebulicdo e menor afinidade se movem mais rapidamente. Assim, moléculas diferentes
interagem em diferentes intensidades com a fase estaciondria, separam-se ao longo da
corrida cromatogréafica e chegam ao detector em tempos diferentes (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006; SKOOG et al., 2006).

A GC-MS é uma técnica seletiva com alta sensibilidade e eficiéncia de
separacdo, tornando-se uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo para a
determinacdo de compostos volateis e semi-volateis.

A configuracdo basica de um espectrometro de massas consiste em uma fonte de
ionizagdo, um analisador de massas e um detector. Na fonte de ionizagdo ocorre a
producdo de ions a partir dos analitos, estes ions sdo entdo separados por suas diferengas
de razdo massa/carga (m/z), conforme sua trajetoria a partir de analisadores de massas,

e, por fim, as razbes m/z sdo registrados por um sistema para registro dos dados obtidos.
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Diferentes fontes de ionizagéo estdo disponiveis para a espectrometria de massas
moleculares, sendo, as mais comuns a lonizacdo por Elétrons (El, do inglés Electron
lonization) e a lonizagdo Quimica (CI, do inglés Chemical lonization). Os analisadores
de massas disponiveis, baseiam-se na separacdo dos ions por meio de campo elétrico
e/ou magnético, dos quais podem ser citados, os analisadores Quadrupololares (Q, do
inglés Quadrupole), os analisadores por Tempo de Voo (TOF, do inglés Time of Flight)
e, mais recentemente, a armadilha eletrostatica de ions.

Na EI as moléculas sdo bombardeadas com um feixe de elétrons de alta energia
(geralmente 70 eV), resultando na ionizacdo das mesmas, podendo produzir ions
positivos, ions negativos e espécies neutras. Os ions formados sdo menos estaveis e
rapidamente se dividem em fragmentos menores a medida que as liga¢cdes quimicas sdo
quebradas, em um processo chamado de fragmentacdo. No analisador os ions sao
separados de acordo com a razdo massa/carga (m/z) em um campo eletrostatico. A
seguir, os ions separados atingem um detector de ions no qual produzem um sinal
elétrico que é registrado e representado na forma de gréfico pelo sistema de dados,
gerando um espectro de massas (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; SKOOG et
al., 2006).

A CI surgiu para aumentar a producdo do ion molecular e reduzir as
fragmentacOes associadas a EI. A Cl consiste em produzir ions pela interacdo das
moléculas dos analitos com os ions do gas reagente (metano, etano, amonia e
isobutano), previamente formados na fonte. A formacdo dos ions radicais dos gases é
proveniente da ionizacdo por elétrons produzidos na fonte e estdo presentes em maior
quantidade do que o analito, garantindo a sua ionizacao. Os ions produzidos podem ser
positivos ou negativos, e ainda é possivel a formacdo de ions adutos (CHIARADIA;
COLLINS; JARDIM, 2008; JAVELLE; RIGHEZZA; DANGER, 2021).

Quanto aos analisadores de massas, 0s quadrupolos sdo formados por quatro
barras metélicas (eletrodo), que geram campos elétricos oscilantes, capazes de
estabilizar ou desestabilizar seletivamente os ions, de acordo com a m/z, durante sua
passagem pelo centro do quadrupolo. O quadrupolo funciona como um filtro, isso
permite que os ions de diferentes valores de m/z cheguem com tempos diferentes ao
detector, e desta forma podem ser diferenciados. Este mesmo principio pode ser
utilizado para estabilizar a trajetoria de apenas um ion desejado, que pode ser
posteriormente fragmentado (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; ZUBAREV;
MAKAROV, 2013).
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O Orbitrap (nome ja consagrado para uma armadilha de ions de Kingdon quando
utilizada em um espectrémetro de massas) é um analisador que possui alta resolucéo,
oferecendo resultados com 4 casas decimais. Baseia-se no aprisionamento de ions
utilizando campo eletrostatico. Ele consiste em um eletrodo externo e um eletrodo
interno fusiforme. A frequéncia e a amplitude das oscilagdes harménicas dos ions
presos em Orbita ao longo do eixo do campo eletrostatico sdo caracteristicos de
cada m/z, assim, a deteccdo dos ions é baseada na medicdo da imagem de corrente
induzida pelo movimento coerente de ions, e 0 uso de transformada de Fourier (FT) do
sinal no dominio do tempo para gerar a frequéncia e, depois, espectros de massa
(ELIUK; MAKAROV, 2015; ZUBAREV; MAKAROQOV, 2013).

O alto desempenho da GC-MS permite a analise de muitos componentes de uma
Unica amostra, com sensibilidade na faixa de picograma e quantificacdo de moléculas na
faixa de picograma a miligrama (BOUTOU; CHATONNET, 2007), sendo utilizada
para a determinacédo de diversos compostos em distintas matrizes, como, por exemplo, a
determinacdo de compostos volateis em cerveja (ALVES et al., 2020; BENUCCI et al.,
2021; COELHO et al., 2019; ZANELLA et al., 2021; ZAPATA et al., 2019).

2.4 Preparo de amostra

A viabilidade do uso da GC-MS como técnica de analise qualitativa e
quantitativa de compostos em amostras complexas € dependente do preparo de amostra
adequado. O preparo de amostra tem como objetivo compatibilizar a amostra ao
equipamento utilizado, eliminar os interferentes presentes na amostra, possibilitar a pré-
concentracdo de analitos das amostras quando necessario, além de realizar a conversdo
dos analitos para a forma apropriada para separacéo e/ou deteccdo (ANSARI; KARIMI,
2017; VALENTE; AUGUSTO, 2000).

As tendéncias atuais apontam no sentido da utilizacdo de menores quantidades
de amostras, até mesmo para analises de tracos; obtencdo de maior seletividade e
especificidade na extracdo; aumento no potencial para automacdo ou utilizacdo de
métodos “on line”, reduzindo a operagdo manual; desenvolvimento de métodos
sustentaveis. Dentro deste contexto, técnicas de microextracdo que utilizam quantidades
minimas de solventes organicos e menos etapas na preparacdo das amostras vém sendo
desenvolvidas (SOUZA-SILVA et al., 2015).

2.4.1 Microextracdo em fase sélida
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A SPME foi desenvolvida na década de 90 por Arthur e Pawliszyn como um
método livre de solventes, econdmico, simples e rapido, quando comparada a SPE. E
uma técnica ndo exaustiva baseada no equilibrio de particdo dos analitos entre a matriz
da amostra e a fase de extracdo, seguida da dessorc¢do dos analitos (SOUZA-SILVA et
al., 2015). E uma técnica de extracdo na qual uma fibra de silica recoberta com material
sorbente é imersa na amostra, de modo direto ou por headspace. No modo direto os
analitos semi-volateis ou ndo-volateis difundem-se diretamente da matriz da amostra
para o revestimento da fibra no qual sdo concentrados. J& no modo de extracdo por
headspace ocorre a sor¢do dos analitos volateis entre a fase vapor e a matriz da amostra
(SOUZA-SILVA et al., 2015; VALENTE; AUGUSTO, 2000).

Alguns parametros como a selecgdo, o revestimento e a espessura da fibra devem
ser otimizados de modo a obter melhor eficiéncia de extracdo. Além disso, é necessario
considerar as condi¢bes de adsorcao e dessorcdo, como tempo, temperatura e efeito do
pH da amostra para adsorcdo. A selecdo do revestimento da fibra é determinada pela
polaridade do revestimento e sua seletividade em relagdo aos analitos em contraste com
outros componentes da matriz. Uma vez que a SPME é baseada na distribuicdo de
equilibrio dos analitos entre a amostra, 0 headspace e a fase de extracdo, as
propriedades do sorvente desempenham um papel fundamental na eficiéncia do
processo (PLOTKA-WASYLKA et al., 2017; SOUZA-SILVA; GIONFRIDO;
PAWLISZYN, 2015).

O uso de SPME como técnica de extracdo possibilita a miniaturizacdo de um
sistema (utilizando pequenas ou nenhuma quantidade de solvente), o isolamento e a
concentracdo dos analitos em uma Unica etapa, a automacdo de dispositivos e 0
acoplamento com instrumentos cromatograficos, podendo ser empregada para uma
ampla gama de aplicagdes (analito e matriz), devido aos varios tipos de revestimentos
das fibras (BOYACI et al., 2015; SOUZA-SILVA; GIONFRIDO; PAWLISZYN,
2015). Em contrapartida, a principal limitacdo da SPME €é a pequena quantidade de
analito extraido devido a miniaturizacdo do processo (SOUZA-SILVA; GIONFRIDO;
PAWLISZYN, 2015).

Comercialmente, sdo disponiveis fibras com diversos tipos de revestimento,
como por exemplo as fibras revestidas com poliacrilato (PA), polidimetilsiloxano
(PDMS), polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB), carboxen/divinilbenzeno
(CAR/DVB) e divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS). Sendo
que nas fases DVB/PDMS e CAR/PDMS as extracOes sdo dominadas pelo processo de
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adsorcéo, enquanto nas fases PA e PDMS o processo de absorcdo prevalece. Quanto a
polaridade, a fase PA se destaca com maior polaridade, enquanto a fase PDMS se
caracteriza por ser mais apolar (HO; CANESTRARO; ANDERSON, 2011; JELEN;
MAJCHER; DZIADAS, 2012; RODRIGUES; CALDEIRA; CAMARA, 2008;
SOUZA-SILVA; GIONFRIDO; PAWLISZYN, 2015).

A utilizacdo da SPME como preparo de amostra e a GC-MS como técnica de
andlise tém sido aplicada com sucesso a analise de volateis em diversos tipos de
amostras, assim como na determinacédo de volateis referente ao sabor/aroma de cervejas.
Vieira et al. (2020) determinaram as condicGes ideais para a quantificacdo de 28
compostos sendo eles alcoois e ésteres superiores, aldeidos, acidos graxos volateis e
VDK. Além disso, validaram a metodologia otimizada para a quantificacdo das VDK e
analisaram diferentes amostras de cervejas. Na validacdo o LOQ foi definido em 9,06
gLt e 22,95 pgL? para diacetil e 2,3-pentanodiona, respectivamente, com exatiddo
variando de 84,76% a 101,00% e 97,27% a 114,4 % para diacetil e 2,3-pentanodiona,
respectivamente e em todas as amostras avaliadas as VDK estavam abaixo do LOQ.

Filipowsca et al. (2020) avaliaram os parametros de extragdo para a
quantificacdo de aldeidos presentes em maltes. O método foi validado e obteve
linearidade com R> 0,9988, LOD de 0,28 - 0,99 ugL?, LOQ de 0,92 - 3,31 uglL?' e
recuperacdo de 95% a 105%.

Humia et al. (2020) investigaram a melhor condi¢do do processo para producao
de uma cerveja de batata doce com propriedades nutricionais e antioxidantes
aprimoradas e boas caracteristicas sensoriais. A HS-SPME-GC-MS foi empregada para
a determinacdo de compostos bioativos e definicdo do perfil da cerveja. Foram
encontrados acidos carboxilicos, ésteres, alcoois, monoterpenos, sesquiterpenos e
aldeidos.

Giannet et al. (2019) desenvolveram um método HS-SPME-GC-MS que foi
aplicado a 79 cervejas Lager do estilo Pilsen (produtos artesanais e industriais) para
avaliar seu perfil de sabor, no qual identificaram 111 compostos volateis nas amostras,
sendo ésteres, terpenos e alcoois as principais fracoes do sabor da cerveja. Utilizando a
Analise Parcial por Quadrados-Discriminantes (PLS-DA) foi possivel classificar as
cervejas de acordo com seus diferentes métodos de producdo e criar uma metodologia

para a classificacdo das cervejas a partir dos perfis volateis.
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2.5 Otimizacao

No desenvolvimento de uma metodologia analitica, sempre ha a busca por um
processo que seja viavel financeiramente, com o melhor rendimento/recuperagdo, com
as condi¢des que proporcionam melhor sensibilidade, preciséo e exatiddo. Além disso, é
interessante que seja desenvolvido em um menor tempo e, para gque iSso ocorra, é
necessario realizar a otimizacdo do processo. A otimizacdo € realizada de maneira a
determinar as configuracGes e condi¢Oes ideais de um processo (BEZERRA et al.,
2019; DEJAECHER et al., 2011).

A otimizacdo de uma metodologia analitica € baseada na investigacdo de suas
variaveis (também chamadas de fatores), dos niveis que podem assumir e das respostas
geradas pelas mudancas nas condi¢fes experimentais da metodologia. Os fatores podem
ser definidos e redefinidos em determinados niveis, por exemplo, temperatura, pH,
concentracdo de reagentes, tempo de reagdo, etc., e que afetam as respostas ou
resultados de um método ou procedimento (BEZARRA et al., 2019).

Essa otimizacdo pode ser realizada com alteracfes das varidveis que afetam os
resultados da metodologia de maneira univariada ou multivariada. Na otimizagéo
univariada é avaliada uma variavel por vez, de forma independente, na qual todas as
outras condicdes mantidas sem alteracdo, avaliando o efeito subsequente. Uma das
desvantagens desta otimizacdo é a ndo avaliacdo dos efeitos das interacfes entre as
variaveis, além disso, quanto mais variaveis forem avaliadas, maior o ndmero de
experimentos que serd necessario, acarretando maior consumo de reagente, tempo e
despesas (BEZERRA et al., 2008).

Ja na otimizacdo multivariada a avaliacdo ocorre com a variacdo de varios
fatores simultaneamente. Isso diminui 0s reveses da otimizagdo univariada, pois
considera a interacdo entre as varidveis, diminui o numero de experimentos e ainda
prevé a quantidade de experimentos a ser realizado, diminuindo o tempo e o custo. Um
dos modos de realizar a otimizacdo multivariada € a utilizacdo de um planejamento
experimental, que é baseado na identificagdo dos fatores com maior influéncia e
posteriormente determinacdo dos niveis ideais destes fatores, ou seja, o 6timo global
(DEJAEGHER; VANDER HEYDEN, 2011).

A determinacdo dos fatores com maior influéncia na metodologia deve ser
realizada, pois os diferentes fatores podem afetar a resposta do sistema, tornando dificil
identificar e controlar as pequenas contribui¢cbes de cada um. Para esta determinacdo

podem ser utilizados experimentos fatoriais completos ou fracionarios, como o
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Delineamento fatorial completo de 2 niveis, o Delineamento de Box-Behnken e
Delineamento de composto central (DCC, do inglés Central Composite Design)
(HIBBERT, 2012).

Apos a realizacdo e obtencdo de respostas do planejamento experimental, pode-
se estabelecer uma fungdo na qual a variavel dependente é a resposta e as variaveis
independentes sdo os fatores que a influenciam. Essa funcdo é chamada de superficie de
resposta e permite prever como uma variacdo nos valores das variaveis afeta a resposta
e, portanto, escolher os valores que fornecem a melhor resposta, ou seja, a regido 6tima.
A forma da superficie de resposta pode ser representada graficamente no espaco
tridimensional ou bidimensional, como os graficos de contorno (CALLAO, 2014).

Em algumas situacfes a otimizacdo pode envolver mais de uma resposta ao
mesmo tempo, sendo chamada de otimizacdo de multirespostas. Nesta situagdo, sao
observados um ou mais perfis para cada tratamento experimental e, para a determinacgéo
da regido otima deve-se garantir o cumprimento dos critérios de todas as respostas
envolvidas, identificando o perfil mais proximo a um perfil que representa a resposta
conjunta desejavel. Para isto, as diversas respostas podem ser combinadas em uma
Unica através do uso de uma funcdo matematica, como a média geométrica, obtendo-se
assim uma superficie resposta que permite verificar os valores 6timos de cada
variavel, satisfazendo simultaneamente, e na medida do possivel, todas as respostas
consideradas (FERREIRA et al., 2019; FOGLIATTO, 2008; VERA et al., 2014).

O planejamento experimental e a metodologia de superficie de resposta
tornaram-se Uteis para desenvolver, melhorar e otimizar processos de determinagédo
simultanea de diferentes compostos responsaveis pela formacdo do sabor e aroma de
uma cerveja (DACK et al., 2017; LECA et al., 2015 MOREIRA et al., 2013; NESPOR
etal., 2018; STEFANAUTO et al., 2017; VIEIRA et al.,2020).

2.6 Validacao

No desenvolvimento de um método analitico, a validacdo é uma etapa essencial,
uma vez que garante que a sua utilizacdo para determinado fim seja atendida,
assegurando resultados confiaveis e que as analises futuras terdo resultados proximos o
suficiente do valor verdadeiro. Para isso, todos os detalhes da analise devem ser
relatados, pois a validacdo é confiavel para um método analitico otimizado em

condigdes especificas, considerando a determinacdo de um analito em uma matriz
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especifica. Caso haja alteracdo de algumas dessas condicOes, a validagéo realizada nédo
pode ser utilizada (BARWICK, 2019; EURACHEM, 2014; INMETRO, 2020).

Além de novas metodologias a validacdo também deve ser realizada quando sdo
realizadas adaptagbes a metodos ja validados, desde a modificacdo direta na
metodologia até o uso de diferentes equipamentos. Diversos 6rgaos definem protocolos
ou guias para a validacdo de métodos analiticos como requisitos para assegurar a
qualidade em laboratérios de ensaio. E importante esclarecer que resolugdes sio
documentos com poder de lei, que devem ser obedecidas e guias sdo documentos que
sugerem uma linha a ser seguida e sdo, portanto, abertos para interpretacdo. Os guias
sdo recomendacbes e sdo intencionalmente vagos para deixar aos analistas a
flexibilidade de adaptéa-los de acordo com o método a ser usado No Brasil, ha trés
agéncias que regulamentam a validacdo de métodos analiticos, a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimentos) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia).

No presente trabalho, alguns pardmetros de desempenho sdo adotados para
garantir a confiabilidade do método, como a linearidade, precisdo, exatidao, limite de
deteccdo (LOD, do inglés limit of detection) e limite de quantificacdo (LOQ do inglés
limit of quantification), de acordo com os guias de validagdo da ANVISA e da
EURACHEM (BRASIL, 2011; EURACHEM, 2014).

A linearidade de um procedimento analitico é a sua habilidade em produzir
resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras,
considerando uma dada faixa de concentracdo (BARWICK, 2019; EURACHEM, 2014;
INMETRO, 2020).

Quanto aos limites de deteccdo e quantificagdo, o LOD é a concentragcdo mais
baixa em que o analito pode ser detectada pelo método em um nivel de confianca
especifico, salientando que uma leitura abaixo do LOD néo indica a auséncia do analito.
A definicdo do LOQ é a concentracdo mais baixa do analito que pode ser quantificada
com desempenho aceitavel do método. Os valores de LOD e LOQ podem ser estimados
por métodos especificos para técnicas visuais, de sinal/ruido, ou pelos dados da curva
analitica (BARWICK, 2019; EURACHEM, 2014; INMETRO, 2020).

A precisdo de um método analitico é a maneira quantitativa de predizer a
dispersdo dos resultados obtidos por meio de medicdes repetidas adequadamente em

condicBGes determinadas, ou seja, prever em forma de valores o qudo proximo os
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resultados estdo uns dos outros. Podendo ser expressa por meio da repetibilidade e da
precisdo intermediaria, sendo usualmente determinadas por meio do coeficiente de
variacdo (CV) ou desvio padréo relativo (DPR) (BARWICK, 2019; EURACHEM,
2014; INMETRO, 2020).

A repetibilidade é a estimativa da dispersdo dos resultados obtidos nas mesmas
condi¢des sem nenhuma alteracdo, como 0 mesmo operador, 0 mesmo equipamento, as
mesmas condicles de opera¢do, 0 mesmo preparo, 0 mesmo laboratorio e realizadas em
um curto intervalo de tempo. J& a precisdo intermedidria estima a dispersdo dos
resultados a partir da variacdo de pelo menos uma das condi¢des de analise, como por
exemplo, equipamento, analistas ou a realizacdo do mesmo procedimento em épocas
distintas (BARWICK, 2019; EURACHEM, 2014; INMETRO, 2020).

A recuperacdo de uma metodologia estd relacionada com a capacidade da
extracdo da metodologia utilizada, sendo possivel determinar a quantidade do analito
presente ou adicionada na amostra que € realmente extraida e passivel de ser
quantificada (BARWICK, 2019; EURACHEM, 2014; INMETRO, 2020).

2.7 Analise dos componentes principais (PCA)

A andlise dos componentes principais (PCA), é uma técnica quimiométrica nao
supervisionado, no qual ndo séo fornecidas informacdes prévias sobre as classes de cada
amostra e a visualizacdo dos dados ap6s processamento pode ser feita em um espaco
reduzido, o que possibilita identificar similaridades entre as amostras (WANG et al.,
2021; CUCU et al., 2021).

A PCA se fundamenta na decomposicao/projecdo multivariada, transformando o
conjunto original de varidveis em componentes principais a partir de combinacdes
lineares das varidveis originais e de dimensdes equivalentes, permitindo a construcdo de
graficos bidimensionais, onde os loadings representam a relacdo entre as variaveis e 0s
scores representam a relacdo entre as amostras. A partir do grafico gerado, os dados
podem ser avaliados todos ao mesmo tempo, sendo possivel verificar quais variaveis
estdo influenciando no sistema e delimitar agrupamentos entre as amostras de acordo
com as suas similaridades (ROSSI et al., 2014).

Assim, 0 uso de PCA possibilita a extragdo de informagdes de dados obtidos por
metodologia analitica, como por exemplo, a obtencéo de combinacdes interpretaveis das

variaveis, a visualizacdo de agrupamentos formados, a descricdo e o entendimento da
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estrutura de correlacdo das variaveis e a reducdo da dimensionalidade dos dados
(MARTINS et al., 2020).

Assim, utilizando uma metodologia que envolva SPME-GC-MS e empregando
PCA para processamento dos dados, torna-se possivel realizar andlises de cervejas
industriais, comparando-as com cervejas caseiras, em relacdo a presenca de

contaminantes, como os desreguladores enddcrinos.

CONSIDERACOES GERAIS

A cerveja é uma das bebidas mais consumidas do mundo e nos dltimos anos o
cenario cervejeiro sofreu uma mudanga com a insercdo cada vez maior das cervejas
especiais ou artesanais, que sao produzidas visando a maior qualidade. A producdo da
cerveja envolve etapas como moagem, brasagem, fervura, fermentacdo, maturacao,
filtracdo e envase. A fermentacdo é considerada uma das etapas cruciais quanto a
qualidade da cerveja, nesta etapa ocorre o consumo dos agUcares fermentesciveis
produzindo etanol e subprodutos como ésteres, acidos e alcoois superiores que podem
contribuir negativamente para o sabor e aroma da cerveja dependendo da concentragédo
em que esta presente na cerveja.

A caracterizacdo da cerveja quanto a presencga destes compostos, denominados
off-flavours, torna-se interessante uma vez que o0s consumidores estdo cada vez mais em
busca de produtos de qualidade e a quantificacdo de cada um desses compostos mostra-
Se necessario uma vez que a concentracdo determina o sabor que este composto
acarretara para a cerveja.

Além da caracterizacdo da cerveja quanto ao sabor, pode-se avaliar a cerveja
quanto a presenca de contaminantes como ftalatos, que sdo desreguladores endocrinos
com potencial carcinogénico, mostrando-se prejudicial a saide humana mesmo em
pequenas concentracdes. A presenca dos ftalatos na cerveja pode ser proveniente do
contato da mesma com materiais plasticos, seja durante a producdo em fermentadores,
mangueiras e conectores ou durante 0 armazenamento em envases que contenham
plastico como por exemplo os growlers.

Além disso, 0 MAPA estabelece padrbes de identidade e qualidade para
produtos de cervejaria, pela Instrucdo Normativa n° 65, de dezembro de 2019, avaliando
0s parametros organoléptico, por meio de aromas e sabores caracteristicos que devem
condizer com a matéria prima e processos utilizados, sem aromas e sabores estranhos,

em complemento os contaminantes (arsénio, chumbo, cadmio e estanho) devem
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obedecer seus respectivos limites maximos. As analises de rotina devem ser realizadas
utilizando os meétodos analiticos da Convencdo de Cervejeiros da Europa (EBC, do
inglés European Brewers Convention). Ressalta-se que ndo h& nenhuma norma oficial
para analise dos off-flavours (acido acético, &cido butandico, acido isovalérico, acido
octandico, 2-butanol, isobutanol, 1-butanol, alcool isoamilico e acetato de etila) e dos
contaminantes (DMP, DEP, DBP, DiBP e DEHP).

A caracterizagdo da cerveja quanto a presenca de off-flavours e ftalatos, pode ser
realizada por meio de metodologias analiticas que envolvem o uso de HS-SPME e GC-
MS, proporcionando a separacdo dos analitos da matriz, uma vez que a cerveja € uma
matriz complexa por apresentar centenas de compostos, e garantindo a separacao,
identificacdo e quantificacdo dos analitos.

Diante disso, ao longo desse trabalho, buscou-se empregar as técnicas de HS-
SPME e GC-MS para a determinacdo de compostos de interesse em cervejas
convencionais e especiais, produzidas industrialmente e caseira.

Nesse sentido, foi desenvolvida e validada uma metodologia para determinacéo
de compostos que afetam diretamente o aroma e sabor dessas bebidas. A metodologia
foi otimizada por um planejamento experimental de forma multivariada em um
delineamento de composto central, definindo a temperatura de 50 °C, tempo de extracédo
de 30 min e pH 5 como as condi¢des 6timas de extracdo. Esta metodologia foi validada
avaliando a linearidade, limites de deteccdo (LOD), limites de quantificagdo (LOQ),
repetibilidade (intra-dia), reprodutibilidade (inter-dia) e recuperacdo. O método
otimizado e validado foi utilizado para a determinacdo de nove substancias volateis em
dezessete cervejas. Este trabalho foi desenvolvido na Central de Analise e Prospeccdo
Quimica (CAPQ) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Também foi desenvolvida uma metodologia para a determinagdo de ftalatos em
cervejas industriais e caseiras, a otimizacdo foi realizada por delineamento do composto
central, definindo as condicbes ideias de extracdo em 70 °C e 30 minutos. Esta
metodologia foi validada avaliando a linearidade, limites de detecgdo (LOD), limites de
quantificacdo (LOQ), precisdo e exatiddo. O método otimizado e validado foi utilizado
para a determinacdo de cinco ftalatos em trinta e trés cervejas. Este trabalho foi
realizado em parceria com o Prof. Dr. Leandro Wang Hantao da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), onde o método foi validado e as amostras foram analisadas
utilizando o GC-FT Orbitrap MS.
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RESUMO

A qualidade da cerveja pode ser avaliada pela presenca de subprodutos da fermentagéo
como ésteres, acidos e A&lcoois superiores, que em determinadas concentracoes
contribuem prejudicialmente & qualidade da cerveja, sendo chamados de off-flavours.
Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia para a quantificacdo simultanea
destes compostos por HS-SPME e GC-MS em cervejas industriais e artesanais. A
metodologia foi otimizada por um planejamento experimental de forma multivariada em
um delineamento de composto central, definindo a temperatura de 50 °C, tempo de
extracdo de 30 min e pH 5 como as condicdes 6timas de extracdo. Esta metodologia foi
validada avaliando a linearidade, limites de detec¢do (LOD), limites de quantificacdo
(LOQ), repetibilidade, precisdo intermediaria e recuperagcdo. O método otimizado e
validado foi utilizado para a determinacéo de 9 substancias volateis em 17 cervejas.
Palavras-chave: Cerveja, off-flavours, HS-SPME, GC-MS

1 Introdugéo

A cerveja € uma bebida alcodlica obtida por processos de fermentacdo a partir
do malte, cevada, agua, lGpulo e leveduras. E uma mistura extremamente complexa com
uma ampla gama de componentes quimicos, como, agucares, carboidratos, sacarideos,
aminoacidos, proteinas, vitaminas e compostos volateis, que determinam o sabor, 0
aroma e a cor da cerveja (ANDERSON et al.,2019; BOKULICH; BAMFORTH, 2013;
DA SILVA et al., 2015; GUIDO, 2015).

A qualidade da cerveja pode ser determinada pela preservacdo da estabilidade
sensorial, que se tornou entdo o parametro de qualidade mais importante para as
cervejarias. A presenca singular dos compostos volateis influencia no sabor/aroma da
cerveja e também contribuem na construcdo do sabor de fundo da cerveja (MA et al.,
2016). Alguns compostos volateis sdo denominados off-flavours, pois a sensacédo gerada
a partir do cheiro e do gosto é desagradavel ao consumidor (PORTEA et al., 2014).
Esses off-flavours podem ser originarios de diversas fontes e de diferentes etapas do
processo de producdo da cerveja: podem surgir durante a etapa de fermentacéo,
maturagdo ou armazenagem, por meio de insumos de baixa qualidade, contaminacgdo
por microorganismos, condi¢cbes de armazenamento inadequado de ingredientes e do
produto final (CALLEJON et al., 2016; HUMIA et al., 2019).

Em busca da producdo de cervejas com qualidade e sabor agradavel, é

indispensavel o controle de compostos como alcoois, ésteres, acidos organicos,
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aldeidos, compostos carbonilicos e substancias terpénicas, que contribuem para o perfil
organoléptico da cerveja. Dentre esses compostos, alguns podem promover sabor e
aroma indesejaveis, como exemplos, pode-se mencionar acetaldeido, 2,3-butadiona,
acido acético e butanoato de etila (HUMIA et al., 2019).

A presenca desses compostos nas bebidas se deve a diversos fatores. Com
relacdo aos &cidos organicos, a formacéo ocorre durante a fermentacao, sendo inevitavel
a presenca destes na cerveja. Apesar disso, quando estdo presentes em altas
concentragdes, pode indicar ma sanitizacdo dos equipamentos e/ou baixo controle das
condicdes de fermentacdo. Em concentracdo superior ao limiar de percepcao torna-se
desagradavel e pode provocar sabor azedo com notas adstringentes e amargas,
especificamente sabor de vomito de bebé no caso do acido butirico ou sabor de sabéo,
no caso do &cido caprilico (HORNINK; GALEMBECK, 2019).

A presenca de outros alcoois além do etanol na cerveja é desejavel, visto que sdo
necessarios para a sintese de ésteres, 0s quais sdo0 compostos ativos no sabor e aroma da
cerveja (DACK et al., 2017). Entretanto, em condicGes inadequadas de fermentacdo, nas
quais ocorre um estresse da levedura, esses compostos sdo produzidos em altas
concentracdes e tornam-se um revés no sabor e aroma da cerveja, provocando um sabor
de solvente na cerveja e uma sensacao de aquecimento (WHITE; ZAINASHEF, 2010).

Embora a determinacdo desses compostos importantes para a qualidade sensorial
da cerveja ndo seja obrigatdria pela legislacdo brasileira, determina-los auxilia na
avaliacdo da qualidade da cerveja produzida (GONZALEZ et al., 2020), uma vez que
para cada composto, ha uma concentracdo minima necessaria para que seja possivel
perceber a presenca dele como um off-flavour.

Assim, métodos para a determinacdo simultdnea de compostos volateis em
cerveja vém sendo desenvolvidos, 0os quais geralmente estdo baseados em um preparo
da amostra e posterior determinacdo por GC-MS. A microextracdo em fase sélida
através do headspace (HS-SPME) é a técnica mais empregada para o preparo de
amostra de cervejas, visto que proporciona a separacao dos analitos da matriz complexa,
eliminando interferentes inviaveis para analise de forma direta em GC-MS. Dessa
forma, a HS-SPME foi empregada em diversas analises de cervejas industriais, como
para a determinacdo do perfil volatil ao longo do processo de fermentacdo (ALVES et
al., 2020; SAISON et al., 2008), a avaliagdo de volateis representantes do
envelhecimento (SAISON et al., 2008), a avaliagdo do perfil flavors (GIANNETTI et

al., 2019), a comparacdo do perfil flavors entre cervejas produzidas com sorgo
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extrusado e ndo extrusado (MA et al., 2016), e a otimizacdo multivariada de diversas
classes de compostos volateis (VIEIRA et al., 2020). Embora os trabalhos de Vieira et
al. (2020) e Ma et al. (2016) tenham determinado varios compostos simultaneamente,
cabe destacar que no primeiro h4 apenas um acido carboxilico dentre 0os compostos
avaliados, enquanto que no trabalho de Ma et al. (2016) ndo ha a validacdo de todos os
compostos do metodo desenvolvido.

Além da SPME, a extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE) foi usada para
extracdo de écidos carboxilicos (HORAK et al., 2008) e avaliagdo do perfil volatil de
cervejas artesanais (COELHO et al., 2019), na qual os procedimentos envolveram a
SBSE e re-extracdo em solvente organico, o que torna o procedimento moroso.

Assim, a HS-SPME aliada a GC-MS mostram-se técnicas adequadas para a
determinacdo de compostos volateis presentes na cerveja, proporcionando a separacao,
identificacdo e quantificacdo. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi otimizar e
validar um método através de HS-SPME e GC-MS para a determinagdo quantitativa de
quatro acidos carboxilicos (Acido Acético, Acido Butanoico, Acido Isovalérico (3-
metilacidobutandico), Acido Octandico), quatro &lcoois (2-Butanol, Isobutanol (2-metil-
propan-1-ol), 1-Butanol, Isoamilico (3-metil-butan-1-ol)) e acetato de etila em cervejas

convencionais e artesanais.

2 Materiais e Métodos
2.1 Reagentes e amostras

Foram empregados os padrdes de acetato de etila, 2-Butanol, Isobutanol (2-
metil-propan-1-ol), 1-Butanol, Isoamilico (3-metil-butan-1-ol), Acido Acético, Acido
Butanoico, Acido Isovalérico (3-metilacidobutandico), Acido Octandico e 3-Heptanol,
todos com grau de pureza superior a 97%, e o solvente Alcool Etilico (99,9%) adequado
para analises por GC-MS. A fibra utilizada foi a 50/30 um
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (PDMS/CAR/DVB) adquirida da Supelco
(Bellefonte, PA, EUA).

Uma solucédo de padrdo interno (PI) de 3-Heptanol em etanol foi preparada a
uma concentragédo de 200 mg Lt

Solugdes estoques de 5000 mg L™ de cada um dos analitos foi preparada em
alcool etilico. Em seguida uma solucéo intermediaria foi preparada em solucdo alcoolica
5% v/v na concentragdo de 100 mg L para Acetato de etila, 1-Butanol, Isoamilico (3-

metil-butan-1-ol), Acido Octandico, e de 500 mg L™ para 2-Butanol, Isobutanol (2-



49

metil-propan-1-ol), Acido Butanoico, Acido Isovalérico (3-metilacidobutandico) e
Acido acético em func&o da resposta desses compostos no GC-MS.

A partir desta solucdo preparou-se os padr@es em solucédo alcodlica 5 % v/v para
a construcao da curva analitica nas concentragdes apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentracdes dos analitos para construgdo da curva analitica (em mg L™Y).

Analito Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4  Nivel 5
Acetato de Etila 2,5 50 10,0 25,0 50,0
2-Butanol 5,0 25,0 50,0 125,0 250,0
Isobutanol 50 25,0 50,0 125,0 250,0
1-Butanol 2,5 5,0 10,0 25,0 50,0
Isoamilico 2,5 50 10,0 25,0 50,0
Acido Acético 12,5 25,0 50,0 250,0 500,0
Acido Butanoico 5,0 25,0 50,0 125,0 250,0
Acido Isovalérico 5,0 25,0 50,0 125,0 250,0
Acido Octanoico 2,5 5,0 10,0 25,0 50,0

Dezessete amostras de cervejas brasileiras de diferentes estilos foram analisadas,
das quais onze amostras foram produzidas industrialmente (quatro por grandes
cervejarias e sete obtidas em microcervejarias da regido de Minas Gerais) e seis
amostras foram produzidas por cervejeiros caseiros. Todas as amostras foram
armazenadas a 8 + 2°C e desgaseificadas em banho ultrassonico por 8 minutos, antes

das extragdes.

2.2 HS-SPME e GC-MS

As extracdes foram realizadas manualmente, por HS-SPME empregando 5 mL
de amostra, dopada com 0,2 mg L " de PI, contendo 2,0 g de NaCl, sob aquecimento em
banho maria e agitacdo. A fibra de PDMS/CAR/DVB foi exposta no HS nas melhores
condigdes otimizadas.

As andlises cromatograficas foram realizadas na Central de Analises e
Prospeccdo Quimica (CAPQ/UFLA) em um GC-MS QP2010 Plus (Shimadzu, Japéo).
A coluna utilizada foi a RTX-WAX (Polietilenoglicol - PEG) de dimensdes 30 m x 0,25

mm x 0,25 um. O gés de arraste utilizado foi Hélio (99,999%) com um fluxo de 1,0 mL



50

mint. O injetor foi operado no modo split com razéo 1:10, a uma temperatura de 250
°C. A programacdo de aquecimento do forno do cromatografo iniciou em 40 °C e
manteve-se por 5 min, com aumento para 190 °C a uma taxa de 10 °C min’, mantida
por 5 min, aumento para 230 °C a uma taxa de 20 °C min, mantida por 2 min,
totalizando 29,0 min. O espectrdmetro de massas foi operado no modo monitoramento
de ions selecionados (SIM), com ionizacdo por elétrons (EI) e energia de 70 eV. A
temperatura da fonte de ions foi de 200 °C e a temperatura de interface de 240 °C. A
identificacdo dos analitos foi baseada na comparagdo com padrdes conforme o tempo de
retencdo e 0 espectro de massa. Para a quantificacdo de cada composto, foram
selecionados ions e intervalos de tempo de monitoramento conforme apresentado na
Tabela 2.

Tabela 2 — fons monitorados dos analitos, seus respectivos tempos de retencgo.

Analito lons Tempo de Retenc¢édo (min)

Acetato de Etila 43*/61/70 2,48
2-Butanol 45*/59/57 4,75
Isobutanol 43*/41/42 6,60
1-Butanol 56*/41/43 7,72
Isoamilico 55*/42/70 9,02
Acido Acético 43*/45/60 12,78
Acido Butandico 60*/73/41 15,10
Acido Isovalérico 60*/41/43 15,61
Acido Octandico 60*/73/101 19,86

* jon de quantificagdo

2.3 Otimizacédo HS-SPME

As condicOes para a extracdo simultanea dos 9 compostos em cerveja por HS-
SPME foram obtidas através de estudo multivariado, no qual foram otimizados os
seguintes parametros: tempo de extracdo, pH e temperatura. Um planejamento do tipo
Composto Central (CCD) foi realizado, com trés repeticbes no ponto central,
totalizando 17 experimentos, realizados em ordem aleatoria, descritos na Tabela 3. Para
todas as extracdes foram empregados 5 mL de solugdo na concentragdo de 7,5 mg L™,

10 uL da solucdo de padrio interno 200 mg L™ e 2,0 g de NaCl.
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A condicdo Otima para extracdo foi obtida através de um gréafico de superficie de
resposta na qual média geométrica das razdes das areas entre cada analito e o PI foi
adotada como resposta.

A matriz do delineamento experimental e a superficie de respostas foram
realizadas utilizando o software Chemoface foi utilizado para gerar os experimentos do

CCD e a superficie de respostas.

Tabela 3 — Condig6es de tempo, temperatura e pH para o CCD.

Teste Tempo (min) Temperatura (° C) pH
1 12 (-1) 30 (-1) 3(-1)
2 12 (-1) 30 (-1) 7 (+1)
3 12 (-1) 70 (+1) 3(-1)
4 12 (-1) 70 (+1) 7 (+1)
5 40 (+1) 30 (-1) 3(-1)
6 40 (+1) 30 (-1) 7 (+1)
7 40 (+1) 70 (+1) 3(-1)
8 40 (+1) 70 (+1) 7 (+1)
9 2.45 (-1,4) 50 (0) 5 (0)
10 49.54 (+1,4) 50 (0) 5 (0)
11 26 (0) 16.36 (-1,4) 5 (0)
12 26 (0) 83.64 (+1,4) 5 (0)
13 26 (0) 50 (0) 1.6 (-1,4)
14 26 (0) 50 (0) 8.3 (+1,4)
15 26 (0) 50 (0) 5 (0)
16 26 (0) 50 (0) 5 (0)
17 26 (0) 50 (0) 5 (0)

2.4 Validacdo da metodologia

A validagdo do método foi baseada na definicdo da linearidade, limites de
deteccdo (LOD), limites de quantificacdo (LOQ), repetibilidade, precisdo intermediaria
e recuperacao.

Para avaliar a linearidade do método, foram preparadas seis solugdes com

concentracdes diferentes, apresentados na Tabela 1, conforme apresentado na secéo 1.
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As extracOes foram realizadas em triplicata e a linearidade foi avaliada pela razdo das
areas (&rea do analito/area do padrdo interno) e a concentracdo de cada analito expressa
por regressdo linear com coeficientes de determinagdo (R?). O LOD e o LOQ foram
calculados a partir de 10 extragOes independentes do branco, realizadas nas mesmas
condic¢des do método, incluindo preparo e analise da amostra.

Para avaliar a repetibilidade, 10 extracdes foram realizadas em Unico dia e para a
reprodutibilidade, 10 extragGes em dois dias consecutivos, sendo obtido o coeficiente de
variacdo (CV) para cada um dos analitos nas concentragfes do nivel 1, 3 e 5, da Tabela
1.

Nos ensaios de recuperacdo, uma amostra foi enriquecida com dois niveis de
concentracdo, nivel 2 e 4, da Tabela 1. Foram realizadas trés extraces para cada nivel de
concentracdo e a avaliacdo foi realizada pela porcentagem de recuperacdo obtida de

cada analito.

3 Resultados e Discusséo
3.1 Otimizacéao

As condicdes cromatogréficas foram ajustadas de modo a garantir boa resolucdo
cromatografica, possibilitando a integracdo adequada dos picos, como evidenciado no
cromatograma da Figura 1. Para isso, foi utilizado uma coluna com caracteristica polar e
as injecdes foram realizadas no modo split com razdo 1:10. A injecdo no nodo split leva
a limites de deteccdo maiores, 0 que ndo é um problema nesse trabalho visto que o
limiar de percepcéo dos compostos investigados encontra-se em concentracdes na faixa
de mg L. O tempo de dessorcdo foi de 4 min, buscando garantir que todo o analito
extraido fosse transferido para coluna cromatografica e fosse evitado o efeito memoria,

em especial aos acidos carboxilicos de maior ponto de ebuligéo.



53

Figura 1 — Cromatogram dos off-flavours Acetato de etila, Acidos (Acético, Butanoico,
Octandico e Isovalérico) e Alcoois superiores (1-Butanol, 2-Butanol,

Isobutanol e Isoamilico)
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A fim de determinar a melhor condicdo de extracdo por HS-SPME, o tempo de
extracdo, o pH das solugdes e a temperatura foram otimizados, conforme descrito
anteriormente. Todas as extragOes foram realizadas com adi¢do de NaCl saturado para
garantir maior eficiéncia da extra¢do devido ao efeito “salting out”, sendo esse, o
motivo da massa de sal ndo ser um dos parametros avaliados na otimizacdo da extracéo.
A adicdo de sal geralmente diminui a solubilidade dos analitos na fase aquosa, pois as
moléculas de &gua comecam a hidratar os ions dos sais adicionados, favorecendo a
passagem dos analitos para o headspace, melhorando a extragdo, como observado
anteriormente em analises de volateis em cerveja (CAJKA et al., 2010; SAISON et al.,
2008; STEFANUTO et al., 2017; STERCKX; SAISON; DELVAUX, 2010).

O recobrimento da fibra escolhido foi o PDMS/CAR/DVB, cujo 0 uso foi
relatado anteriormente para a determinagéo de volateis em cerveja por SPME (ALVES
et al., 2020; PIZARRO; PEREZ-DEL-NOTARIO; GONZALEZ-SAIZ, 2010). Essa
escolha se deve ao fato desse tipo de fibra ser trifasica garantindo a recuperagdo de
volateis com alta e baixa polaridade. Além disso, o revestimento de CAR tem tamanho
de microporo ideal para extrair moléculas pequenas e o0 DVB apresenta principalmente

mesoporos mais adequados para extrair moléculas de tamanho médio.
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Inicialmente a condicdo Otima de extracdo foi obtida individualmente para cada
um dos nove compostos, em seguida, a condi¢cdo de 6tima geral foi obtida levando em
consideracdo as respostas dos nove analitos simultaneamente para cada um dos testes
realizados de acordo com as condigdes definidas pelo planejamento experimental, para
isso, foi considerado a média geométrica dos analitos. Um grafico de pareto indicando
as variaveis significativas para a extracdo dos analitos em um intervalo de confianca de

95% foi obtido e estd apresentado na Figura 2.

Figura 2 — Grafico de Pareto obtido do planejamento composto central para verificar a
influéncia dos fatores na eficiéncia de extracao de todos os analitos.
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O gréafico de pareto mostra que o pH foi a Unica varidvel significativa quando a
média geométrica foi usada como resposta. Esse resultado pode ser explicado em
funcdo da extracdo dos &cidos carboxilicos ser favorecida quando tais compostos estdo
na sua forma n&o ibnica, o que explica que as melhores respostas sejam obtidas para
menores valores de pH, ja que o pKa dos &cidos avaliados € proximo a 4,8.

Entretanto, quando um gréfico de pareto foi obtido individualmente para cada
um dos compostos, foi observado que a temperatura também foi significativa para 7 dos
9 compostos, exceto 1-butanol e isobutanol. A explicacdo para a temperatura ser
significativa para cada composto individualmente e ndo para a média geométrica esta

relacionada aos diferentes pontos de ebulicdo dos compostos. A resposta para
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compostos com maior ponto de ebulicdo melhora com 0 aumento da temperatura, pois a
volatilizacdo dos compostos da matriz € maximizada. Por outro lado, para 0s compostos
com menor ponto de ebulicdo o aumento da temperatura favorece a dessorcao da fibra,
diminuindo a resposta. Portanto, como a temperatura é uma variavel importante, foi
gerada uma superficie resposta com as variaveis pH e temperatura, mostrada na Figura
3, na qual o tempo de extracdo fixado em 30 min, por ser compativel com o tempo de

corrida cromatogréfica e para aumentar a frequéncia analitica.

Figura 3 — Superficie resposta para o planejamento experimental.
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Analisando a superficie resposta obtida, € possivel constatar que a regido ideal
para extracdo abrange valores de pH de 2 a 5 e temperatura de 40 a 70 °C, indicada na
regido em vermelho escuro na superficie. Como grande parte das amostras de cerveja
apresentam pH em torno de 5, o qual esta dentro da regido 6tima, optou-se por utilizar
pH 5 nas extragdes, eliminando o ajuste de pH. A temperatura de 50 °C foi escolhida
como a temperatura ideal, pois garante a extracdo de todos os analitos e, em
temperaturas mais altas, os resultados podem ser afetados pela presenca de maior
quantidade de etanol no HS e pela dessorgéo da fibra dos analitos com menor ponto de

ebulicéo.
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Assim sendo, as condi¢des 6timas de extracdo para HS-SPME-GC-MS foram
determinadas como sendo em temperatura de extracdo de 50 °C, 30 minutos de tempo
de extracdo e pH 5. Todas as extragOes realizadas para a validacdo foram realizadas
nestas condicdes, sob agitacdo a 250 rpm e saturacédo de sal.

3.2 Validacgao

A validagdo do método desenvolvido de HS-SPME-GC-MS foi realizada através
da determinagdo do limite de deteccdo (LOD), limite de quantificagédo (LOQ),
linearidade, repetibilidade, precisdo intermediaria e recuperacdo de acordo com o guia
da EURACHEM, conforme indicado em 2.4 Valida¢do da metodologia.

A partir dos experimentos relatados na Tabela 2, obteve-se a relagdo linear entre
razdo das areas (area do analito/area do padrdo interno) e a concentracdo de cada
analito. A partir da curva analitica observou-se que todos os analitos apresentam
linearidade com coeficientes de determinacdo (R?) superiores a 0,99 no intervalo
avaliado.

Os resultados obtidos para cada analito estdo apresentados na Tabela 4, sendo os
valores de LOQ e LOD inferiores aos valores de threshold (limiar de percepcéo) dos

analitos.
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Tabela 4 — Figuras de mérito para a validagdo do método HS-SPME-GC-MS para a

quantificacdo de off-flavours em cerveja.

Analito Faixa Equacio da reta R? LOD LOQ  Threshold
mg L1 mgL? mgL? mg L

Acetato de Etila 2,5-50 y =0,3397x + 0,5949 0,996 0,02 0,06 10

2-Butanol 5,0-250 y = 0,1010x + 0,1559 0,998 0,62 2,05 100
Isobutanol 5,0-250 y = 0,0581x + 0,0475 0,997 0,02 0,06 90

1-Butanol 2,5-50 y =0,0847x - 0,0593 0,997 0,01 0,03 100
Isoamilico 2,5-50 y =0,1672x - 0,0415 0,999 0,02 0,06 14
Acido Acético 12,5-500 y =0,0023x - 0,0035 0,996 0,01 0,03 90
Acido Butandico 5,0-250 y =0,0497x + 0,1938 0,994 0,01 0,03 3
Acido Isovalérico 5,0 — 250 y =0,1191x + 0,69352 0,992 0,01 0,03 1
Acido Octanoico 2,5-50 y =0,3003x + 0,5404 0,995 0,01 0,03 5

A repetibilidade e a precisdo intermediaria foram determinadas para avaliar a
precisdo do método. Para isso calculou-se a coeficiente de variacdo (CV) em niveis de
concentracdo baixo, médio e alto, sendo observado valores abaixo de 20%, o que indica
uma precisdo adequada e satisfatéria para as amostras analisadas. Assim, como
observado por Rosimeire et al. (2021), que determinou a presenca de hidrocarbonetos
aromaticos em cerveja com precisdo variando de 3% a 18,7%.

A recuperacao foi calculada em cerveja (tipo pilsen) fortificada com dois niveis
diferentes de concentracdo dos analitos. Todos os experimentos foram realizados em 10
repeticdes e as recuperacdes variaram de 70% a 120%, valores esperados para amostras
complexas, assim como foi obtido por Bustillo et al. (2019), na determinagcdo de
aldeidos cisteinilados em maltes e cervejas, que as recuperacdes variaram de 112% a
120%. Os resultados da precisao e recupera¢do do método sdo apresentados na Tabela
5.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4 e na Tabela 5, 0 método
proposto para determinacdo simultdnea de 9 compostos das classes éster, acidos e

alcoois em amostras de cerveja mostra-se adequado e apresenta boa aplicabilidade.

Tabela 5 — Resultados da validacéo da preciséo e recuperacéo.

Repetibilidade Precisdo Intermediaria  Recuperacao
CV (%) CV (%) (%)

Analito

Nivel 2 4 7 2 4 7 3 5

Acetato de Etila 15,93 14,80 14,95 1259 1245 9,10 89,77 82,57
2-Butanol 18,90 10,99 1356 13,36 10,94 11,14 96,44 81,10
Isobutanol 17,92 10,55 13,49 13,38 10,31 10,12 106,29 84,36
1-Butanol 18,39 9,12 12,37 13,79 11,70 9,77 120,84 84,22
Isoamilico 1412 764 932 11,07 11,02 7,95 112,66 112,64

Acido Acético 17,67 13,84 16,68 19,00 10,54 1523 74,41 70,49

Acido Butandico 18,96 19,76 1505 17,27 1356 12,15 91,20 70,12

Acido Isovalérico 17,19 1568 14,84 16,95 10,27 10,20 78,07 70,04

Acido Octandico 19,70 13,88 15,89 18,75 1526 10,39 96,91 88,24

3.3 Amostras

Apds a validacdo, o método foi aplicado para analise de 17 cervejas de estilos
diferentes, sendo elas fabricadas por grandes cervejarias (A até D), microcervajarias (E
até K) e por cervejeiros caseiros (L até Q), sendo os resultados apresentados na
Tabela 6.
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Tabela 6 — Concentragdes em (mg L) e desvio padrdo dos analitos nas amostras de cerveja analisadas por HS-SPME-GC-MS.

(n=3, exceto para G e K).

A B C D E F G H I J K L M N o) P Q
11,93 059 1541 7,72 30,45 94,37 39,40 122,58 51,34 25 38 34,99 26,66 6539 11,98 123,26 73,43
(0,09) (0,82) (0,70) (0,49) (3,70) (1,37) ’ (0,45) (11,92) (1,72) ’ (2,97) (0,63) (12,16) (0,02) (0,59)  (13,09)

2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOC<LOD <LOD <LOD<LOD <LOD <LOD <LOD<LOD<LOD <LOD <LOD <LOD
0,45 , 23,64 48,11 19,09 31,53 15,69 314 390 1020 5727 514 1157

3 <LOD <LOD 11,09 0,60
(0,01) (0,04 (0,33) (0,21) (0,02) (1,65) (0,57) (0,20) (0,04) (1,24) (0,04) (0,08)  (1,44)

4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOC<LOD <LOD <LOD<LOD <LOD <LOD <LOD<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
17,29 16,47 6,75 6841 53,98 106,07 87,73 30,21 26,03 47,10 7511 5342 53,50

5 < <LOD 68,87 30,00
(0,00) (0,34) (0,23) (1,74) (0,22) (548) (2,52) (0,88) (0,31) (3,56) (0,29) (1,14)  (4,45)

184,45 430,93 12411 1,35 0,61 80,84 0,67 0,53

6 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,23 2,03 <LOD <LOD <LOD

(0,08) (0,06) (0,00) (0,30) (0,10) (0,03) (0,07)  (0,18)
0,70 1,35 0,22
7 <LOD <LOD <LOD <LOD 000 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD<LOD <LOD <LOD <LOD
(0,04) (0,31) (0,02)
0,72 0,49 0,19
8 <LOD <LOD <LOD<LOD <LOC<LOD 040 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
(0,04) (0,01) (0,19)
599 053 526 457 40,72 29,94 39,95 27,81 11,09 2351 39,11 30,84 4804 17,40 101,37 47,69
(0,26) (0,18) (0,03) (0,67) (2,43) (0,74) (0.45) (3,26) (1,47) ' (1,48) (0,60) (6,16) (0,93) (548)  (6,05)

1. Acetato de Etila; 2. 2-Butanol; 3. Alcool Isobutanol; 4. 1-Butanol; 5. Alcool Isoamilico; 6. Acido Acético; 7. Acido Butandico; 8. Acido Isovalérico e 9. Acido Octandico.
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Observa-se a presenca de acetato de etila em todas as cervejas analisadas, com
concentragdes de 0,59 a 123,26 mg L™, sendo que 15 das 17 cervejas apresentam
concentragdo maior ao limiar de percepcdo na cerveja que é de 5-10 mg L. Este
composto é proveniente da esterificacdo dos alcoois e acidos graxos ativados pela co-
enzima A, o qual, em baixas concentrac6es, fornece um sabor frutado de pera a cerveja
e em altas concentracdes pode provocar um sabor de solvente ou acetona. As menores
concentragdes para o acetato de etila foram observadas nas cervejas do tipo Lagers, cuja
fermentacdo é realizada em temperaturas mais baixas e na presenca de uma levedura
que produz menos ésteres. Em cervejas do tipo Ale, cuja fermentacdo ocorre em
temperaturas maiores, a presenca de acetato de etila € maior, pois quanto maior a
temperatura de fermentacao, mais rapidamente crescem as leveduras e maior quantidade
de ésteres serdo formados (BARTH, 2013; DACK et al., 2017).

Os alcoois superiores sdo subprodutos provenientes da ma fermentacdo da
cerveja. Em baixas concentra¢des promovem um sabor semelhante ao etanol, ja em altas
concentragdes, um sabor de solvente. Nas 17 cervejas analisadas as concentracdes de 1-
butanol e 2-butanol estiveram abaixo do LOQ. A presenca de isobutanol e de isoamilico
foi observada em quase todas as cervejas analisadas, nas quais as concentragdes
variaram de 0,45 a 57,27 mg L para o isobutanol e de 6,75 a 106,07 mg L para o
alcool isoamilico. Para todas as cervejas analisadas a concentragdao do alcool isoamilico
estava acima do limiar de percepc¢do, uma vez que o limiar desse analito na cerveja é de
1,4 mg L' Observou-se ainda que as cervejas produzidas em escala industrial
apresentaram valores menores que as cervejas produzidas em microcervejarias e por
cervejeiros caseiros. A baixa taxa de inoculo de leveduras, temperatura elevada e alta
taxa de aeracdo podem levar ao estresse da levedura e, por consequéncia, a formacao
desses subprodutos, o que deve ocorrer menos em grandes cervejarias, sendo uma
explicacdo para a diferenca entre os dois grupos de amostras (WHITE; ZAINASHEFF,
2010).

Os é&cidos carboxilicos sdo formados durante a fermentacéo, por exemplo, pela
oxidacdo do etanol, sendo inevitavel a sua presenca. Porém a quantidade presente nas
cervejas proporciona um sabor aceitdvel quando abaixo do limiar de percepgdo e, por
outro lado, desagradavel quando a concentracdo € superior ao limiar de percepcao.
Grandes quantidades desses acidos podem estar relacionadas a ma sanitizacdo dos
equipamentos, tempo excessivo de mosturacdo, uso de fermento de baixa vitalidade ou

falta de controle das condigdes de fermentacdo, maturacdo e armazenamento
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(HORNINK; GALEMBECK, 2019), sendo a determinacdo desses compostos
importante para averiguar falhas no processo cervejeiro.

O 4cido octanoico foi determinado em todas as amostras, cujas concentracoes
variaram de 0,53 a 48,04 mg L™, enquanto que o &cido acético foi quantificado em 10
das 18 amostras com concentragdes de 0,23 a 430,0 mg L. A presenca de &cido acético
em algumas amostras pode ser justificada pelo crescimento excessivo de leveduras,
bactérias contaminantes e leveduras selvagens. Além disso, o sabor acético é um
problema comum nas cervejas vendidas em craft station, resultante do crescimento de
bactérias contaminantes como a Acetobacter e a Gluconobacter. Ja os acidos butandico
e isovalérico foram quantificados em apenas em 3 e 4 amostras, com concentragdes
variando de 0,22 a 1,35 mg L e de 0,19 a 0,72 mg L™, respectivamente. A presenca
desses acidos na cerveja pode provocar diferentes aromas: o acido octandico fornece um
aroma de sabdo e queijo de cabra, o &cido acético um aroma caracteristico de vinagre,
enquanto que o &cido butandico remete a um aroma de vomito de crianca e leite azedo e
o &cido isovalérico um aroma de queijo (HORNINK; GALEMBECK, 2019).

4 Conclusdes

O método HS-SPME-GC-MS foi otimizado e validado para a determinacao de
alcoois, acidos carboxilicos e acetato de etila em cervejas industriais e artesanais. Foram
determinadas as condicOes ideais para trés parametros de extracdo em um delineamento
de composto central. As condi¢des escolhidas para a extragdo foram temperatura de 50
°C, tempo de extracdo de 30 min e pH 5. As curvas de calibracdo foram realizadas
nessas condicBes e a precisdo do método foi verificada. O método otimizado foi
utilizado para a determinacdo de 9 substancias volateis em 17 cervejas. Assim, foi
demonstrado que o uso de HS-SPME-GC-MS resultou em um método exato e preciso
para a analise dos compostos volateis da cerveja, cujos resultados podem ser usados

para investigar erros no processo de producdo da cerveja.
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Resumo

A presenca de ftalatos em bebidas pode decorrer da sua migracéo de plasticos usados ao
longo do processo de producdo ou da armazenagem, por serem classificados como
desreguladores endocrinos. Nos ultimos anos o Brasil apresentou um aumento do
nimero de micro e nanocervejarias, das quais algumas utilizam recipientes plasticos
para envase. Esse aumento no nimero de cervejarias também impulsionou 0 aumento da
producdo de cerveja caseira no Brasil, nas quais muitas vezes sdo usados materiais
plasticos ndo adequados para fins alimenticios sdo utilizados na producdo da cerveja.
Diante disso, torna-se importante a deteccdo de ftalatos em nessas amostras. Assim,
considerando a possivel presenca desses compostos em cervejas, um método para a
determinacdo de dimetil ftalato, dietil ftalato, diisobutil ftalato, dibutil ftalato e di-2-
etilhexil ftalato em cerveja foi desenvolvido usando microextracdo em fase sélida
através do headspace (HS-SPME) combinada com cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). A ocorréncia de ftalatos foi avaliada em 33 cervejas
brasileiras envasadas em diferentes recipientes (lata, plasticos e vidro) e com produgéo
industrial ou caseira. As condi¢cdes de HS-SPME foram otimizadas por planejamento
composto central (CCD) e da metodologia de superficie de resposta, determinando 0s
pardmetros de extracdo a 70 ° C por 40 min. O método validado apresentou boa
linearidade com coeficientes de determinacdo acima de 0,99 e valores satisfatorios de
repetibilidade (6,3% a 15,9%), precisdo intermediaria (5,6% a 16,6%) e recuperacao
(88% a 112%). Foi encontrada a presenca de ftalatos em concentracdes acima do LOD
em cerca de 48% das amostras analisadas, sendo que a maioria dessas eram cervejas
armazenadas em embalagens plésticas ou cervejas produzidas por cervejeiros
caseiros. Através desse estudo nao foi possivel precisar a origem exata dos ftalatos nas
cervejas, contudo, as amostras caseiras apresentaram maior quantidade de ftalatos,
provavelmente, devido ao uso de material ndo destinado a fins alimenticios ao longo do
processo.

Palavras-chave: Cerveja; Ftalatos; HS-SPME; GC-MS; Desreguladores endocrinos.

1 Introdugéo

Os ésteres do acido ftalico, ou ftalatos, sdo um grupo de compostos sintéticos
produzidos em grande escala, com ampla variedade de aplica¢cdes os ramos industriais,
agricolas e domésticas, destacando o uso como plastificantes em polimeros como o

cloreto de polivinila (PVC), promovendo flexibilidade, resisténcia e durabilidade do
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plastico. Os ftalatos ndo estdo quimicamente ligados ao polimero, mas apenas
fisicamente e, portanto, podem migrar facilmente dos materiais plasticos para o
ambiente e até mesmo para os alimentos e bebidas em contato com eles (HUANG et al.,
2021).

Como agravante dessa migracdo, tem-se o fato de que os ftalatos séo
considerados desreguladores endocrinos, apresentando propriedades cancerigenas e
potencialmente toxicas a salde humana. Apesar dos ftalatos serem encontrados em
niveis tracos, o risco associado as doses minimas de contaminantes sdo perceptiveis e 0s
efeitos toxicos sutis podem se agravar ao longo do tempo em uma combinacgéo de efeito
aditivo que ndo pode ser previsto adequadamente considerando cada agente
individual. Em Gltima anélise, a exposicado a contaminantes quimicos perigosos deve ser
minimizada sempre que possivel, com todas as rotas de exposicdo levadas em
consideracdo, incluindo a ingestdo de bebidas alcodlicas (HE; BAYEN, 2020; HUANG
etal., 2021).

A principal fonte de contaminagdo de ftalatos em humanos se deve a ingestéo de
alimentos contaminados, que pode ser proveniente do contato dos produtos com
materiais plasticos durante a sua producdo ou até mesmo do contato direto com
embalagens para alimentos que apresentam material plastico em sua composicao (CAO,
2010). A presenga de ftalatos vem sendo detectada em diferentes produtos alimenticios
como em agua (ERDEM et al., 2021; FARAJZADEH et al., 2015; LUKS-BETLEJ et
al., 2015; RUSSO et al., 2014), leite (CAO, 2010; FENG; ZHU; SENSENSTEIN, 2005;
SAJID et al., 2016), 6leos vegetais (HOLADOVA et al., 2007), vinho (HE; BAIEN,
2020; PERESTRELO et al., 2020; RUSSO et al., 2014) e cerveja (LI et al., 2013;
PANG et al., 2020). A principal fonte de contaminacédo de ftalatos em humanos se deve
a ingestdo de alimentos contaminados, que pode ser proveniente do contato dos
produtos com materiais plasticos durante a sua producdo ou até mesmo do contato
direto com embalagens para alimentos que apresentam material plastico em sua
composicdo (CAQO, 2010).

A cerveja se caracteriza por ser uma bebida produzida, basicamente, a partir de
agua, cevada, lapulo e leveduras e é considerada uma das bebidas alcodlicas mais
consumida em todo mundo (HE; BAYEN, 2020). A contaminacdo da cerveja por
ftalatos, pode ser proveniente das matérias-primas utilizadas, da presenca de materiais
plasticos nos equipamentos de producdo, da composi¢do do material de envase e das

condi¢Bes de armazenamento. Os equipamentos utilizados na industria cervejeira séo
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constituidos em sua maioria de aco inox, sendo pouco provavel a presenca de material
plastico durante a producdo da cerveja. J& na producdo caseira de cerveja, a presenca de
materiais plasticos pode ser observada de forma diversificada nas etapas de producéo,
como em fermentador, conectores, torneiras, mangueiras e recipiente para envase, sendo
recomendado o uso de materiais plasticos de grau alimenticio. O envase da cerveja
industrial é realizada, em sua maioria, em latas de aluminio ou em garrafas de vidro
com tampa de metal com vedacdo interna de um material plastico, comumente o PVC.
Além dessas formas, atualmente vem se popularizando o uso de growlers de vidro, de
ceramica ou de plastico para envase de cervejas produzidas em casa ou adquiridas em
microcervejarias (BRATU et al., 2021).

Apesar dos ftalatos serem compostos hidrofébicos, a sua migracdo de materiais
plasticos para alimentos e bebidas se torna possivel devido a presenca de algum oleo
livre ou de solventes, como o etanol, promovendo a presenca de ftalatos nessas amostras
(COUSINS; MACKAY, 2000). Assim, a possibilidade da presenca desses compostos
em uma bebida altamente consumida no mundo, como a cerveja, acarretou na
necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos confidveis capazes de qualificar
e quantificar os ftalatos em cerveja.

A determinacdo dos ftalatos em uma amostra complexa como a cerveja pode ser
realizada utilizando um método baseado em microextracdo em fase solida através do
headspace combinada com cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(HS-SPME-GC-MS), possibilitando a separacdo, identificacdo e a quantificacdo dos
ftalatos, como foi realizado por Carnol et al., (2017). As cervejas analisadas foram
envasadas em vidro ou aluminio e foi detectada a presenca de ftatlatos, cujo somatorio
variou de 7 a 37 pg L! em latas e de 0,6 a 35 pg Lt em garrafas de vidro. As garrafas
tinham uma tampa com uma gaxeta (ou vedante) e as latas eram revestidas internamente
com o mesmo material. Os resultados parecem indicar que a producdo é a fonte
predominante de contaminagdo, mas as matérias primas também podem ser possiveis
fontes de contaminacdo (CARNOL et al., 2017). Entretanto, ndo h& nenhuma
informacdo sobre a concentragdo de ftalatos em amostras de cervejas envasadas em
plasticos e em cervejas caseiras, nas quais hda um maior contato com plasticos em
relagdo as amostras industriais, e também ha a possiblidade de uso de equipamentos
com materiais ndo destinados a alimentos.

Assim, o0 objetivo deste estudo foi desenvolver um método eficiente, sensivel e

preciso para a deteccdo simultdnea de dimetil ftalato (DMP), dietil ftalato (DEP),
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diisobutil ftalato (DiBP), dibutil ftalato (DBP) e bis(2-etilhexil)ftalato (DEHP) por HS-
SPME-GC-MS em cervejas industriais e caseiras, envasadas em plasticos, vidros e
aluminio, através da otimizacdo do revestimento da fibra utilizada, de otimizacéo
multivariada dos parametros de extracdo (tempo e temperatura) e da validacdo pela
avaliacdo da linearidade, precisao, exatiddo, recuperacdo, limites de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ). Com o método validado, as amostras foram analisadas e foram
submetidas a Andlise de Componentes Principais (PCA) com o intuito de investigar
diferencas entre as amostras e possiveis relacdes entre a presenca dos diferentes ftalatos

com o processo de fabricacao e envase das cervejas.

2 Materiais e Métodos
2.1 Instrumentacéao

Os testes iniciais e as andlises cromatograficas do planejamento do tipo
composto central foram realizadas em um cromatografo a gas com deteccdo por
espectrometria de massas, modelo QP2010 Plus da Shimadzu (Shimadzu, Jap&o) no
laboratdrio do Centro de Andlise e Prospeccdo Quimica (CAPQ), no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

A validacdo da metodologia e a analise das amostras de cerveja foram realizadas
em um cromatégrafo a gas TRACE 1310 acoplado ao espectrometro de massa Q
Exactive FT-Orbitrap (ThermoFisher Scientific, Austin, TX, USA) no LC-GC do
Instituto de Quimica, no Departamento de Quimica Analitica da Universidade Estadual
de Campinas (IQ-UNICAMP).

2.1 Reagentes e amostras

Foram empregados os padrdes de DMP, DEP, DiBP, DBP e DEHP adquiridos
da Sigma-Aldrich, todos com pureza 99,0% e Alcool Etilico (99,9%) adequado para
andlises por GC-MS. As fibras utilizadas foram as revestidas de poliacrilato (PA),
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMYS) e
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB), adquiridas da Supelco (Bellefonte,
PA, EUA).

Uma solugéo estoque de 1000 mg L contendo DMP, DEP, DiBP, DBP e DEHP
foi preparada em alcool etilico, sendo empregada a massa do soluto e a densidade das
solugbes para obter a concentracdo exata de cada analito na solucdo estoque. Em

seguida solucBes intermediarias foram preparadas em solucdo alcoodlica 5% (v/v) em
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concentragdes de 20 mg L, 10 mg L%, 1 mg L' e 0,12 mg L. Em funcio da massa
pesada para cada ftalato, a concentracdo exata difere ligeiramente entre cada analito. A
partir das solugfes intermediarias seis solugdes-padrdo foram preparados para a curva

analitica apresentada na Tabela 1.

Tabela 7 — Concentracdes das solucGes-padrdo para construcdo da curva analitica
(em pg L),
Analito  Nivel 1 Nivel 2 Nivel3  Nivel 4  Nivel5  Nivel 6
DMP 15,30 30,60 40,80 81,60 163,20 204,00
DEP 15,00 30,0 40,00 80,00 160,00 200,00
DiBP 11,60 23,20 30,20 58,00 92,80 116,00
DBP 11,80 23,60 30,70 47,20 94,40 188,80
DEE 18,80 37,50 50,00 100,00 200,00 250,00

2.2 HS-SPME e GC-MS

As extracOes foram realizadas por HS-SPME empregando 5 mL de amostra e
aquecimento.

As anélises cromatograficas realizadas no CAPQ/UFLA foram realizadas sob
fluxo de 1,0 mL min? de gas Hélio (99,999%). Uma coluna capilar de baixo
sangramento Rt-5MS 30 m x 0,25 mm-id (espessura de filme de 0,25 um) foi usada em
todos os experimentos. O injetor foi operado no modo splitless, & uma temperatura de
265 °C. A programacéo de aquecimento do forno do GC foi de 80 °C (mantida por 5
min) até 220 °C numa taxa de aquecimento de 10 °C min* e até 290 °C (mantida por 4
min) numa taxa de aquecimento de 30 °C min*. O espectrémetro de massas foi operado
no modo monitoramento seletivo (SIM), com ionizacao por elétrons (El) e energia de
70 eV. A temperatura da fonte de ions foi de 200 °C e a temperatura de interface de 240
°C.

Nas andlises realizadas no 1Q-UNICAMP o injetor do GC foi operado ho modo
splitless a 265 °C. O hélio foi usado como gas de arraste a uma taxa de fluxo constante
de 1,2 mL mint. Uma coluna capilar de baixo sangramento SLB-IL60i (30m x 0,25
mm-id x 0,25 um). O forno GC foi programado de 170 °C (mantida por 0,5 min) a 280
°C a uma taxa de aquecimento de 6 °C min.

A ionizacdo quimica em modo positivo (PCI) foi realizada utilizando metano a

1,5 mL min. A fonte de ions e a linha de transferéncia foram mantidas a 200 °C e 250
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°C, respectivamente. Uma largura total na metade da poténcia maxima de resolucao
(FWHM) de 60.000 (m/z 200) foi usada. O método C-trap operou com um controle
automatico de ganho (AGC) de 2x10° e o tempo de injecdo de ions (IT) foi definido

como automatico.

2.3 Otimizagdo SPME

A extracdo foi realizada no modo headspace. As extracOes realizadas por HS-
SPME inicialmente foram realizadas a fim de determinar o melhor revestimento das
fibras, sendo avaliados os recobrimentos de PA, PDMS/DVB e PDMS/DVB/CAR para
a extracdo dos ftalatos DMP, DEP, DiBP, DBP e DEHP. Para isso, foram utilizados 5
mL da solugdo de ftalatos em concentragdes de 50 pug L™ de DMP, DEP, DEHP e 12,5
ug Lt DiBP e DBP, as extragtes foram realizadas a 70 °C por 40 minutos e a dessorgéo
foi realizada por 5 minutos no injetor.

Apos a escolha da fibra que proporciona a melhor extracdo, passou-se para a
otimizacdo das condi¢cOes para a extragcdo simultanea dos cinco ftalatos em cerveja por
HS-SPME. A otimizacdo foi realizada por um estudo multivariado, no qual foram
otimizados o tempo e a temperatura. Um CCD foi realizado, com trés repeticbes no
ponto central, o planejamento foi realizado utilizando o software Chemoface e as
condigdes geradas estdo dispostas na Tabela 2. Para a realizacdo de todas as extragoes
foram empregados 5 mL de solugdo na concentragio de 100 pg L de DMP e DEP, 12,5
ug L de DiBP e 50 ug L de DEHP.
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Tabela 2 — Condigbes experimentais do CCD para tempo e temperatura.

Teste Tempo (min) Temperatura (° C)
1 20 (-1) 43 (-1)
2 20 (-1) 65 (+1)
3 60 (+1) 43 (-1)
4 60 (+1) 65 (+1)
5 11.7 (-1,4) 54 (+1)
6 68,2 (+1,4) 54 (+1)
7 40 (0) 38.4 (-1,4)
8 40 (0) 69.5 (+1,4)
9 40 (0) 54 (0)
10 40 (0) 54 (0)
11 40 (0) 54 (0)

A condicdo Otima para extracdo foi obtida através de um gréafico de superficie de

resposta na qual média geométrica das areas dos analitos foi adotada como resposta.

2.4 Validacédo da metodologia

A validacdo do método consistiu em definir linearidade, limites de deteccédo
(LOD), limites de quantificacdo (LOQ), precisdo e exatiddo. Para avaliar a linearidade
do método, foram preparadas seis solugdes em concentracfes diferentes apresentadas na
Tabela 1. As extracdes foram realizadas em triplicata e a linearidade foi avaliada pelas
areas obtidas e a concentragdo de cada analito expressa por regressdo linear com
coeficientes de correlacdo (R?). A partir dos parametros obtidos da curva analitica foi
possivel estimar os valores do LOD e do LOQ.

A precisdo foi avaliada por meio da repetibilidade e da precisdo intermediéria,
para isso foi determinado o coeficiente de variacdo (CV) para cada um dos analitos a
partir de 6 extracOes realizadas em Unico dia e 3 extracbes em dois dias consecutivos,
sendo obtido o CV para cada um dos analitos em niveis de concentragdes baixa (5,1 ug
L' DMP; 5,0 ug L DEP; 5,8 pug L™ DiBP; 5,9 ug L™ DBP € 6,3 pug L™ DEHP), média
(51,0 ug L™ DMP; 50,0 ug L™ DEP; 58,0 pg L™ DiBP; 59,0 ug L' DBP e 63,0 ug L™
DEHP) e alta (204,0 pg L™ DMP; 200,0 pg Lt DEP; 232,0 ug L DiBP; 236,0 pg L
DBP e 250,0 ug L de DEHP).
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A avaliacdo da exatidao foi realizada pelo ensaio de recuperacdo. Uma amostra
de cerveja na qual a concentragdo de todos os ftalatos foi inferior ao LOD foi
enriquecida em dois niveis de concentracdo, média (26,5 pg L™ DMP; 26,0 ug L™ DEP;
30,2 pug L DiBP; 30,7 ug L™ DBP e 32,5 pug L™t DEHP) e alta (81,6 ug L™ DMP; 80,0
ug Lt DEP; 92,8 ug L DiBP; 94,4 ug L™ DBP e 100,0 pug L' de DEHP). Foram
realizadas trés extracGes para cada nivel de concentracao e a avaliagdo foi realizada pela
porcentagem de exatiddo obtida de cada analito a partir da razéo entre o valor predito e

o valor verdadeiro.

2.5 Amostras

Trinta e trés amostras de cervejas de diferentes estilos foram analisadas, das
quais vinte e duas amostras foram produzidas industrialmente (treze de grandes
cervejarias e nove em microcervejarias) e onze amostras produzidas de forma caseira.
Todas as amostras foram armazenadas a 8 + 2°C e degaseificadas em banho
ultrassonico por 8 minutos, antes das extragdes.

Para as amostras produzidas por cervejeiros caseiros, um questionario foi
disponibilizado virtualmente sobre os materiais utilizados na producdo das cervejas
doadas para a pesquisa, de modo a possibilitar uma relacdo entre os materiais plasticos
que entraram em contato com as cervejas e a presenca de ftalatos nas mesmas. Este
questionario torna-se dispensavel para as grandes e micro cervejarias. O formulario
encontra-se como material suplementar (S1) e as respostas dos formularios para todas as
amostras foi transformada em tabela, também disponibilizada como material

suplementar (S2).

2.6 Analise de PCA

As concentracGes de DMP, DEP, DiBP, DBP e DEHP presentes em cada uma
das trinta e trés amostras foram usadas para realizacdo da analise de PCA, a fim de
avaliar semelhancas entre as varidveis analisadas. As analises quimiométricas foram
realizadas com o software Chemoface e a matriz de dados foi construida para 33
amostras e 5 variaveis, sendo que valores inferiores ao LOD foram substituidos por

ZEero.

3 Resultados e Discussao

3.1 Otimizacgéao
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As condicbes cromatograficas foram ajustadas de modo a garantir boa resolugéo
cromatogréfica, possibilitando a integracdo adequada dos picos, como evidenciado no

cromatograma da Figura 1.

Figura 1 — Cromatograma dos ftalatos: Dimetil ftalato (DMP), Dietil ftalato (DEP),
Diisobutil ftalato (DBP), Dibutil ftalato (DBP) e Dietilhexil ftalato (DEHP).
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A otimizagdo de uma metodologia para a determinacdo de ftalatos em cerveja
pode ser considerada complicada. Assim, a extracdo por SPME através do headspace é
a forma mais indicada, pois evita contaminacdo e danos a fibra, aumentando sua vida
atil. Por outro lado, ftalatos sdo compostos com baixa pressao de vapor, caracterizando
uma baixa transferéncia para a fase de vapor, 0 que sugere que a extracdo pelo modo de
imersdo direta na amostra seja mais eficiente. Apesar disso, 0 aumento da temperatura
durante a extracdo aumenta a pressdo de vapor dos analitos, melhora a transferéncia de
massa e aumenta a constante de distribuicdo headspace/amostra, viabilizando esse tipo
de extracdo (COUSINS; MACKAY, 2000; JAGIRANI; SOYLAK, 2020).

Além da temperatura, outros fatores podem ser considerados visando melhores
eficiéncias de extracdo. Nesse sentido, foram avaliados trés recobrimentos de fibra (PA,
PDMS/DVB e PDMS/DVB/CAR), compreendendo os dois tipos de fibras disponiveis
comercialmente, as do tipo absorventes e as do tipo adsorventes. A extracdo com fibras
do tipo absorvente, é baseada na particdo de analitos, além disso, a espessura do
revestimento e o peso molecular dos analitos influenciam na eficiéncia de extracdo. Ja a

extracdo com fibras do tipo adsorventes € baseada na adsor¢do, assim a superficie da
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particula interage fisicamente com os analitos, por meio do efeito de Van der Waals e
Ligacbes de Hidrogénio (PARREIRA; CARDEAL, 2005; FARAJZADE;
SOROURADDIN; AFSHAR, 2015; JAGIRANI; SOYLAK, 2020).

A comparacdo entre as fibras foi feita a partir da integracdo das areas dos picos
dos ftalatos e pode-se construir o grafico ilustrado na Figura 2. Para facilitar a
visualizagdo, o maior valor de area de pico para cada composto foi atribuido o valor de
100%, sendo os demais valores normalizados em funcdo de suas &reas. Assim, é
possivel notar claramente a diferenca de extracao entre as fibras avaliadas, evidenciando
que para todos os ftalatos avaliados a fibra de PDMS/DVB apresentou melhor eficiéncia
de extracdo, assim como observado por Carnol et al. (2017). Com relagdo as extracOes a
partir dessa fibra, a fase de PDMS atua por absor¢do e tem caracteristica apolar, ja a
fase de DVB aumenta a polaridade do material de extracdo, contribuindo para a
extracdo dos analitos. A fibra PDMS/DVB/CAR, além dessas duas fases, apresenta
também a fase CAR, um tipo de carvdo ativo finamente particulado, acrescenta o
fendmeno de adsorcédo a dinamica da extracdo dos volateis, o que ndo é indicado para 0s
compostos em questdo e poderia acarretar efeito de memdria entre as extracdes (LUKS-
BETLEJ et al., 2001).

Figura 2 — Comparacgdo das areas dos picos dos ftalatos por extragdes com as fibras
PDMS/DVB, PDMS/DVB/CAR e PA.
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Sendo a fibra de PDMS/DVB determinada como a mais eficiente para a
determinacdo de DMP, DEP, DiBP, DBP e DEHP em cervejas, ela foi selecionada para
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a realizacdo da otimizacdo de extracdo. Foram avaliados o tempo e a temperatura de
extracdo e a média geométrica das &reas dos picos dos analitos foi empregada como
resposta de cada experimento, com o intuito de se obter uma condicéo satisfatoria de
extracdo para os cinco ftalatos simultaneamente. A degaseificacdo das amostras nao foi
avaliada, uma vez que ja ha trabalhos indicando que ndo ha influéncia significativa
desse pardmetro (PIZARRO; PEREZ-DEL-NOTARIO; GONZALEZ-SAIZ, 2010;
VIEIRA et al., 2020). Além disso, a adicdo de NaCl, empregada para aumentar a
volatilizacdo dos compostos através do efeito salting-out, bem como o ajuste de pH das
amostras ndo foram avaliados na otimizagdo da extracdo, uma vez que 0s reagentes que
seriam empregados apresentavam ftalatos como contaminantes e poderiam contaminar
as amostras. Um gréafico de pareto indicando as variaveis significativas para a extracéo
dos analitos em um intervalo de confianca de 95% foi obtido e estd apresentado na

Figura Figura 3.

Figura 3 — Grafico de Pareto obtido do planejamento composto central para verificar a

influéncia dos parametros na extracéo dos analitos.
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Com o grafico de Pareto pode-se ter uma visualizagdo clara dos efeitos dos

fatores avaliados. Assim, verifica-se que o0 tempo e a temperatura de extracao,
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apresentaram efeito significativo na extragdo dos compostos. Além disso, é notavel que
a influéncia da temperatura se mostrou mais relevante que o efeito do tempo de extragdo
e que a interacdo destes dois parametros ndo é significativa na extracdo. Um grafico de

superficie de resposta com as variaveis tempo e temperatura esté ilustrado na Figura 4.

Figura 4 — Superficie de resposta para o planejamento experimental.
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Observando o grafico de superficie de resposta € possivel constatar que 0s
aumentos da temperatura e do tempo de extracdo resultam em um aumento na média
geométrica das areas dos picos, sendo as maiores médias ilustradas na regido em
vermelho na superficie. O formato da superficie resposta ilustrada na Figura 4 indica
que para maiores tempos e temperaturas de extracdo a média geométrica das respostas
tendem a serem maiores. Diante disso, deveria ser realizada uma otimizagao envolvendo
temperatura maiores que 70 °C e tempo de extracdo maiores que 68,2 min, a fim de se
obter uma regido de maxima extracdo. Entretanto, extracdes que demandassem mais que

40 minutos poderiam se tornar invidveis pelo excesso de tempo requerido para as
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analises. Ja a elevacdo da temperatura a mais de 70 °C, possivelmente, resultaria na
maior volatilizacdo de etanol e de &gua, bem como na condensagdo desses na superficie
da fibra de SPME, o que poderia diminuir a sensibilidade da fibra para extracdo dos
ftalatos e causar variacGes nas extracfes. Além disso, com base nos fundamentos da
SPME, existem dois equilibrios governantes, entre a fase gasosa e a matriz e entre a fase
gasosa e o revestimento da fibra. O aumento da temperatura pode ser responsavel por
uma diminuicdo indesejada da constante de equilibrio da fase sorvente/amostra, uma
vez que a absorcdo do analito pelo revestimento geralmente € um processo exotérmico.
Sendo assim, optou-se por utilizar as condi¢des determinadas de 40 min e 70 °C,
uma vez que essas possibilitaram a obtencdo de &reas satisfatdrias para os picos dos
ftalatos avaliados, garantido, assim, a extracdo de quantidades suficientes dos analitos

em tempo aceitavel de analise.

3.2 Validagao

Com o objetivo de validar o método otimizado foram avaliados alguns
parametros de meérito tais como linearidade, LOD, LOQ, precisdo (repetibilidade e
precisdo intermediaria) e exatiddo (testes de recuperacdo). Foi construida uma curva
analitica a partir de extracdes em triplicata, utilizando soluc¢des padrédo contendo DMP,
DEP, DiBP, DBP e DEHP, em seis niveis diferentes de concentracéo, apresentados na
Tabela 1.

A partir da curva analitica observou-se que todos os analitos apresentam
linearidade com coeficientes de determinacdo (R?) superiores a 0,99 em todo intervalo
avaliado. A partir da inclinagdo da curva de calibracéo e do desvio padrdo do intercepto
de cada analito calculou-se 0 LOD e o LOQ. Os resultados obtidos para cada analito

estdo apresentados na Tabela 43.



79

Tabela 3 — Figuras de mérito para a validacdo do método HS-SPME-GC- MS para a
quantificacdo de ftalatos (n=3).

) Faixa LOD LOQ
Analito Equacao da reta R?

ug Lt mgLt  pgLt
DMP 1530-204,00 y=372,80x+1264,30 0,9956 12,54 37,99

DEP  15,00-200,00 y=1207,66x +12752,00 0,9988 6,31 19,12
DiBP  11,60-116,00 y=6124,75x +71967,90 0,9948 8,04 24,36
DBP  11,80-188,80 y=3394,80x +17570,75 0,9978 6,93 20,99

DEHP 18,80-250,00 y=1668,84x +12955,62 0,9959 14,83 44,95

A repetibilidade e a precisdo intermediaria foram determinadas para avaliar a
precisdo do método, empregando a injecdo de solugbes padréo, e o teste de recuperacao
foi utilizado para avaliar a exatiddo do método, empregando uma amostra enriquecida
com os analitos. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4. Os CV foram
determinados em niveis de concentracdo baixo, médio e alto, sendo observado valores
para a repetibilidade variando de 6,3% a 15,9% e para a precisao intermediaria variando
de 5,6% a 16,6%, o0 que indica uma precisdo adequada e satisfatoria para as amostras
analisadas. Ja a recupera¢do variou entre 88% e 112%, indicando a exatiddo do método
desenvolvido. Os valores de precisdo e exatiddo obtidos nessa metodologia estéo
similares aos obtidos por Ye et al, (2009) na determinacdo de oito ftalatos em cerveja
pilsen comercial, obtendo precisdo variando de 1,69% a 13,51% e recuperacdes entre
86,3% e 109,3%.
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Tabela 4 — Resultados da validacao da precisdo e recuperacdo. (N = 3).

Repetibilidade Precisdo Intermedidria Recuperacéo
CV (%) CV (%) (%)

Baixa Média Alta Baixa Média Alta Média Alta

DMP 79 159 7,0 1572 8,5 118 112 102
DEP 6,0 11,2 95 155 5,6 158 110 103
DiBP 75 76 128 140 114 117 92 97
DBP 6,3 6,3 95 16,6 135 142 88 101

DEHP 112 134 10,1 91 8,2 10,7 98 106

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3 e na Tabela 4, o0 método
proposto para determinacdo simultinea de DMP, DEP, DiBP, DBP e DEHP em

amostras de cerveja mostra-se adequado e apresenta boa aplicabilidade.

3.3 Amostras

Apbs a validacdo, o método foi aplicado para analise de 33 cervejas de estilos
diferentes, sendo elas fabricadas por cervejeiros caseiros (1 até 11) e por cervejarias
industriais (12 até 33), os resultados estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 5 — Concentraces de DMP, DEP, DiBP, DBP e DEHP em cervejas caseiras e
industriais, envasadas em plastico, vidro e lata (em pg L™?).

Analitos Envase
Amostra DMP DEP DiBP DBP DEHP P/V/IL*
1 - - 125,70 - 182,11 V
2 - - 25,95 - - \%
3 <LOQ - <LOQ - - \Y;
4 - - 37,97 - - \%
5 - - <LOQ - - \%
6 - - 45,08 - - \%
7 - - <LOQ - <LOQ \Y
8 - - - - - \
9 - - - - <LOQ \Y
10 - - - - - Vv
11 - - 32,37 - 97,60 P
12 <LOQ - - - 80,47 P
13 - - 41,30 - - P
14 - - - - - P
15 - - - - - P
16 - - - - - P
17 - - - - - P
18 - <LOQ - - 120,80 P
19 - <LOQ - - 97,14 P
20 - - - - - P
21 - - - - - \%
22 - - - - - \
23 - - - - 75,29 Vv
24 - - - - - \%
25 - - - - <LOQ \%
26 - - - - <LOQ \
27 - - - - - L
28 - - - - - L
29 - - - - - L
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30 - - - - -
31 - - - - -
32 - - - - -
33 - - - - -

r - - -

* Plastico (P), Vidro (V), Lata (L)

Em 16 das 33 cervejas analisadas foi detectada a presenca de pelo menos um dos
ftalatos, sendo realizada a quantificacdo de ftalatos em 11 amostras, enquanto que em 5
amostras a concentracdo foi observada entre 0 LOD e o LOQ para os analitos. Como
pode ser visto, DiBP e DEHP, foram os principais ftalatos encontrados nas cervejas,
com concentrag@es variando de 25,95 pg L™ a 125,70 ug L e 75,29 pg L a 182,11 ug
L%, respectivamente, sendo os valores mais elevados encontrados em amostras caseiras.
Os ftalatos DMP e DEP foram detectados em apenas quatro amostras em concentracao
acima do LOD, porém abaixo do LOQ, ndo sendo possivel afirmar a concentracao
presente dos mesmos. J& o DBP ndo foi detectado em nenhuma amostra. Ao comparar a
presenca dos ftalatos em fungdo da producao caseira ou industrial, observou-se que em
81% das 11 amostras produzidas por cervejeiros caseiros foi possivel detectar a
presenca de ftalatos acima do LOD, enquanto que apenas 31% das 22 cervejas
industriais analisadas continham um dos ftalatos acima do LOD.

As concentracdes encontradas para 0 DEHP e o DiBP em algumas amostras sdo
maiores que aquelas encontradas por Ye et al. (2009) e por Carnol et al. (2016). Ye et
al. (2009) desenvolveram uma metodologia baseada no uso do HS-SPME-GC-MS para
determinar ftalatos em cervejas comerciais usando uma fibra desenvolvida em
laboratdrio revestida com benzoxi-C[6]/OH-TSO, quantificando DEHP nas amostras
com concentracdes de até 5,24 ug L. Carnol et al. (2017), avaliaram a presenca de
ftalatos em cervejas por HS-SPME-GC-MS, encontrando contaminacdo em todas as
cervejas avaliadas e sendo o DEHP o mais encontrado. ConcentracOes de até 1,74 ug L
! foram encontradas para o DEHP; de 37,14 pg L™ para o DBP; de 2,21 pg L para o
dioctilftalato (DOP) e o benzil butil ftalato (BBP) e de até 23,80 pg L™ para o DEP.
Entretanto, nesses trabalhos foram analisadas apenas cervejas industriais.

Os dados apresentados na Tabela 5 foram usados para realizar uma PCA, usando
os valores das concentragdes de ftalatos encontrados nas amostras, a fim de determinar
semelhancas entre as mesmas. As amostras nas quais as concentragcdes encontravam-se

abaixo do valor de LOD determinado para cada ftalato ndo foram consideradas na
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analise de PCA. As concentracdes de ftalatos presentes nas amostras de cerveja foram
dispostas em uma matriz 33 x 5, na qual as amostras foram dispostas nas linhas (n = 33)
e os analitos nas colunas (n = 5). A matriz foi processada pelo método PCA sem
nenhum pré-processamento e o resultado esta apresentado como grafico biplot na Figura
5, no qual as amostras de cervejas caseiras estdo apresentadas em vermelho, as amostras
industriais em azul e as variaveis em verde. As PC1 e PC2 explicam 85,78% e 12,05%

da variancia dos dados, respectivamente, bem como a influéncia das variaveis.

Figura 5 — Grafico biplot das cervejas caseiras (vermelho) e cervejas industriais (azul).
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Embora ndo exista um agrupamento visivel entre as amostras baseados em
funcdo do tipo de producédo ou do tipo de envase, pode-se observar algumas tendéncias
na Figura 4. No Grupo A encontram-se a maioria das cervejas caseiras nas quais foram
detectados ftalatos, (amostra 1 apresenta muita diferenca e a amostra 9 ficou agrupada
no Grupo B), enquanto que no Grupo B encontram-se a maioria das cervejas produzidas
industrialmente (grandes e micro cervejarias) nas quais foram detectados ftalatos, com
excecdo da amostra 13 que encontra-se no grupo A. Todas as 17 amostras nas quais ndo
foi detectado nenhum ftalato encontram-se sobrepostas no centro do grafico, contendo 2
amostras caseiras e 15 amostras industriais.

Todas cervejas analisadas também foram avaliadas quanto ao material de
envase, pois nessa etapa também pode ser utilizado plastico, que pode ser fonte de

contaminagdo de ftalatos. Nas tampas das garrafas de vidros h4 um plastico na parte
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interna, utilizado como um vedante para manter a integridade e as propriedades da
cerveja. J& nas latas, ha uma pelicula interna de um material polimérico para evitar o
contato da cerveja diretamente com o aluminio. Além do envase em garrafas de vidro e
em latas, recentemente algumas microcervejarias tem usado garrafas plasticas para
envasar a cerveja, que ja sao vendidas em supermercados e postos de venda de cervejas
especiais. Em complemento, algumas microcervejarias e postos de distribuicdo de
cerveja e chope em barril utilizam essas garrafas plasticas (ou growlers) para envase, 0s
quais podem ser “recarregados” pelo sistema de torneiras (on tap).

Neste trabalho, dentre as amostras analisadas, algumas foram adquiridas
comercialmente, as quais foram produzidas por inddstrias, e outras foram doadas por
cervejeiros caseiros. Industrialmente as cervejas sdo produzidas utilizando materiais de
inox, enquanto que nos processos realizados por cervejeiros caseiros, além dos materiais
de inox e aluminio, comumente sdo utilizados materiais plasticos por serem muito mais
baratos, os quais que podem ser fontes de contaminacgdo para as amostras produzidas
por cervejeiros caseiros. A fim de identificar se houve o uso de materiais plasticos na
producdo das cervejas caseiras analisadas, foi disponibilizado virtualmente um
questionario relacionado com o processo e as condi¢cdes de producdo, o qual foi
respondido por todos o0s cervejeiros e as respostas encontram-se como material
suplementar.

Assim, em vez de analisar o grafico da PCA apenas como cervejas caseiras e
industriais, ou como amostras envasadas em plastico ou envasada em outros recipientes,
a separacao entre as cervejas visualizada na PCA da Figura 5 pode ser justificada pelos
materiais utilizados nas etapas de producdo. No Grupo A em alguma etapa da producéo
foi utilizado plastico e no Grupo B o material inox foi prevalecente em toda a producao,
mas as amostras foram envasadas em latas, garrafas de plastico ou de vidro. As
amostras enquadradas na parte superior a esquerda (Grupo B), sdo aquelas regidas pela
presenca de DEHP, ja as amostras dispostas na parte inferior a esquerda (Grupo A), sdo
regidas pela presenca de DiBP. Ja a presenca de DMP e o DEP praticamente ndo tem
peso nessa PCA e as amostras encontram-se proximo do zero em PC1l e PC2,
juntamente com as 17 amostras que ndo apresentaram ftalatos, dentre as quais ha
amostras caseiras e industriais, e envasadas em plastico, vidro ou lata. Em
complemento, observou-se que em todas as amostras envasadas em lata ndo houve

presenca de nenhum ftalato.



85

Ao observar individualmente as amostras com altas concentracdes de ftalatos, a
amostra 1 apresentou a maior concentracdo para DIBP e para DEHP e, por isso, avaliou-
se o formulério respondido pelos cervejeiros caseiros em busca de uma diferenca que
poderia justificar tal comportamento. De acordo com as respostas, a amostra 1 esteve
em contato com material plastico de grau ndo alimenticio na torneira do balde utilizado
na fermentagdo, no balde usado para trasfega (para realizar a carbonatagéo por
primming) e nas mangueiras de conexdo (PVC atoxico). Outra amostra com elevada
concentracdo de DIBP e DEHP é a amostra 11, que esteve em contato com plastico ndo
alimenticio na torneira do fermentador e no sistema de carbonatacdo, denominado de
“Agrokeg”. Esse sistema de carbonatacdo usado por alguns cervejeiros caseiros
emprega um pulverizador agricola manual, similar aquele apresentado no material
suplementar S3, é confeccionado, em sua maioria, em polipropileno e em teoria ndo
teria ftalatos em sua composicao. Entretanto, nos sites dos fabricantes ndo foi possivel
identificar a composicdo dos demais partes do sistema, como anéis de vedacao, tubos e
outras conexdes, que poderiam ser fonte de ftalatos. Além disso, podem ser encontrados
alguns videos na internet (links disponibilizados no material suplementar S4)
explicando como montar um “Agrokeg” a partir de um pulverizador agricola para
carbonatar a cerveja em casa, sendo que alguns videos indicam ndo utilizar resina epoxi
para colar vazamentos. Entretanto, ndo hd a informacdo do material especifico do
“Agrokeg” empregado na carbonatagdo da amostra 11.

Apesar da utilizacdo de plastico de grau ndo alimenticio durante a producao
(torneiras) da amostra 11 assim como na amostra 1 (fermentador), observa-se uma
diferenca evidente da presenca de ftalatos em ambas, 0 que sugere que a diferenca de
concentracdo pode ser proveniente do tempo de exposicdo da amostra ao material
plastico em uso ou que o contato da amostra com plastico da torneira ndo é a unica fonte
de contaminacdo de cervejas por ftalatos. O fato de ndo ter sido detectado nenhum
ftalato nas amostras caseiras 8 e 10 pode ser justificado por menor contato da cerveja a
materiais plasticos durante a producdo, conforme as respostas do formulario, ou do uso
de plasticos que ndo contenham ftalatos.

Avaliando o uso ou a presenga de materiais plasticos durante a producdo das
cervejas avaliadas, observa-se que 81% das cervejas, de alguma forma estiveram em
contato com materiais plasticos, seja durante a producao ou no envase, sendo a possivel

fonte dos ftalatos quantificados nas cervejas avaliadas. Além disso, muitos cervejeiros
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caseiros utilizam anéis de vedacdo de diversos materiais para minimizar vazamentos ao
longo do processo a quente, podendo também ser fonte de contaminacéo.

Dos entrevistados, 59% utilizam bomba de recirculagdo com partes em inox e
partes em plastico, cuja composicdo plastica geralmente ndo € informada pelo
fabricante. Como citado anteriormente, as matérias primas utilizadas também podem ser
fonte de contaminacdo, uma vez que os ftalatos s&o onipresentes e podem ser
encontrados no ar, no solo e na agua, especificamente foram encontrados em &guas
residuais, superficiais, da chuva e até mesmo em agua potavel (ERYTHROPEL et al.,
2014). Vale ressaltar que cervejeiros caseiros utilizam agua mineral acondicionada em
galdes de plastico ou agua filtrada, todas elas em contato com material plastico, que
embora ndo seja PVC, pode ser fonte de contaminacdo. Além disso, os tipos de
materiais e as condi¢cdes de armazenagem das matérias primas utilizadas também séo
fontes de contaminacéo.

Dessa forma, embora seja dificil especificar a origem exata dos ftalatos, pode-se
afirmar que as cervejas caseiras que empregam material plastico de origem
desconhecida ao longo do processo de fabricacdo da cerveja apresentaram maiores
concentracdes de DiBP e DEHP. Sendo aconselhavel o uso de material plastico de grau

alimenticio.

4 Conclusdes

O desenvolvimento de uma metodologia baseada em HS-SPME-GC-MS para a
determinacdo de DMP, DEP, DiBP, DBP e DEHP em cervejas caseiras e industriais foi
otimizado e validado. A fibra PDMS/DVB provou ser adequada para a extragédo
simultanea de todos os ftalatos investigados e foi utilizada para a otimizagdo
multivariada avaliando o tempo e temperatura de extracdo. Foi observado que altas
temperaturas e maior tempo favorecem a extracdo. A validacdo realizada evidenciou a
confiabilidade do método confirmando a linearidade, precisdo e exatiddo do método,
mostrando-se adequado para tal objetivo.

A avaliagéo das cervejas caseiras e industriais evidenciou que a contaminagéo
por ftalato € um problema generalizado, pois a contaminagdo foi encontrada em 48%
das cervejas analisadas, sendo presente em quase todas as cervejas caseiras em
concentragfes acima do LOD. Além disso, as concentragdes medidas neste estudo

indicam que o processo de fabricagdo é uma das principais fontes de contaminagdo por
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ftalato na cerveja, no entanto, as origens exatas dos ftalatos séo dificeis de determinar e

podem ser um tema interessante para estudos futuros.
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Materiais suplementares
Formulério S1 - Formulério referente a fabricacdo das cervejas caseiras

Investigacdo da presenca de plastificantes em cerveja

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa de forma totalmente voluntéria.

O objetivo desse estudo é avaliar a presenca de possiveis compostos contaminantes na
cerveja. Dentre esses compostos, os ftalatos, os quais sdo liberados por migracdo de
materiais plasticos utilizados em alguma etapa da producdo da bebida e que podem
causar riscos a saude, o que justifica essa pesquisa. O foco, em especial, sdo 0s
cervejeiros caseiros, visto que muitos desses utilizam materiais plasticos em diversas
etapas da producdo e/ou envase. Como contrapartida, vocé serd informado,
individualmente, dos niveis de contaminacdo desses plastificantes em sua cerveja ao

final do estudo.
Antes de concordar com a pesquisa, € importante que vocé compreenda que sera
necessario doar uma amostra de uma de suas cervejas produzidas, envasadas da forma

habitual. O recipiente no qual a cerveja foi envasada ndo sera devolvido.

Serad garantida, durante todas as fases da pesquisa: sigilo, privacidade, e acesso aos

resultados.

Estilo de cerveja

1. Qual o recipiente utilizado para o envase da cerveja?
a) Lata de aluminio
b) Garrafa de vidro
c) Growler plastico
d) Growler vidro/ceramica
e) Agrokeg
f) Outro:
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Quais os materiais das mangueiras utilizadas nas etapas de producdo da cerveja
(brasagem, recirculacéo, fervura, fermentacdo, envase, etc)?

a) Cloreto de polivinil - PVC

b) Nylon

c) Silicone

d) Polietileno

e) Outro. Qual?

Os materiais plasticos utilizados durante a producéo de sua cerveja sdo de grau
alimenticio?

a)Sim b) N&o c) Né&o sei

Qual o material do fermentador utilizado?

a) Inox

b) Balde de pléastico alimenticio

c) Balde de plastico ndo alimenticio

d) Balde de plastico alimenticio reutilizado (margarina, 4gua, sorvete, etc)
e) Balde de plastico ndo alimenticio reutilizado

) Outros. Qual?

Quais os materiais dos conectores utilizados na producao?
a) Inox

b) Liga metalica

c) Pléstico

d) Outro. Qual?

Em caso de uso de material plastico, este € de grau alimenticio?
a)Sim b)Nao c)Né&o sei

Qual o material das torneiras utilizadas na produgéo?
a) Metélico

b) Plastico

c) Plastico ndo alimenticio

d) Outro. Qual?
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10.

11.

12.
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Caso use bomba para recirculacdo ou outas etapas, qual o tipo de Bomba
utilizada?

a) Inox (Chugger ou similar)

b) Cabeca de Inox (maioria da china — tipo MP15R)

c) Cabeca de plastico (MP15R)

d) Bomba de méquina de lavar ou similares (em pléastico ndo alimenticio)

e) Outro. Qual?

Caso faca trasfega para maturacdo em outro recipiente, qual o material do
recipiente?

a) Inox

b) Balde de plastico alimenticio

c) Balde de plastico ndo alimenticio

d) Néo realizo trasfega

e) Outro

Qual o material utilizado para a carbonatacédo (kegs)?

a) Metalico

b) Plastico

¢) Gambiarras (como regador plastico, pulverizados, etc)
d) Agrokeg

e) Vidro

) Outro

O material utilizado para carbonatacéo é:
a) Novo
b) Reutilizado

Houve utilizacdo de plastico durante a produgdo da cerveja, além dos citados

anteriormente? Especificar.



Tabela S2 — Respostas dos cervejeiros caseiros quanto a fabricacdo das amostras analisas, de acordo com o Formulario S1

Amostras Perguntas do Formulario S1

1 2 4 5 7 8 10 11
1 b a,b,c C b C a e b
2 C C b a a C b b
3 f (post mix inox) C a a a b e b
4 c e (ndo usa) d b d (dgua) e (ndo usa) d b
5 b b b a a a a a
6 b ced f (polipropileno) a a a b b
7 b e (pvc atoxica) b a b a e b
8 b c b a a b a a
9 b C d a b C b b
10 b C b a a b a b
11 b e (pvc atoxica) f (polipropileno) a c b f (inox) a

93
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Figura S3 — Imagem do equipamento Agrokeg.

18

T
-
AL " J—r\'e/t' |
4 a ‘J . \?
Sy S ;
= 15 Ny
| 04 ;
oL | =
St
| { ==
| EE
| == i
! | =0 :
o B :
/i_ .—5 1 = H
[ 4 | %,
sz 06 =
A Uf
& W gy
= D)
iy
Nam. Nome Quant.| Nam. Nome Quant.
1 Haste 1 11 Mangueira completa 1
2 Acoplamento 1 12 Anel O'ring 1
3 Guia 1 13 Tubo e filtro 1
4 Bomba 1 14 Tanque 1
5 Anel Q'ring 5x4 1 15 Porca 1
6 Valvula 1 16 Gatilho completo 1
7 Funil 1 17 Porca 1
8 Valvula completa 1 18 Lanca 1
9 Anel O'ring 5x5,8 1 19 Esguicho 1
10 Alga completa 1

Fonte: https://lynus.com.br/produto/pl-10-pulverizador-manual

Referéncias S4 — Uso do “Agrokeg” para carbonatagio de cerveja caseira

GUEDES, Luis. Adaptacdo simples e barata para tampa do Agrokeg Lynus. Disponivel
em: <https://www.youtube.com/watch?v=hpCUfuQ3FZs>. Acesso em: 20 nov. 2021.

AGROKEG -~ Cosplay de PostMix!.  Mosturando.  Disponivel em:
<https://www.youtube.com/watch?v=jyKIvj4f39k>. Acesso em: 20 nov. 2021.

MAURICIO, Christopher Nicolas. Agrokeg 5| parte 2. Disponivel em:
<https://www.youtube.com/watch?v=2dZF7YLQ_Dw>. Acesso em: 20 nov. 2021.

FINALMENTE: tampa para o Agrokeg!. Cerveja Féacil. Disponivel em:
<https://www.youtube.com/watch?v=6jkFA-aHrdY>. Acesso em: 20 nov. 2021.




