MARIANE MARTINS AZEVEDO

CARACTERIZACAO DA COMPOSIGCAO DE CERVEJA E DE DESTILADO DE
CERVEJA E DESENVOLVIMENTO DE UM METODO DE TRIAGEM SIMPLES
PARA DETERMINACAO DE DIETILENOGLICOL POR CROMATOGRAFIA
GASOSA

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacgéao em
Agroquimica, para obtengcdo do titulo de
Doctor Scientiae.

Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz

Coorientadores: Alexandre Fontes Pereira
André Fernando de Oliveira

VICOSA- MINAS GERAIS
2022



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigosa - Campus Vicosa

A99%4c
2022

Azevedo, Mariane Martins, 1990-

Caracteriza¢do da composi¢do de cerveja e de destilado de
cerveja e desenvolvimento de um método de triagem simples
para determinacao de dietilenoglicol por cromatografia gasosa /
Mariane Martins Azevedo. — Vigosa, MG, 2022.

1 tese eletronica (120 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Quimica, 2022.

Inclui bibliografia.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2022.637

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Cromatografia a gas. 2. Cerveja - Composi¢ao.
I. Queiroz, Maria Eliana Lopes Ribeiro de, 1958-.
II. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Quimica.
Programa de P6s-Graduag¢iao em Agroquimica. III. Titulo.

CDD 22. ed. 543.85

Bibliotecario(a) responsavel: Euzébio Luiz Pinto CRB-6/3317




MARIANE MARTINS AZEVEDO

CARACTERIZAGCAO DA COMPOSICAO DE CERVEJA E DE DESTILADO DE
CERVEJA E DESENVOLVIMENTO DE UM METODO DE TRIAGEM SIMPLES
PARA DETERMINACAO DE DIETILENOGLICOL POR CROMATOGRAFIA
GASOSA

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduacgao em
Agroquimica, para obtencao do titulo de
Doctor Scientiae.

APROVADA: 25 de julho de 2022.

Assentimento:

YAk ot W) Qi Axanclo
Mariane Martins Azevedo
Autora

d%;\m
Maria Eliana Lopes Rﬁaeiro de Queiroz
Orientadora




A meus pais, aos meus avos,

€ aos meus irmaos.

Com todo o meu amor,

dedico esse trabalho.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo amparo e forga para chegar até aqui e a Nossa Senhora pela
sua intercessao.

A minha mae, Maria Ivane, pelo incentivo e amor incondicional. Vocé fez de
mim, tudo o que sou hoje. Ao meu pai pelo amor, carinho e incentivo. Aos meus
irmaos, Felipe e Izadora e ao meu namorado, Alexandre. Aos meus avos (vé Biga, vo
Aparecida, vo6 Joao-in memorian e v6 Valdir- in memorian). Aos tios e primos pelo
incentivo e apoio de sempre.

A professora Maria Eliana pelo acolhimento, ensinamentos e amizade. A
senhora foi muito importante para meu aprendizado. Aos professores André Fernando
e Alexandre Fontes pela coorientagdo e amizade. A Liany que se dedicou juntamente
comigo nesse trabalho e ao professor Antonio Augusto pela participacdo na banca e
pelas contribuicbes ao meu trabalho.

Aos amigos de Mimoso, Alegre, Vigosa e Niterdi pelo incentivo e carinho de
sempre, mesmo com a distancia. Aos amigos do Laqua, de modo especial a Thais,
Jéssika, Vitor e Aline pela ajuda e contribuicdes e aos amigos da agroquimica.

Agradeco de maneira geral, as pessoas que de certa forma incentivaram,
contribuiram e acreditaram na realizacdo dessa Tese.

A Universidade Federal de Vigosa pelo suporte para a realizagdo desse
trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cdédigo de
Financiamento 001.



BIOGRAFIA

Mariane Martins Azevedo, filha de Maria Ivane da Silva Martins e Valci da Silva
Azevedo, nascida em 02 de janeiro de 1990, na cidade de Mimoso do Sul no Espirito
Santo.

Em 05 de agosto de 2009, iniciou-se o curso de Licenciatura em Quimica na
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) no municipio de Alegre e diplomou-se
em outubro de 2013. Em mar¢o de 2014, iniciou o mestrado no programa de pos-
graduacao em Agroquimica na Universidade Federal de Vigosa (UFV), e submeteu-
se a defesa em margo de 2016. Em agosto de 2017, iniciou o doutorado no programa
de pés-graduacao em Agroquimica na Universidade Federal de Vigcosa (UFV). Em
dezembro de 2020 iniciou-se na carreira profissional trabalhando na empresa Synvia.
Em junho de 2022, comecgou a trabalhar na EMS. Em julho de 2022, submetendo-se

a defesa da tese de doutorado.



RESUMO

AZEVEDO, Mariane Martins, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2022.
Caracterizacao da composicao de cerveja e de destilado de cerveja e
desenvolvimento de um método de triagem simples para determinacao de
dietilenoglicol por cromatografia gasosa. Orientador: Maria Eliana Lopes Ribeiro
de Queiroz. Coorientadores: Alexandre Fontes Pereira e André Fernando de Oliveira.

A cerveja e o destilado da cerveja s&o amostras muito complexas e para analisar esse
tipo de matriz por cromatografia gasosa (GC) é necessario um pré-tratamento das
amostras. A microextragdo em fase sélida no headspace (HS-SPME) é umas dessas
técnicas de pré-tratamento mais utilizadas para a determinacdo da composi¢ao
volateis dos alimentos. Além dos compostos volateis, a presenga de compostos semi-
volateis nessas matrizes também deve ser investigada. Portanto, os objetivos deste
trabalho foram caracterizar uma cerveja e um destilado de cerveja por GC usando a
técnica HS-SPME, propor diferentes técnicas de preparo de amostra para extracao de
compostos da cerveja, bem como otimizar e validar um método de triagem para
analise de Dietilenoglicol (DEG). O método HS-SPME com analise por GC equipado
com um detector por ionizacao em chama (GC-FID) possibilitou a extracao e analise
de 8 compostos volateis da cerveja e do destilado de cerveja. Ao considerar o estudo
com diferentes técnicas de extracdo com andlise por GC-MS em amostras de cerveja,
ao utilizar a HS-SPME, foi identificado 14 compostos, com a extracao liquido-liquido
com particdo em baixa temperatura (LLE/LTP) foi possivel identificar 32 compostos
na cerveja, enquanto que a hifenagdo das técnicas LLE/LTP com a DLLME
(microextragdo liquido-liquido dispersiva) permitiu identificar 53 compostos nos
diferentes ensaios otimizados, as mesmas extrairam diferentes compostos em sua
maioria e a melhor técnica a ser utilizada vai depender do grupo funcional do composto
a ser identificado. J&4 o estudo para a determinagéo de dietilenoglicol (DEG) em
amostras de cerveja um método de triagem empregando a LLE/LTP e andlise por GC-
FID foi otimizado, validado, aplicado em 28 amostras de cervejas, € as amostras
consideradas suspeitas, analisadas por GC-MS detectou o DEG em trés dessas
amostras, na qual apenas uma estava acima do limite de quantificagao.

Palavras-chave: Cerveja. Compostos volateis e ndo volateis. Dietilenoglicol. Preparo

de amostra. Cromatografia gasosa.



ABSTRACT

AZEVEDO, Mariane Martins, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2022.
Characterization of beer and beer distillate composition and development of a
simple screening method for determination of diethylene glycol by gas
chromatography. Advisor: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-advisors:
Alexandre Fontes Pereira and André Fernando de Oliveira.

Beer and beer distillate are very complex samples and to analyze this type of matrix
by gas chromatography (GC) it is necessary to pre-treat the samples. Headspace solid
phase microextraction (HS-SPME) is one of the most used pretreatment techniques
for determining the volatile composition of foods. In addition to volatile compounds, the
presence of semi-volatile compounds in these matrices should also be investigated.
Therefore, the objectives of this work were to characterize a beer and a beer distillate
by GC using the HS-SPME technique, to propose different sample preparation
techniques for extracting compounds from beer, as well as to optimize and validate a
screening method for analysis of Diethylene glycol (DEG). The HS-SPME method with
GC analysis equipped with a flame ionization detector (GC-FID) allowed the extraction
and analysis of 8 volatile compounds from beer and beer distillate. When considering
the study with different extraction techniques with GC-MS analysis in beer samples,
when using HS-SPME, 14 compounds were identified, with liquid-liquid extraction with
low temperature partition (LLE/LTP) it was possible identify 32 compounds in beer,
while the hyphenation of LLE/LTP techniques with DLLME (dispersive liquid-liquid
microextraction) allowed to identify 53 compounds in the different optimized assays,
they extracted mostly different compounds and the best technique to be used will
depend on the functional group of the compound to be identified. As for the study for
the determination of diethylene glycol (DEG) in beer samples, a screening method
using LLE/LTP and GC-FID analysis was optimized, validated, applied to 28 beer
samples, and samples considered suspicious were analyzed by GC-MS detected DEG
in three of these samples, of which only one was above the limit of quantification.

Keywords: Beer. Volatile and non-volatile compounds. Diethylene glycol. Sample
preparation. Gas chromatography.
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INTRODUCAO

A origem das primeiras cervejas € incerta, mas ha estudos que comprovam
que ocorreu ha mais de 6000 anos (MORADO, 2017). A cerveja ndo é apenas
conhecida por sua longa tradigdo ou seus ingredientes (malte/cevada, lupulo, agua e
fermento), mas também por suas caracteristicas unicas de qualidade, como a
aparéncia e o sabor (WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018).

De acordo com a Associacdao Brasileira da Industria da Cerveja,
(CERVBRASIL, 2022) o mercado cervejeiro no pais produz em média 14,1 bilhdes de
litros de cerveja anualmente e foi responsavel, no ano de 2021, pelo faturamento de
160 bilhdes de reais, o equivalente a 1,7% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional.
(CERVBRASIL, 2022) Considerando o crescimento econémico e a importancia do
mercado, os empreendedores tém que estar atentos a qualidade do produto visando
a valorizacao da marca. (SEBRAE, 2022)

Os sabores das cervejas estao ligados aos compostos presentes nesse tipo
de bebida, (WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018) e influenciam
significativamente no amargor da mesma. (CHARALAMBOUS, 1992; OLANIRAN;
HIRALAL; MOKOENA, 2017) Esse aroma da cerveja pode ser modificado de acordo
com alteracbes no processo de fabricacdo e armazenamento, 0 que pode provocar
um gosto desagradavel na bebida, os chamados off-flavours. (CHARALAMBOUS,
1992; HUMIA et al.,, 2019) Quando uma cerveja ndao esta dentro dos padrdes
estabelecidos devido aos off-flavours, a mesma € descartada causando um prejuizo
de milhdes para a empresa, aléem de uma série de residuos e acumulo de lixos.
(MESTRE CERVEJEIRO, 2011) Considerando esses fatores, destilar as cervejas que
por algum motivo estejam fora do padrdo seria uma alternativa que permitiria dar um
destino para essa cerveja, minimizando prejuizos, além de diminuir a poluicado do meio
ambiente causada pelas fabricas de cerveja. Levando em consideracao que a
fabricacdo do destilado, a partir de residuos, é uma proposta inovadora, estudar a
eficacia desse processo e caracterizar o destilado obtido fazendo a determinacéo e a
quantificacdo dos compostos presentes em sua composi¢ao é importante.

A cromatografia gasosa tem sido muito utilizada para andlises de compostos
em cerveja. (PINHO; FERREIRA; SANTOS, 2006; STEFANUTO et al.,, 2018;

ZANELLA et al., 2021). Um fator importante a ser verificado é a selecao do detector,
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sendo os principais o GC/FID e GC-MS. Essa sele¢do, no entanto, ndao deve ser
apenas influenciada pelo fator de custo instrumental ou pela disponibilidade para
identificagdo dos compostos, mas também considerando o método de andlise com
medic¢des confiaveis.(APARICIO-RUIZ et al., 2018)

Cerveja e bebidas destiladas sdo amostras complexas, necessitando de um
pré-tratamento da amostra que tenha como objetivo isolar os compostos de interesse
antes da realizacdo da analise. A microextragcdo em fase sélida no headspace (HS-
SPME) em combinacdo com a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS) tem se tornado atualmente o principal método implementado para a
determinacao da composicao de volateis em diversos alimentos e bebidas, como a
cerveja. (KISHIMOTO et al., 2018; PINHO; FERREIRA; SANTOS, 2006; STEFANUTO
et al.,, 2018) Saber a composicao dos perfis volateis pode ser considerado uma
estratégia que permite a autenticacdo da cerveja, uma vez que 0s componentes
variam de acordo com a matéria-prima e a tecnologia empregada para sua fabricacéo.

Além dos compostos volateis, a presenca de compostos nao volateis e
contaminantes na cerveja, como o Dietilenoglicol (DEG), também devem ser
investigados. Uma alternativa para extracdo dos compostos da cerveja € a
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME). (ALMEIDA; FERNANDES;
CUNHA, 2012; PANG et al., 2017; RODRIGUEZ-CACERES et al., 2017) A DLLME
possui méritos como simplicidade, facilidade de operacao, rapidez, alto fator de
enriquecimento, baixo custo e uso de pequenos volumes de solventes
organicos.(PANG et al., 2017; ZHOU, Q.; PANG; XIAO, 2009)

Outra alternativa para extragdo dos compostos da cerveja é a extracao
liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (LLE/LTP). Essa técnica pode ser
considerada pratica e com numero de etapas reduzido, tornando-a, assim, de facil
execucao mesmo considerando o tempo necessario para congelamento das misturas.
Muitas vezes, os extratos sdo limpos e com isso ndo ha a necessidade de uma etapa
de "clean up", mesmo quando as maitrizes aquosas sdao mais complexas. O Unico
inconveniente do método é nao permitir a pré-concentragao da amostra. (GOULART
et al., 2008; VIEIRA; NEVES; QUEIROZ, 2007) Uma maneira de minimizar essa
desvantagem ¢é incluindo uma etapa de evaporagédo do solvente (VIEIRA; NEVES;
QUEIROZ, 2007) ou a hifenagdo com outras técnicas, como a microextragao liquido-
liquido dispersiva (DLLME), uma vez que a DLLME pode ser usada para a pré-
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concentragao dos analitos, quando hifenadas com outra técnica. Desse modo, hifenar
a LLE/LTP com a DLLME pode ser considerada uma o6tima opgédo para se obter
melhores resultados nas analises.

Em fungéo do exposto, o presente trabalho teve como objetivos caracterizar
0s principais compostos presentes em cervejas, assim como destilar uma determinada
cerveja e caracterizar a composi¢cdo quimica desse destilado. O trabalho também
visou otimizar diferentes métodos de extracdo para determinacdo dos compostos
presentes na cerveja por cromatografia gasosa, assim como otimizar, validar e aplicar
um método simples, eficaz e de baixo custo para a determinagéo de dietilenoglicol em
amostras de cerveja.

Na Figura 1, tem-se o esquema dos estudos propostos nesse trabalho,
incluindo os métodos de extracao e de analise empregados.



Figura 1. Diagrama dos métodos de extragéo e analise usados para a identificagdo dos compostos de cerveja.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

A origem das primeiras cervejas € duvidosa, mas essa pode ser considerada
uma das bebidas mais antigas no mundo, sendo os relatos mais antigos dos povos
Sumeérios ha 6000 anos (atual regidao ao sul do Iraque). (HORNSEY; BREWERY,
2016)

Relatos histéricos mostram a importancia da cerveja na antiguidade. Exemplo
que comprovam essa importancia relatam que 40% dos grdos produzidos pelos
sumérios eram destinados as casas de cerveja. (MULLER, 2012) Ja no império da
Mesopotamia (que sucedeu o Sumério) mostra a importancia da cerveja para aquela
regido na época, uma vez que previa o afogamento do cervejeiro em sua prépria
bebida se a mesma nao houvesse qualidade. Ja na Babilbnia, o cervejeiro era
dispensado das obrigac6es do servico militar, para poder assim, abastecer o exército
com a bebida. (MORADO, 2017)

Inicialmente a cerveja for considerada uma bebida nutritiva e era servida como
alimento e foi se popularizando pela praticidade de fabricacdo e armazenamento, por
ser uma bebida socializante, abundante e barata. (MORADO, 2017) Por conta do seu
efeito inebriante, logo se tornou importante nos ritos religiosos, uma vez que a
sensacao da euforia da embriaguez fez com que as pessoas correlacionassem a
bebida a aspectos misticos. (MEUSSDOERFFER, 2009)

A cerveja recebeu varios nomes ao longo da histéria. Foi na Galia (regiao
francesa povoada por Gauleses) que a cerveja recebeu o nome latino que tem hoje,
chamada de cerevisia ou cervisia, em homenagem a Ceres, deusa da colheita e da
fertilidade. Os sumérios a chamavam de sikaru, os chineses de tsio e 0s egipicios de
zythum. (MORADO, 2017; POELMANS; SWINNEN, 2009)

Importancia econémica da cerveja

Apesar da cerveja nao ter surgido na Europa, foi nesse continente que o
processo de producao dessa bebida se desenvolveu a partir do século Xll e desde
entdo, a producdo da mesma tem sido um negdcio promissor. (HORNSEY;
BREWERY, 2016; NACHEL; ETTLINGER, 2019) A Republica Tcheca é o principal
consumidor per capta de cerveja no mundo, com um consumo anual de 1424 litros
de cerveja, em média, por pessoa. Ja a China, Estados Unidos e Brasil sao
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respectivamente os maiores produtores de cerveja. (WORLD POPULATION REVIEW,
2022)

De acordo com a Associagéo Brasileira da Industria da Cerveja (CervBrasil) o
mercado cervejeiro no Brasil foi responsavel pelo faturamento de 160 bilhdes de reais
no ano de 2020, o equivalente a 1,7% do PIB nacional. A produgdo média anual de
produgéo de cerveja no pais € de 14,1 bilhdo de litros de cerveja e esse numero sé
tente a crescer uma vez que em julho de 2019 atingiu a marca de 1000 cervejarias e
no final de 2020, atingiu 1383 cervejarias. Em se tratando de registro de produtos,
2018 apresentou 0 maior numero de registros, sendo concedidos, aproximadamente,
6.800 registros de produtos para cerveja/chope. (CERVBRASIL, 2022)

Processo de fabricacao da Cerveja

Os mosteiros foram os responsaveis pelos primeiros estudos sobre cerveja,
uma vez que os religiosos eram alfabetizados e aprimoraram o método de fabricagéo
e 0 processo de conservacgao a frio da bebida. (POELMANS; SWINNEN, 2012)

A cerveja € uma bebida resultante da fermentacao alcodlica. Geralmente é
feita do malte de cevada com a adicao de lupulo, composta por 91% de agua. Tanto
o0 alcool quanto o gas carbdnico sdo importantes para o processo natural da
fermentacao da cerveja, sendo o CO2 um componente essencial para a formacao da
espuma responsavel pela conservacdo e manutengcdo do sabor natural da cerveja.
(MULLER, 2012)

A Figura 2 ilustra de forma esquematizada o processo de produgao da cerveja

em uma industria, o que apesar de ser simples, requer muito conhecimento e pratica.
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Figura 2. Esquema do processo de producao de cerveja.
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Fonte: (GALVAO, 1997)

A primeira etapa para a fabricacdo da cerveja € a moagem, que tem por
finalidade quebrar a casca da cevada para expor o endosperma dos graos. Os graos
moidos sdo entao colocados em um tanque com agua quente e deixados em repouso,
processo esse denominado de brasagem. Forma-se entdo um liquido denominado
mosto. (PEREIRA, A. F., 2021) Depois disso, uma filtracdo € realizada, separando
assim, o mosto dos graos de cevada. (MORADO, 2017)

O liquido é fervido em um tanque e nessa etapa lupulos sédo adicionados. O
Lupulo € uma flor em formato de pinho que contém a lupulina, uma substancia viscosa
que é secretada quando fervida e proporciona a cerveja seu amargor, sabor, aroma e
ajuda na conservacgao da cerveja. Essa etapa visa o equilibrio do sabor doce do mosto
com o amargo do lupulo, o chamado amargor. (FERREIRA, 2009)

O amargor entéo é filtrado e é realizado o preparo da adigao da levedura. Com
a adicdo da levedura, o liquido é adicionado a um fermentador e a chamada
fermentacao ocorre. (NACHEL; ETTLINGER, 2019)

Ap6és este periodo de 5 a 10 dias do processo de fermentacao, a temperatura
€ baixada para zero grau, por alguns dias, fazendo com que a levedura fique
totalmente inativa e a decante para o fundo do fermentador o que torna a cerveja mais
limpida e mais clara. Esse processo € conhecido como maturacdo. (PEREIRA, A. F.,
2021) Depois tem-se os processos de acabamento da fabricagdo da cerveja que
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engloba: a filtracdo para um acabamento brilhante da cerveja e eliminacdo de
leveduras; armazenamento ou carbonatacao injetando COz2 caso a cerveja apresente
quantidade menor desse gas; envase que € a fase de embalagem e despacho e
distribuicdo. (MORADO, 2017)

Flavours e Off-Flavours presentes na cerveja

A cerveja € uma mistura complexa de compostos quimicos, na qual, varios
desses compostos que podem afetar a qualidade do sabor final da cerveja ja foram
identificados. (GIANNETTI et al., 2019)

Os compostos volateis é geralmente responsaveis por varias notas de sabor
na cerveja. (HUMIA et al., 2019). Eles podem ser provenientes de ingredientes, como
malte de cevada e lUpulo, de malte torrado e mosto de ebulicdo, ou do subproduto do
metabolismo de levedura durante a fermentacdo. Pode estar relacionado a aromas
desagradaveis pela contaminacdo por micro-organismos e por condi¢cdes
inadequadas de armazenamento. (HUMIA et al., 2019)

Os compostos volateis sdo formados principalmente por alcoois alifaticos e
aromaticos, ésteres, acidos organicos, aldeidos, compostos carbonilicos, e
substancias terpénicas. (HUMIA et al., 2019; MARTINEZ-GOMEZ; CABALLERO;
BLANCO, 2020).

A cerveja contém varios tipos de alcool. O alcool mais importante na cerveja
€ o etanol seguido dos alcoois superiores. Foi relatado que o etanol exibe um sabor
amargo (HO et al., 2013) enquanto o alcool feniletilico uma esséncia semelhante a
rosa (OUYANG et al.,, 2016). O 2-feniletanol € um produto do metabolismo da
levedura e pode ser considerado um marcador para os parametros de fermentacao.
(CORTACERO-RAMIREZ et al., 2003; OSORIO-PAZ; BRUNAUER; ALAVEZ, 2019)
Um estudo do conteudo fendlico de varios tipos de cerveja, incluindo ale, bock, lager
e pilsner, descobriram que o conteudo total de compostos fendlicos varia muito entre
eles. (PIAZZON; FORTE; NARDINI, 2010)

Os grupos de ésteres sao frequentemente caracterizados por um sabor
proprio de fruta. O octanoato de etila, decanoato de etila sdo marcados por possuirem
“sabor de maga”; enquanto o acetato de 3-metilbutila (acetato de isoamila) é
caracterizado por uma nota de “sabor de banana” e o acetato de feniletila por ter
“aroma de mel, frutado”. (CASTRO; ROSS; VIXIE, 2015) Em particular, Viana et al.
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concluiram que ésteres etilicos podem transmitir um odor desagradavel de vinagre
azedo quando o nivel de sabor limite for ultrapassado. (VIANA et al., 2008) Exemplo
disso € o acetato de etila que tem um cheiro caracteristico de esmalte de unha/
acetona, desempenhando um papel fundamental no sabor da cerveja, mas pode ser
considerado um off-flavour em concentracdes elevadas. (VANDERHAEGEN et al.,
2003)

Os acidos carboxilicos responsaveis por odores especificos de frutas, queijo
e gordura contribuem para o amargor, adstringéncia e ranco da bebida. O acido
octanoico (ou &cido caprilico) e o hexanoato de etila (éster de acido caprilico)
contribuem para dar sabor as bebidas alcodlicas com notas rangosas. (GIANNETTI et
al., 2019). Ja o acido acético tem gosto associado a vinagre, podendo ser um off-
flavours em concentracbes elevadas, causadas pela contaminacdo de bactérias
acéticas. Outro acido € o acido latico que tem sabor caracteristico de azedo e é
produzido por bactérias contaminantes durante a fermentagdo e armazenamento ou
no processo de embalagem da cerveja sendo considerado um off-flavour em
concentracdes elevadas. (LIU, S.-Q., 2015)

O notavel aumento nos niveis de aldeidos volateis € considerado paralelo ao
desenvolvimento do sabor oxidado. O acetalteido tem sabor e aroma de magés
verdes. E produzido pelas leveduras, sendo percursor para a formacdo de &lcool.
Também pode ser um produto da oxidacao do alcool, sendo um produto da terminacao
prematura da fermentacédo ou pela contaminacao de bactérias acéticas. (LIU, S.-Q.,
2015)

Durante o armazenamento da cerveja, as concentragdes de alguns
componentes do sabor podem aumentar e alguns novos componentes podem ser
encontrados. Esses sdo geralmente referidos como "sabor oxidado", "sabor de papel”
ou "sabor de papeldao" resulta da oxidacdo de componentes da cerveja.
(CHARALAMBOUS, 1992).

Residuos produzidos pelas fabricas de cerveja

O mercado cervejeiro tem ganhado cada vez mais destaque no Brasil. O pais
conta atualmente com mais de mil cervejarias, com uma marca de que,
aproximadamente, a cada dois dias uma cervejaria é aberta no Brasil. (MARCUSSO;
MULLER, 2018) Levando em considerac&o o crescimento econdmico e a importancia
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do mercado, os empreendedores tém que estar atentos a valorizagdo de sua marca,
principalmente ao adotar praticas sustentaveis que visem o bem do planeta e redugéo
de custos. Esses fatores aumentam a competitividade, uma vez que os consumidores
tém se importado cada vez mais com marcas que pensem no meio ambiente.
(DEVOLLI et al., 2018)

Empresas sustentaveis sao aquelas que levam em consideracao a emisséao
de carbono, o consumo de agua e de produtos quimicos, o descarte de residuos
solidos e os riscos a saude de funcionarios, fornecedores e clientes. Para obter esse
titulo as empresas necessitam de informagdes e formas de inovar. Varias cervejarias
ja vém adotando pratica sustentaveis, como a cervejaria Edelbrau, que tem
implementado um sistema de reaproveitamento da agua usada no resfriamento do
mosto. (EDELBRAU, 2022)  Outras cervejarias vém adotando algumas outras
praticas como utilizar um sistema de lavagem automatico ao invés de um sistema
manual por ser mais eficiente para a economia de agua. (ASHRAF; RAMAMURTHY;
RENE, 2021; DEVOLLI et al., 2018)

No processo de fabricagdo da cerveja, grande parte dos residuos sao graos
restantes da elaboragcdo do mosto. As sobras ndo podem ser reutilizadas para a
fabricacdo, mas sao ricas em proteinas, fibras e outros nutrientes, podendo ter outras
finalidades, como racao para animais em fazendas (FILLAUDEAU; BLANPAIN-AVET;
DAUFIN, 2006). Outras empresas investem na producao de calgados que levam em
sua composicao latex e residuos de malte da cerveja. O bagacgo é coletado apds a
producédo da bebida e mesclado com o latex para a criagdo do solado. (BEER ART,
2022)

As cervejarias da Associacao Brasileira da Industria da Cerveja (CervBrasil)
representam juntas 96% do mercado cervejeiro no pais e possuem importantes
projetos para preservacao do meio ambiente. Nas grandes empresas do ramo
cervejeiro, 0os subprodutos passaram a ser uma fonte de renda e com isso ja
registraram um indice de pelo menos 98% na reciclagem de residuos na produgao.
Os residuos de bagagos de malte sdo usados na alimentagao de rebanho, o fermento
e a levedura sao reutilizados na fabricacdo de aromatizantes. Além disso, sao
promovidas a¢des como a reducao do consumo de energia e de agua e o tratamento
de efluentes. (CERVBRASIL, 2022)

Os off-flavours sao os principais e mais sérios problemas na industria de

cerveja, uma vez que os consumidores julgam o sabor do produto e quando essa



22

cerveja nao esta dentro dos padrdes estabelecidos ela € descartada, causando
prejuizo de milhdes para a empresa. (CHARALAMBOUS, 1992; MESTRE
CERVEJEIRO, 2011) Em funcéao disso, dar uma destinacao para essa cerveja que
seria descartada é de suma importancia tanto para o meio ambiente, quanto para as
politicas de sustentabilidade das empresas, devido a reducao de prejuizos causados
por erros no processo de fabricagao.

Destilados de residuos

O processo de destilacdo é um dos meios de se fazer bebida com teor
alcodlico acima das bebidas fermentadas. A destilacdo consiste em um processo de
evaporacao e condensacdo, na qual os liquidos sao separados segundo a
temperatura de ebulicdo das substancias. (ROSENTRATER, 2018)

Varios trabalhos mostram estudos envolvendo a composi¢ao de destilados de
vinho ou de uva. (ARRIETA-GARAY et al., 2014; DIEGUEZ; PENA; GOMEZ, 2005)
Orujo, por exemplo, é uma bebida alcodlica tradicional produzida na Galiza (noroeste
da Espanha) a partir de residuos da industria de vinhos, ao se fazer a destilagcao de
bagaco de uva. Antes essa bebida era valorizada como um produto caseiro de carater
tradicional, ultimamente, o orujo tem sido produzido em destilarias artesanais pelo uso
de alambiques de cobre e em destilarias industriais usando arraste de vapor,
(ARRIETA-GARAY et al.,, 2014; DIEGUEZ; PENA; GOMEZ, 2005) devendo ser
submetido a um processo de controle de qualidade. (DIEGUEZ; PENA; GOMEZ,
2005) Nesse sentido, Lépez-Vazquez e colaboradores (2010) analisaram os
compostos volateis presentes em Orujo de Galicia e caracterizaram 33 compostos
volateis nessa bebida, o que permitiu avaliar a qualidade do destilado de uva. (LOPEZ-
VAZQUEZ et al., 2010)

O Hoppy Gin ou London dry/gin é um tipo de destilado produzido a partir de
cerveja. Para a produgéo do Hoppy Gin, a cerveja é destilada duas vezes, de forma a
obter-se um produto com uma concentragao alcodlica mais elevada. (PEREIRA, A. R.
F. B., 2018) Com isso, destilar as cervejas que de alguma forma sairam do padrao e
produzir um destilado seria de grande valia, assim como fazer a analise quimica dessa
bebida.
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Método de extracao

1. Microextracao em fase solida (SPME)

A microextracdo em fase solida (SPME) é uma das principais técnicas
empregadas para andlise de compostos volateis em diversas matrizes, incluindo a
cerveja. (PINHO; FERREIRA; SANTOS, 2006; VIEJO et al.,, 2019) A SPME foi
desenvolvida para a analise de micropoluentes organicos em agua durante a ultima
década do século XX, embora sua finalidade de aplicacao tenha sido aprimorada para
incluir varias outras matrizes (LANCAS, 2003; PAWLISZYN, 2012), mostrando-se
assim, uma alternativa aos métodos classicos de extracdo. A SPME é uma técnica
moderna de preparacdo de amostras que combina extragdo, concentracao e
introducdo de amostras em uma unica etapa. A SPME emprega uma fibra revestida
por fase estacionaria, que fica inserida em uma agulha em um dispositivo denominado
“holder”. (XU; OUYANG, 2019)

Na SPME, a amostra é colocada em um frasco com tampa com rosca e septo.
A fibra fica escondida dentro da agulha do dispositivo SPME que perfura o septo do
frasco e com o movimento do émbolo do holder, a fibra € exposta diretamente na
amostra ou indiretamente. Quando a fibra é exposta indiretamente, esta é exposta no
espaco acima da amostra (o chamado headspace do frasco, ou seja, a fibra é exposta
sem entrar em contato com a amostra). Apdés o término da extracdo, ou seja, apds
atingir o equilibrio de particdo do soluto entre as fases, a fibra € novamente
comprimida para o interior da agulha do dispositivo SPME e injetada no cromatégrafo.
(QUEIROZ, 2009)

A escolha do modo de extragdo da SPME geralmente é baseada na
composicdo da amostra e na volatilidade do soluto. A extracdo por headspace
normalmente é o mais usado em relacdo ao modo direto, pois evita danos na fibra que
podem ser provocados tanto pela dessorcdo nao eficiente de substancias de alta
massa molar, quanto pelos reagentes adicionados as amostras para ajuste de pH ou
forca ibnica. (QUEIROZ, 2009) Outra vantagem do modo indireto é o fato deste ser
mais seletivo e gerar cromatogramas com pouca quantidade de interferentes uma vez
que a fibra entra em contato com a fase gasosa, os solutos s&o removidos primeiro e
com isso ocorre a extragao indireta dos solutos da fase aquosa. (CHARRY-PARRA;
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DEJESUS-ECHEVARRIA; PEREZ, 2011) A Figura 3 mostra o esquema de como a
SPME é realizada desde a introdugdo na amostra até a analise cromatografica.

Figura 3. Uso da HS-SPME para o processo de extracdo e o de dessorgao do material
extraido e andlise por GC.
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Fonte: Valente & Augusto, 2000.

As principais vantagens dessa técnica é a quantificacdo de compostos
volateis, em baixas concentracbes, o que permitem alcancar baixos limites de
deteccéo (ppb), e 0 ndo emprego de solventes organicos, que na maioria das vezes
sdo toxicos, sdo as principais vantagens dessa técnica. (MANYI-LOH; NDIP;
CLARKE, 2011) Além disso, ela apresenta boa linearidade e requer preparacao
minima da amostra. Outra vantagem é que a sensibilidade mais alta da técnica permite
empregar menores volumes de amostra. (CHARRY-PARRA; DEJESUS-
ECHEVARRIA; PEREZ, 2011)

2. Microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A microextracao liquido-liquido dispersiva foi introduzido pela primeira vez por
Rezaee e colaboradores em 2006 para desenvolver a extracao e a determinacao de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em amostras de agua. Foi baseada nos
sistemas de solventes de componentes ternarios (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010)
como a extracdo liquido-liquido homogénea (EBRAHIMZADEH et al.,, 2007;
FARAJZADEH et al., 2009) e a extragao do ponto de nuvem, (LIU, J. et al., 2009;
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LOPEZ-MAYAN et al., 2020) consiste em uma fase aquosa, solvente dispersor e
solvente de extrator.

A DLLME é uma técnica simples e rapida de microextragédo, apresentado alto fator de
enriquecimento, baixo custo e baixo consumo de solventes organicos. (PANG et al.,
2017) No método classico, o solvente extrator usado deveria ser mais denso que a
agua, (JAIN; SINGH, 2016) como clorobenzeno, cloroférmio ou dissulfeto de carbono,
e um solvente dispersor miscivel nas fases extratora e aquosa, como metanol,
acetonitrila ou acetona. (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010) A mistura extratora e o
solvente dispersor séo injetados na amostra, causando uma alta turbuléncia, o que
causa a formacdo de pequenas goticulas dispersas na amostra aquosa. (JAIN;
SINGH, 2016) Isso faz com que o estado de equilibrio seja alcangado rapidamente,
obtendo-se consequentemente a extragdo em curto intervalo de tempo. Apds a
centrifugacdo da solugdo turva, uma fase sedimentada se aloja no fundo do tubo
usado para o procedimento e o extrato € retirado e analisado. (REZAEE; YAMINI;
FARAJI, 2010) Na Figura 6, tem-se a descricdo do procedimento empregado para a

extracdao com a DLLME.

Figura 6. Descricdo do procedimento classico utilizado para a extracao usando a DLLME.
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Fonte: Jain & Singh (2016).

Embora inicialmente a técnica utilizasse solventes de maior densidade que a
da agua, Farajzadeh et al. (2009) prop6s a utilizacdo de solventes menos densos
como o ciclohexano ao fazer a extracao de trés pesticidas organofosforados em aguas
de torneira e de poco, obtendo valores de porcentagens de extracdo relativos entre
68 e 105%. Assim, a utilizagéo de solventes nao clorados e menos densos que a agua
foi ganhando cada vez mais adeptos. (PIMENTA et al., 2017; SARAJI et al., 2019)
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A DLLME tem sido empregada como técnica de extragcdo em andlises de
bebidas alcodlicas como vinho e cerveja. Contaminantes como pesticidas, (PANG et
al., 2017) aminas, (ALMEIDA; FERNANDES; CUNHA, 2012) fendis volateis, (FARINA
et al., 2007) compostos sulfurados, (JOFRE et al., 2010) compostos carbonilicos
(RODRIGUEZ-CACERES et al., 2017) e metais (TUZEN; PEKINER, 2015) tém sido
determinados nesses tipos de amostras usando a DLLME. Pang e colaboradores
(2017) propuseram um método para a analise de ésteres de organofosforados (OPEs)
em vinho branco, vinho tinto e em cerveja de diferentes marcas usando a DLLME e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (UPLC). A DLLME também foi usada por
Almeida e colaboradores (2012) para determinacao simultanea de aminas biogénicas
alifaticas, heterociclicas e arométicas em bebidas alcodlicas por GC-MS.

3. Extracao liquido-liquido por particao a baixa temperatura (LLE/LTP)

A extragao liquido-liquido (LLE) ainda é uma das técnicas de extracdo mais
utilizadas para amostras liquidas. Apesar de ser considerada uma técnica simples,
essa técnica necessita de especificidade, utiliza grandes volumes de solventes
organicos, exige varias etapas, consome muito tempo e é dificil de ser totalmente
automatizada. Considerando a consciéncia coletiva desenvolvida nos ultimos anos
sobre a reducao no uso de solventes organicos, essa técnica tem sido modificada ou
substituida por outras que minimizam ou eliminam esse problema. (LANCAS, 2003)

Neste contexto uma técnica baseada na particdo em baixa temperatura
(extracao liquido-liquido ou soélido-liquido com particdo em baixa temperatura) vem
sendo empregada para determinacdo de residuos de pesticidas em amostras
aquosas, (VIEIRA; NEVES; QUEIROZ, 2007) vegetais (FREITAS et al.,, 2014;
HELENO et al., 2019) e bioldgicas. (SILVA et al., 2022) Esta técnica foi inicialmente
empregada para efetuar clean up de matrizes ricas em materiais gordurosos, que
eram separados do solvente extrator por precipitacdo em baixa temperatura. No
entanto, essa técnica recomendava um abaixamento de temperatura extremo (-70° C)
e isso impediu o0 amplo uso da mesma. (VIEIRA; NEVES; QUEIROZ, 2007) Levando
como base esse estudo, uma técnica de extracao liquido-liquido com particdo em
baixa temperatura (LLE/LTP) foi aprimorada no Laboratério de Quimica Analitica da
Universidade Federal de Vigosa (LAQUA) para analise de piretréides em agua
(VIEIRA; NEVES; QUEIROZ, 2007) e leite, (GOULART et al., 2008) com o objetivo de
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diminuir os impactos ambientais causados pelo uso de solventes orgéanicos. Esse
método consiste em formar uma fase Unica, em temperatura ambiente, ao colocar uma
amostra aquosa em contato com um solvente extrator que seja menos denso que a
agua e que tenha ponto de fusao abaixo de -20 °C. O sistema € agitado e levado ao
freezer, por um determinado periodo, para separagao das fases, isto é, a fase aquosa
é congelada e separada da fase organica, que é analisada por cromatografia.
(GOULART et al., 2008) Os resultados deste estudo foram bastante promissores para
o0 campo da quimica analitica, uma vez que essa técnica apresenta algumas
vantagens em relacdo as demais técnicas de extracao, tais como, o numero de etapas
significativamente reduzido, além de reduzir o consumo de solventes organicos.
(GOULART et al., 2008) O método LLE/LTP e a analise subsequente tem permitido
ser usado em anélises forenses (MAGALHAES et al., 2013; PAULA et al., 2018) e em
amostras ambientais. (GOULART et al., 2008)

Considerando os estudos em amostras liquidas usando a LLE/LTP, Paula e
colaboradores (2018) analisaram bebidas, entre elas a cerveja, para identificar e
quantificar benzodiazepinicos, por espectrometria de massa por spray em papel
(paper spray mass spectrometry - PS-MS) como método de analise, mostrando que a
técnica teve potencial para extracao dos compostos estudados.

O método é pratico e de facil execucgéo, apesar do tempo de congelamento

da fase aquosa ser longo em alguns casos.
4. Hifenacao de técnicas com a DLLME

A microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME), que é uma técnica da
LLE miniaturizada, (JAIN; SINGH, 2016) geralmente tem sido escolhida preferivel para
a analise de amostras com uma matrizes simples, como a agua. (PANG et al., 2017;
REZAEE; ASSADI; HOSSEINI, 2006) No entanto, as aplicacbes da DLLME tem se
concentrado no ultimos anos em estudos com matrizes mais complexas, como
alimentos (ALHARTHI; AL-SAIDI, 2022; PENG et al., 2017) bebidas, (CUSTODIO-
MENDOZA et al., 2022; RODRIGUEZ-CACERES et al., 2017) amostras farmacéuticas
e biologicas. (ALCANTARA et al., 2020; JAIN; SINGH, 2016) A complexidade dessas
amostras, bem como sua capacidade de degradacgao, tem dificultado a aplicacao da
DLLME, além da utilizagao de solventes clorados, (BERIJANI; ASSADI; ANBIA, 2006;
REZAEE; ASSADI; HOSSEINI, 2006) que sdo extremamente toxicos. (ASENSIO-
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RAMOS et al., 2011) Para minimizar essas desvantagens tem sido feita uma etapa
anterior de extragdo ou limpeza. (RODRIGUEZ-CACERES et al., 2017)

A DLLME tem sido hifenada a diferentes técnicas de extracdo como extragdo com
solvente organico por agitacdo, (TSAI et al., 2010) extracao assistida por ultrassom,
(JOFRE et al., 2010; PIERGIOVANNI et al., 2018) extracdo em fase sélida, (YAO et
al., 2019) extracdo liquido-liquido, (TABARAKI; HEIDARIZADI, 2019) extracao
assistida por micro-ondas (ZHOU, Y. et al., 2011) e extracdo com gota orgéanica
flutuante solidificada. (TSAI et al., 2010)

Levando em consideragdo que a DLLME tém sido utilizada com outras técnicas
de extracdo para fazer a pré-concentracdo (JAIN; SINGH, 2016) e que o Unico
inconveniente da LLE/LTP é nao permitir a pré-concentracdo da amostra, (VIEIRA;
NEVES; QUEIROZ, 2007) a hifenagdo das duas técnicas se mostra propicia e

vantajosa.
Analise por cromatografica e seus diferentes detectores

A cromatografia gasosa (GC) é uma técnica com excelente poder de
resolucdo, possibilitando a analise de véarias substdncias em uma mesma amostra.
(PERES, 2002) Esta técnica é muito utilizada para determinacdo de compostos
volateis, em diferentes matrizes, incluindo cerveja. (PINHO; FERREIRA; SANTOS,
2006; STEFANUTO et al., 2018)

A escolha da coluna cromatogréfica para separacdo dos compostos em uma
amostra € muito importante, principalmente quando varios compostos sdo avaliados
simultaneamente. As colunas que tém o polietilenoglicol como fase estacionaria, por
exemplo, se caracterizam por ser uma coluna polar, sendo muito utilizada na anélise
de 4cidos graxos, aromas e alcoois em diferentes matrizes. Colunas contendo 5% de
difenil e 95% de dimetilpolisiloxano como fase estacionaria, sdo colunas apolares,
sendo muito usadas também para analise de compostos volateis como élcoois,
pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos, etc. (RESTEK, 2022)

Outro fator importante € a selec¢éao do detector. Essa selecao, no entanto, nao
deve ser apenas influenciada pelo fator de custo instrumental ou pela disponibilidade
para identificacdo dos compostos, mas também considerando o melhor método de
anadlise que possa promover medi¢cbes confidveis e precisas e que nao traga
questionamentos quanto aos resultados. (APARICIO-RUIZ et al., 2018)



29

Aparicio-Ruiz e colaboradores (2018) fizeram um estudo comparando a
determinacdo de compostos volateis em azeites extra virgem empregando um
cromatdgrafo a gas com detector por ionizagdo em chama (GC/FID) e um acoplado a
espectrometro de massas (GC-MS). Os parametros analiticos avaliados mostraram
que ambas as abordagens analiticas poderiam ser aplicadas, uma vez que os dois
detectores apresentam vantagens e desvantagens, ou seja, dependendo da
sensibilidade e seletividade requeridas.

Tanto a cromatografia gasosa com detector FID quanto a acoplada ao MS tém
sido utilizadas para avaliar os compostos volateis de cerveja. (VIEJO et al., 2019)
Portanto, verificar qual a melhor opgéo a ser utilizada levando em consideracdo os
compostos de interesse € de extrema importancia para estudos futuros.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Caracterizar os principais compostos presentes em cervejas pilsen utilizando
diferentes métodos de extracao e analise, destilar uma cerveja pilsen e caracterizar a
composi¢ao quimica desse destilado, assim como otimizar e validar um método de

triagem simples para a anélise de dietilenoglicol.

Objetivos especificos:

e Destilar uma cerveja pilsen para obter uma nova bebida;

e Otimizar a técnica como a microextracdao em fase sélida (SPME) para analise de
compostos volateis na cerveja pilsen e no destilado dessa cerveja;

e Otimizar as técnicas de microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME); de
extracao liquido-liquido com particao a baixa temperatura (LLE/LTP) e da LLE/LTP
hifenada com a DLLME para determinagdo de compostos volateis, semi-volateis e ndo
volateis na cerveja por cromatografia gasosa;

e Caracterizar os compostos volateis, semi-volateis e ndo volateis presentes da
cerveja;

e Otimizar e validar um método simples, eficaz e de baixo custo para a extracéo de

dietilenoglicol em amostras de cerveja.
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CAPITULO 1. CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO DE CERVEJA PILSEN E
DESTILADO DE CERVEJA POR CROMATOGRAFIA GASOSA

1. INTRODUCAO

As empresas estdo cada vez mais atentas ndo sé a qualidade do produto,
mas também a adogao de praticas sustentaveis em sua produgéao, visando o bem do
planeta ao utilizar o aproveitamento de residuos e consequentemente, causar uma
reducao de custos. (RUGANI, 2019) Utilizar residuos de cerveja e de vinho para a
producdo de outras bebidas tem sido uma forma de reutiliza-los. (LOPEZ-VAZQUEZ
et al., 2010) Exemplo disso é o orujo que é uma bebida alcodlica produzida da
destilagdo de bagaco de uva e Hoppy Gin ou London dry/gin, que é um tipo de
destilado produzido a partir de cerveja. (PEREIRA, 2018) Para fazer esse tipo de
aproveitamento, um dos processos mais importante na fabricacdo dessa bebida é a
destilacdo. (SERAFIM et al., 2012)

A producédo de destilados em larga escala se caracteriza pela utilizacao de
colunas de ago inox em processos de destilacao continuos. J4 na produgdao em
pequena escala, a destilacdo é realizada em alambiques de cobre, onde ocorre a
separacdo da bebida em trés diferentes fragdes através do processo denominado
“corte”. (SOUZA et al., 2009) A primeira fragao a ser recolhida € chamada de “cabeca”,
Cuja separagao remove 0 excesso de compostos mais volateis e/ou mais sollveis em
etanol. A segunda fragao € o “coracao”, parte nobre do destilado e utilizada para fins
comerciais. A Ultima fracdo, a “cauda”, contém o excesso de compostos menos
volateis que o etanol e mais soluveis em agua do que em etanol (SERAFIM et al.,
2012) .

A composicado dos perfis volateis das fracoes de um destilado pode ser
considerada uma estratégia que permite a autenticacdo do mesmo, uma vez que 0s
componentes variam de acordo com a matéria-prima (WEISS et al.,, 2022) e a
tecnologia empregada para sua fabricacao. (SERAFIM et al., 2012) Para realizar a
autenticacdo das bebidas sdo necessarias analises sensoriais e/ou fisico-quimicas.
(SERAFIM; SEIXAS; GALINARO, 2013) Para as analises fisico-quimicas, como as
cromatograficas, € necessario um pré-tratamento para isolar os compostos de
interesse, pois bebidas, como a cerveja e o destilado, sdo amostras muito complexas.
(ZANELLA et al., 2021)
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Nos ultimos anos, a microextracao em fase sélida no headspace (HS-SPME)
em combinagdo com a cromatografia gasosa tem sido implementada como principal
método para a determinacdo da composicdo padrdo de volateis em alimentos,
incluindo cerveja (ALVES et al., 2020; PINHO; FERREIRA; SANTOS, 2006; ZANELLA
et al., 2021) e destilados (GIANNETTI et al., 2019; LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2012).
Um fator importante a ser verificado é a selecdo do detector que possa promover
medicoes confidveis e precisas, sendo os principais o GC/FID e o GC-MS (APARICIO-
RUIZ et al., 2018).

Os principais compostos identificados por cromatografia gasosa em amostras
de cerveja e destilados estao apresentados na Tabela 1.



1 Tabela 1.Compostos volateis identificados em amostras de cerveja e suas respectivas formulas moléculas, classe quimica, odor
caracteristico e temperatura de ebulicao

N

Compostos Férmula molecular Classe Odor Ponto de
Quimica Caracteristico* ebuligao (°C)
Acetato de Etila [ Ester Abacaxi, 77,1
)'I\O/A\‘-_
Etanol Alcool - 78,37
H3C/\OH
Alcool isobutilico /K/\ Alcool Maltado 82,6
OH
Alcool isoamilico e} Alcool Alcool Fusil 131
)\/\OJJ\
Hexanoato de etila O Ester Doce, fruta 168
LIPS
1-pentanol NN Alcool - 138
OH
Octanoato de etila 0 Ester Frutado 208
PPN PN
Acetato 2- feniletil o /\/@ Composto  Floral, hortela 238-239
)Lo aromatico

41



2- fenieletanol OH  Composto  Floral, fusel
©/\/ aromatico

225

* fonte: (JELEN; MAJCHER; SZWENGIEL, 2019)

42
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Os off-flavours ou seja, aqueles compostos que dao gosto desagradavel, sédo
0s principais e mais sérios problemas na industria de cerveja, uma vez que 0s
consumidores julgam o sabor do produto e quando essa cerveja nao esta dentro dos
padrbes estabelecidos ela é descartada. Os alcoois superiores como o 2-feniletanol,
produz um sabor doce ou rosa na cerveja, mas um excesso desses compostos pode
dar um cheiro desagradavel, bem como dores de cabeca ao beber. Os ésteres podem
enriquecer o aroma da cerveja, mas sua forte fragrancia pode dominar o sabor da
cerveja. (WU et al., 2021) Esse fator causa prejuizo de milhdes para a empresa, além
de mais residuos para o meio ambiente. Em funcao disso, dar uma destinagcédo para
essa cerveja que seria descartada é de suma importancia tanto para o meio ambiente,
quanto para as politicas de sustentabilidade das empresas, devido a reducao de
prejuizos causados por erros no processo de fabricagao.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivos caracterizar os principais
compostos presentes em cerveja, assim como destilar uma determinada cerveja
considerada fora do padrao e caracterizar a composi¢cao quimica desse destilado ao
longo do processo de destilacao, visando acompanhar a composicao quimica dessas
fracoes.



44

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e solucoes

Foram utilizados como padrdao alguns compostos comumente
identificados em bebidas como etanol 99,3% (Quimica Moderna, Brasil),
acetato de etila 99,5%, acetato 2- feniletila 98%, hexanoato de etila 98%,
octanoato de etila 99%, , alcool isobutilico 99,05%, alcool isoamilico 98,5%,
Alcool fenilico 98% e 1-pentanol 99% (Tabela 1), adquiridos da VETEC, Brasil.
Foram utilizados nesse trabalho acetonitrila, 99,5% - grau HPLC (Sigma-
Aldrich, USA), tolueno 99,5% (VETEC- Sigma-Aldrich, USA) e cloreto de sbdio,
99,0% m/m (Exodo Cientifica, Brasil). Solucdo-estoque contendo acetato de
etila, acetato de 2-feniletila, alcool isobutilico, alcool isoamilico e 1-pentanol
(concentracdes de 4 mg L'') hexanoato de etila e octanoato de etila (48 ug L)
alcool fenilico (100 pg L) e etanol (160 mg L) foi preparada em um Unico
baldo com agua ultrapura (18,2 mQ cm'), obtida pelo sistema de purificagao
Milli-Q (Millipore, Massachusetts, Estados Unidos da América).

Foram preparadas solugcdes de 1 g L' de todos os padrbes
separadamente em agua ultrapura para determinacdo do tempo de retencao
de cada composto. Essas solugcdes foram utilizadas para testes preliminares e
otimizagdo do método HS-SPME. Todas as solugdes foram armazenadas em

geladeira (Brastemp) a temperatura entre (3 £ 1 ° C).

2.2. Instrumentos e aparelhos

A identificac&o inicial e preliminar dos compostos foi realizada em um
cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrébmetro de massas (Shimadzu,
modelo GCMS-QP2020, Japado) equipado com um amostrador manual
(Shimadzu, modelo, AOC-20i, Japao). As identificacdes dos compostos de
estudo foram realizadas em um cromatégrafo a gas (GC - Shimadzu, modelo
GC 2014 Plus, Japao) equipado com um amostrador manual (Shimadzu,
modelo, AOC-20i Plus, Japao) e um detector de ionizagdo em chama (FID) de

acordo com o tempo de retengdo de cada composto.
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Outros equipamentos usados foram: balanga analitica (Modelo AX200, Shimadzu,
Japdo), geladeira (Brastemp, Sao Paulo, Brazil), banho ultratermostatico SL 152
(Solab) acoplada a uma camara de madeira de 60 cm x 55 cm x 40 cm (largura x altura
x profundidade), agitador magnético, um Alambique de 20 litros de cobre e ago

inoxidavel (Santa Eugénia) e um refratbmetro (Kasvi).

2.3. Amostras

Amostras de cerveja comerciais, artesanais e caseiras foram adquiridas no
comércio ou de um Homebrewing (produtor caseiro de cerveja) de Vigosa.

Uma pequena parte das amostras de cerveja foram guardadas para a
realizacdo de analises para estudo de comparagédo com o destilado e a outra parte
das amostras foi destilada.

As amostras de cerveja foram acondicionadas em geladeira (3 £ 1 °C) até o
momento do estudo. Ja as amostras de destilado foram acondicionadas em
temperatura ambiente.

O destilado de cerveja foi produzido no Laboratério de Bebidas e Processos
Biotecnolégicos do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa.
Para a producéo do destilado, foi empregado o alambique, representado na Figura 1.
Foram preparados dois tipos de destilado. O primeiro utilizou-se cerca de 18 litros de
cerveja com um pool de diferentes estilos artesanais e industriais de carater
preliminar. Também foi utilizado cerca de 18 litros de cervejas de mesmo estilo e da
mesma marca para critérios de comparagdo desde a cerveja até a producédo do
destilado (cabeca, coracdo e cauda). Por questbes de praticidade, inicialmente a
amostra de cerveja foi aquecida em uma panela de 20 L até que se atingisse uma
temperatura de 60 °C. Ap6s aquecimento a cerveja foi transferida para o alambique
(Figura 1A) e submetida a destilagéo. A temperatura foi mantida em
aproximadamente 100 °C e as fragdes, denominadas, cabeca, coracao e cauda, foram
coletadas separadamente. A separacao das fracdes foi realizada, com o auxilio de um
refratdmetro, de acordo com o teor alcodlico das amostras recolhidas. A cabeca
correspondeu a 1% do total da cerveja; o coracdo foi separado quando a bebida
atingiu cerca de 30% de teor alcodlico e a cauda, corresponde ao liquido presente no
processo final da destilacao, equivalente a aproximadamente 1% do volume do liquido

total da cerveja.
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Figura 1. Alambique de cobre (parte A e B) e aco inoxidavel (parte C e D) utilizado
na producéao do destilado: A — Corpo do Alambique; B — Capitel ou capacete C -
Tubulacdes ou cabeca de cisne e D — Recipiente com serpentina.

2.4. Microextracao em fase sélida (SPME)

O método baseado na HS/SPME-GC-MS desenvolvido por Pinho e
colaboradores (2006) foi modificado e empregado para a extracdo de compostos
volateis de cervejas e de um destilado de cerveja.

A fibra utilizada para a extracdo dos compostos volateis da cerveja foi a
DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno-carboxen-polidimetilsiloxano) (Supelco) 50/30 um.
Nesse estudo 5,00 g de amostra de cerveja foram colocados em um frasco de
headspace de 15,00 mL contendo cerca de 2,00 g de NaCl. Os frascos de amostra
foram mantidos em equilibrio por 30 min a 20 °C em uma céamara acoplada a um
banho ultratermostatico SL 152 (Solab) (Figura 2). Apds esse tempo a fibra foi exposta
ao headspace por mais 30 min. Posteriormente, a fibra foi recolhida e o dispositivo
SPME removido do frasco e inserido no injetor do sistema GC-MS para dessorgao
térmica dos analitos. Durante o processo de injecéo, a fibra foi mantida exposta por 2
min. Os experimentos foram realizados em duplicata. O mesmo procedimento foi

realizado com o destilado.
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Figura 2. Camara utilizada durante os procedimentos de extracao de volateis por
HS-SPME: (A) Banho ultratermostatico; (B) Camara; (C) Agitador magnético.

2.5. Analise de solucoes padrao de compostos presentes na cerveja e no
destilado de cerveja

Apoés identificagdo dos principais compostos presentes na cerveja e no
destilado, procedimentos analogos foram realizados com os padrdes analiticos. O
procedimento de extracado foi empregado em um frasco de headspace (15 mL),
contendo cerca de 2,00 g de NaCl e 5,00g de agua fortificada com 100 uL da solucao
estoque (preparada no item 2.1) do mix de padroes.

2.5.1. Estudo do efeito Salting out

Avaliou se haveria a necessidade ou ndo do uso de sal nesse estudo e assim
avaliar o efeito salting out da extragdo. Para isso, uma amostra de cerveja foi
contaminada com a solugao padrao usando o método de extracado HS-SPME.

Nesse estudo, colocou-se em um frasco de headspace (15 mL), contendo cerca de
2,00 g de NaCl e outros frasco sem sal. Colocou-se mais 5,00 g de cerveja e fortificou-
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se mais 100 uL da solugédo estoque (preparada no item 2.1). Esses frascos foram
adicionados 5,00 g de cerveja e 100 pL da solugao estoque (preparada no item 2.1)
contendo os padrdes analiticos. Os frascos de amostra foram mantidos em equilibrio
por 30 min a 20 °C em uma camara acoplada a um banho ultratermostatico SL 152
(Solab) (Figura 1). ApoGs esse tempo a fibra foi exposta ao headspace por mais 30 min.
Posteriormente, a fibra foi recolhida e o dispositivo SPME foi removido do frasco e
inserido no injetor do sistema GC-MS para dessorcao térmica dos analitos. Durante o
processo de injecdo, a fibra foi mantida exposta por 2 min. Os experimentos foram
realizados em triplicata.

2.6. Condicoes Cromatograficas

2.6.1. Condi¢bes cromatograficas da analise qualitativa de compostos
volateis extraidos por HS-SPME usando o GC-MS

A identificacdo dos compostos presentes nas amostras de cervejas e nas
amostras de destilado, foi realizada em um cromatografo a gas acoplado a um
espectrometro de massa. O Hélio (99.999%, White Martins, Brasil) foi usado como gas
de arraste. A temperatura do injetor e do detector foram mantidas a 250 °C. Testes
preliminares foram realizados e um volume de 1 L foi injetado no modo splitless com
um tempo de amostragem de 60 s. A separacao foi realizada em uma coluna capilar
NA-Wax (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym de espessura do filme).

As condigdes cromatograficas foram otimizadas e foi utilizado o modo select
ion monitoring (SIM), mas antes de definir as condigdes para esse modo, foram feitas
analises no modo (Scan), com a finalidade de confirmar a ordem de eluicido dos
analitos do mix de padrdes, otimizar a programacao de temperatura e obter os tempos
de retencdo (tr) e os espectros de massas de todos os compostos volateis de
interesse. A temperatura do forno foi programada da seguinte forma: temperatura
inicial de 32 °C (mantida por 5 min) e depois elevando a uma taxa de 10 °C min-' até
atingir 70 °C (mantida por 0,5 min). Posteriormente, a temperatura foi elevada
novamente na taxa de 15 °C min™! até atingir 180 °C, sendo esta mantida por 2 min.
O tempo de analise foi de 21,63 min. As temperaturas do injetor, da interface do
detector e da fonte de ionizagao foram mantidas em 250 °C.
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Portanto, o espectrometro de massas (MS) foi operado em modo de ionizagao
por impacto de elétrons 70 eV, usando Hélio (99,999% de pureza; Air Product, Brasil)
como gas de arraste. As temperaturas da interface do detector e da fonte de ionizacao
foram fixadas em 250 °C e o modo de injecao foi splitless. A analise foi realizada no
modo Scan ou TIC (total ion chromatogram - cromatograma de ions totais) obtendo
os tempos de retencao (ir) e 0s possiveis compostos de acordo com a Mass Spectral
library (NIST 14).

2.6.2. Condi¢bes cromatograficas da analise dos compostos volateis
extraidos por HS-SPME utilizando o GC-FID.

Para analise dos compostos de interesse foi utilizado um GC-FID equipado
com uma coluna capilar NA-WAX (polietilenoglicol) 30 m de comprimento; 0,25 mm
de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme. O método de extragéo utilizado
foi a SPME e as condi¢oes cromatograficas foram as mesmas utilizadas na otimizagéo
do GC-MS. As temperaturas do injetor e detector foram mantidas em 250 e 250 °C,
respectivamente. Nitrogénio foi utilizado como gés de arraste (1,2 mL min'), gas
hidrogénio e ar sintético foram utilizados para manter a chama do FID. Todos os gases
utilizados nessas analises foram 99,999% de pureza fornecido pela Air Product, Brasil.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Producao do Destilado

Inicialmente foi produzido um destilado a partir de diferentes cervejas
industriais e artesanais para carater de estudo e testes cromatograficos preliminares.
Também foi produzido um outro destilado utilizando uma cerveja comercial da mesma
marca a qual foi separada nas fragdes cabeca, coracdo e cauda. O teor alcodlico
médio das fracGes cabeca, coracao e cauda foram de 49,9 °GL, 31,9 °GL e 19,4 °GL
respectivamente.

O preparo do destilado foi uma etapa primordial para o estudo, uma vez que
depois dessa etapa foram definidos os compostos que seriam analisados, bem como
a metodologia adotada.

3.2. Avaliacao qualitativa preliminar do perfil volatil dos compostos presentes
na cerveja e no destilado de cerveja usando o HS-SPME-GC-MS

A HS-SPME-GC-MS foi utilizada para extrair os compostos volateis da cerveja
e do destilado da cerveja. Inicialmente os compostos de uma cerveja comercial e um

destilado produzido de variadas cervejas foi analisado como teste preliminar.

Figura 3. Cromatograma do destilado da cerveja usando a metodologia HS-SMPE-
GC-MS em estudos preliminares utilizando o modo scan.
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Aplicou-se a HS-SPME utilizando o GC-MS em amostras de cerveja e do

destilado de cerveja para a avaliagdo dos compostos de interesse (Tabela 2).

Tabela 2. Compostos da cerveja e do destilado identificados de acordo com os
padrdes.

Compostos presentes na Compostos presentes no
cerveja destilado
Acetato de etila Acetato de etila
Etanol Etanol

- Alcool Isobutilico
Alcool Isoamilico Alcool Isoamilico
Hexanoato de Etila -
Acetato de 2-feniletila -
Alcool fenilico Alcool fenilico

Observa-se que apenas os compostos como acetato de etila, etanol, alcool
isoamilico e alcool feniletilico foram identificados e foram similares nos dois tipos de
bebidas. O sabor da cerveja é uma mistura complexa de uma série de agentes
aromatizantes potenciais que sao muito influenciados pelas matérias-primas utilizadas
e pelo método de produgdo empregado. Estudo mostram que etanol, didxido de
carbono, ésteres e alcoois superiores sdo compostos de aroma chave em cervejas
lager americanas. (LEHNHARDT; GASTL; BECKER, 2019; MEILGAARD, 1975) Ja o
etanol, (R)-linalol, butanoato de etila, DMS, 3-metilbutanol, hexanoato de etila, 2-
feniletanol e furaneol foram considerados significativos para o sabor geral em um
estudo de recombinagdo de aroma sintético de cerveja pilsner. (LEHNHARDT;
GASTL; BECKER, 2019) Considera-se que esses resultados do destilado foram
apenas para obter uma avaliacao preliminar, que apesar de ser do mesmo estilo de
cerveja, nao se tratava da mesma marca.

3.3. Analise de solucoes padrao dos principais compostos presentes na
cerveja e no destilado de cerveja usando a HS-SPME-GC-MS e a HS-SPME-
GC/FID
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Apdbs os testes preliminares foram selecionados os principais compostos
presentes na cerveja, realizou-se um mix com os mesmos e fez-se a otimiza¢do das
condicoes cromatograficas. Na Tabela 3, tém-se os compostos de estudo de acordo
com seu tempo de retencéo nas condi¢coées do GC-MS e GC/FID, bem como a razéo

massa carga de acordo com a andlise realizada no GC-MS.

Tabela 3. Compostos volateis presentes na cerveja com seus respectivos tempos de
retencao e a razao massa carga.

Compostos Tempo de retengao ions

monitorados/

m/z
GC-MS GC/FID
(min) (min)
Acetato de 1,884 3,441 43/ 40/ 61
Etila
Etanol 2,633 4,536 45/ 46/ 43
Alcool 7,231 9,038 43/ 45/ 73
isobutilico
Alcool 9,914 10,804 55/ 42/ 70
isoamilico
Hexanoato 10,373 11,528 88/ 43/ 60
de etila
1-pentanol 10,676 12,033 42/ 55/ 70
Octanoato 13,120 14,293 88/ 41/ 57
de etila
Acetato 2- 16,544 17,177 43/ 91 /65
feniletil
Alcool 17,279 18,039 43/91/65
fenilico

3.3.1. Efeito Salting-Out
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Avaliou-se o efeito salting-out da extragao, verificando se o uso de NaCl
favoreceria ou ndo a extragéo dos compostos volateis presentes na cerveja. Para esse
estudo foi utilizada a HS-SPME como técnica de extracdao e o GC-FID como técnica
de analise. Na Tabela 4, tem-se os resultados desse estudo. De acordo com as
médias das areas, desvio padrao e coeficiente de variagcao, nota-se que os melhores
resultados foram obtidos para as amostras com adigédo de sais.

Tabela 4. Efeito salting-out da extragcdo HS-SPME dos compostos volateis presentes
na cerveja

Composto Sem sal Com sal

Média Desvio CV(%) Média Desvio CV(%)

Acetato de 3763 1139 30,3 12025 886, 7,4
etila
Etanol 183572,2 26864,97 14,63 587249,3 1341546 22,8
Alcool - - - 5143,83 491,77 9,60
isobutilico
Alcool 3076 353,90 11,50 23131,37 1741,09 7,5
isoamilico
Hexanoato de  1530,90 722,85 47,22 9441,15 1611,57 17,07
etila
Octanoatode  1874,43 1044,01 55,70 5364,17 469,12 8,74
etila
Acetato de 2-  1990,17 1097,92 55,17  16415,10 227,5 1,39
feniletil
Alcool 1055,07 525,25 49,78 5803,70 1062,21 18,30
Fenilico

Uma vez que o uso do cloreto de sddio proporcionou bons resultados em tais
aplicagdes, também foi considerado neste estudo de comparagado, os resultados
relatados na Figura 4. Para todos os compostos investigados, 0 uso do cloreto de

sédio proporcionou uma melhor extracdo ao comparamos a nao utilizacao desse sal.
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Figura 4. Resultados expresso em termos da raz&o entre as unidades de area dos
picos obtidos a partir de compostos presentes nas bebidas de estudo usando sal e
sem usar sal na analise HS-SPME-GC-FID de uma mistura padrao.
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A adigao de sal pode melhorar a eficiéncia da extragdo, uma vez que altera a
solubilidade das moléculas em agua. Em geral, a solubilidade de muitos compostos
organicos diminui quando a concentracdo de sal € aumentada, principalmente os mais
hidrofébicos. Consequentemente a pressao parcial de vapor desses compostos sera
aumentada e com isso, eles serdo direcionados para o headspace. A solubilidade de
moléculas mais polares, por outro lado, pode permanecer inalterada ou aumentar

através de interacoes eletrostaticas com os ions salinos. (SAISON et al., 2008)

3.4. Avaliacao comparativa do perfil volatil da cerveja durante as etapas
da fabricacao do destilado de cerveja

Aplicou-se a HS-SPME-GC/FID em amostras de cerveja (precursora do
destilado) consideradas com gosto desagradavel e do destilado de cerveja para a
confirmagédo dos compostos de interesse.

Os valores médios das areas para os 8 compostos organicos analisados no
destilado produzido sdo apresentados na Figura 5. Ao se analisar os componentes
quimicos do destilado e comparando as areas de todos os compostos presentes
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nessa matriz, fez-se uma correlacdo desses compostos e foi observado que o etanol
e o0 alcool isoamilico foram os compostos mais concentrados no destilado (Figura 5).

Figura 5. Correlacdo dos principais compostos extraidos do destilado submetidos a
HS-SPME-GC-FID.
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Estudos mostram que alguns dos compostos volateis contribuem muito para
o perfil sensorial. Esteres como hexanoato de etila (maga verde), octanoato de etila
(frutado, com sabao) e acetato de feniletila (mel, frutado, floral) sdo ésteres que tém
um impacto positivo no perfil de aroma de uma bebida alcodlica, (CASTRO; ROSS,
2015) no entanto, esses ésteres etilicos podem conferir um odor desagradavel de
vinagre azedo quando o nivel de sabor limiar foi ultrapassado. (ATTCHELOUWA et
al., 2020; VIANA et al., 2008) Para compostos alcodlicos, foi relatado que o etanol e 0
alcool feniletilico conferem o aroma das bebidas alcodlicas exibindo um sabor amargo,
uma esséncia rosada, respectivamente. (ATTCHELOUWA et al., 2020)

Como o observado na tabela 1, o alcool isoamilico estd ligado a uma
caracteristica de odor de alcool fusel, isso pode estar ligado ao fato de a bebida nao
ter sofrido um processo de envelhecimento. O envelhecimento confere também
caracteristicas importantes a bebida, indicando assim, que o tempo de
armazenamento influi sobremaneira na qualidade final do destilado. Considerando
que néo foi levado em consideragdo o envelhecimento da bebida, talvez essa
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alteracao possa melhorar a qualidade e a aceitagcédo do destilado produzida a partir da
cerveja.

Ao se comparar todos os compostos presentes nas quatro matrizes,
observou-se uma diferenca quantitativa para os principais compostos analisados na
cerveja e nas trés fragdes produzidas durante o processo de destilagao (Figura 6). Os
valores médios das areas para os 8 compostos organicos analisados nas trés fragcoes
do destilado, produzidas pelo alambique destilacdo, sao apresentados na Figura 6.

Figura 6. Comparacgao dos principais compostos extraidos na cerveja e nas fragoes
cabeca, coracao e cauda do destilado submetidos a HS-SPME-GC/MS.

18
16
14
12

10

Acetato de Etanol Alcool Alcool Hexanoato de Octanoato de Acetato 2- Alcool fenilico
Etila isobutilico isoamilico etila etila feniletil
M cerveja do destilado cabeca do destilado coragdo do destilado cauda do destilado

A fracdo “cabeca” tende a carregar os compostos mais volateis. Quando
comparadas as concentragdes dos 8 compostos nas fragcdes, observa-se que a
destilagdo concentra os compostos da cerveja na fragado “cabega” e ao se comparar
com a fragao “coragao”, se observa que o primeiro corte reduziu essas concentracoes.
Ja a fragao “cauda” considera-se 0os compostos menos volateis e com massa molar
maior.

Observa-se que o acetato de etila (produtos tipicos de cabeca, com PE <
etanol, 78,5°C), éalcool isobutilico, alcool isoamilico (&lcoois superiores, interagem
igualmente com a agua e etanol) e esteres como hexanoato de etila e octanoato de
etila que as concentragdes diminuem da cabeca para a cauda. Isto pode ser explicado
pelo fato destes compostos, mais soluveis em etanol do que na agua, tendem a se
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concentrar na fragdo cabeca (SERAFIM et al., 2012). Consequentemente, os valores
numéricos das medianas das concentragdes diminuem na sequéncia cabega, coragao
e cauda. O mesmo nao foi observado para o etanol, acetato 2-feniletil e alcool fenilico.
Esperava-se que o metanol (mais volatil que o etanol) e o 2-butanol (alcool superior)
estivessem presentes em maior concentracao na fracdo cabeca. O acido acético
apresentou um perfil contrario aos demais compostos analisados por apresentar uma

maior afinidade pela agua do que pelo etanol.
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4. CONCLUSAO

Amostras de cerveja foram destiladas em alambiques. Neste trabalho, os
métodos SPME-GC/MS e HS-GC/FID foram usados para monitorar da fabricagéo
desse tipo de destilado. O uso de SPME é o mais vantajoso para extracdo de 8
compostos volateis presentes em amostras de cerveja e destilados da cerveja. O
estudo proposto mostrou que esses compostos apresentam concentragdes distintas
na cerveja e nas fragdes “cabega”, “coragao” e “cauda” Conclui-se assim, que esses
compostos volateis podem ser usados como auténticos marcadores para 0
desenvolvimento de estratégias quando uma cerveja esta fora de um padrdo de

consumo aceitavel.
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CAPITULO 2. EMPREGANDO DIFERENTES TECNICAS DE EXTRACAO PARA
ANALISE DE AMOSTRAS DE CERVEJA

1. INTRODUCAO

Bebidas alcodlicas, como a cerveja, sdo formadas por compostos quimicos
volateis, semivolateis e ndo volateis que desempenham papel crucial na aparéncia,
sabor e aroma das mesmas (ATTCHELOUWA et al., 2020). A qualidade da cerveja é
muitas vezes avaliada com base no seu sabor e aroma, que € um dos parametros
cruciais que influenciam a aceitacao pelo consumidor. Os compostos presentes na
cerveja, sejam eles volateis (ou seja, aldeidos, cetonas) ou nao volateis (sais
organicos, acucares, aminoacidos e acidos organicos/inorganicos) sao essenciais
para o perfil organoléptico da cerveja. (DACK et al., 2017)

O sabor da cerveja é uma caracteristica muito complexa, uma vez que esta
relacionado as inumeras reagbes oxidativas e ndo oxidativas que podem ocorrer
durante o armazenamento da cerveja. Além disso, o sabor pode ser influenciado pela
matéria-prima utilizada, pelo método de producao empregado, pela contaminacao por
microorganismos e pelas condi¢des inadequadas de armazenamento, como oxigénio
e exposicao a luz solar. (HUMIA et al., 2019; LEHNHARDT; GASTL; BECKER, 2019)

Consequentemente, uma maior atencdo estd sendo oferecida aos estudos
que permitem relacionar os aromas desejaveis e indesejaveis na cerveja, aos
chamados flavours e off-flavours respectivamente. (LEHNHARDT; GASTL; BECKER,
2019)

A analise de diversos compostos em cervejas € importante e exige métodos
confiaveis, rapidos, simples e de baixo custo. Metodologias baseadas em
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (RODRIGUEZ-CACERES et al., 2017)
e cromatografia gasosa (GC) (FERREIRA et al., 2022; ZANELLA et al., 2021), em
combinacao com diferentes tipos de detectores, sdo os métodos mais Uteis e
populares para analise qualitativa e quantitativa dos mais variados compostos da
cerveja. No entanto, para obter condi¢des ideais de andlise, geralmente é necessaria
uma etapa de preparacao da amostra. Esta preparacao pode incluir desde a etapa de
extracdo / limpeza até procedimentos de pré-concentragdo e derivatizacdo dos
analitos. (ALMEIDA; FERNANDES; CUNHA, 2012)
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A microextragdo em fase solida (SPME) € uma das principais técnicas para a
andlise de compostos volateis na cerveja (ALVES et al., 2020; FERREIRA et al., 2022;
GIANNETTI et al., 2019). A SPME tem como base a distribuicdo dos analitos entre a
amostra e a fase extratora (fibra), combinando amostragem, isolamento e
enriquecimento em uma Unica etapa (DIAS et al., 2013; SUTERIO et al., 2018). O
revestimento de fibra é a chave da SPME uma vez que esta relacionada com a selegcéao
e eficiéncia de extracdo dos diferentes compostos volateis. Estudos com a fibra
divinilbenzeno-carboxeno-polidimetilsiloxano (DVB-Car-PDMS) mostram que esse
tipo de fibra tem provado ser a mais adequada para o isolamento de uma ampla gama
de compostos volateis (PINHO, O.; FERREIRA; SANTOS, 2006). Um das limitacdes
da técnica é o alto custo da fibra, além da sua fragilidade (HERRINGTON et al., 2020).
Levando fatores como esse em consideracao, a utilizacao de técnicas de extracao
alternativas para a determinacao de compostos da cerveja se mostra necessaria.

A extracao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (LLE/LTP) tem
sido apontada como uma 6tima ferramenta de extracdo de compostos organicos em
varias matrizes como mel, (DE PINHO, G. P. et al., 2010) leite (GOULART et al., 2008)
e agua (VIEIRA, H. P.; NEVES; QUEIROZ, 2007). O método se baseia na particao
dos analitos entre a fase aquosa e organica resultante da reducao da temperatura
durante o congelamento. Uma das vantagens da técnica é que por se tratar de uma
extracdo em fase Unica, os analitos sdo extraidos da amostra no rompimento do
equilibrio da mistura homogénea pela diminuicdo da temperatura.
Consequentemente, a fase aquosa é congelada e a fase orgéanica contendo os
analitos é facilmente removida. Dessa forma, a técnica se torna simples, em virtude
do processo de extracdao nao necessitar de outras etapas de purificacao (DE PINHO,
G. P. etal., 2010). (DE PINHO, G. P. et al., 2010)

A microextragéo liquido-liquido dispersiva (DLLME) também apresenta uma
abordagem mais simples para a andlise de compostos da cerveja (ALMEIDA;
FERNANDES; CUNHA, 2012). A DLLME consiste na formagao de uma solugao turva
promovida pela rapida adicdo de uma mistura contendo pequenos volumes de um
solvente extrator e de um solvente dispersor a uma amostra aquosa. As minusculas
goticulas do solvente extrator formadas e dispersas na solugdo da amostra aquosa
sao reunidas por centrifugagdo, permitindo grandes fatores de enriquecimento.
(PARENTE et al., 2022; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010) Este procedimento tem
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sido aplicado com sucesso para extracdo de compostos como hidrocarbonetos
aromaticos (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010), aminas aromaticas (ALMEIDA;
FERNANDES; CUNHA, 2012; FARAJZADEH et al., 2009) e residuos de
pesticidas. (JING et al., 2021)

Considerando que a LLE/LTP tem a capacidade de clean up das amostras e
a DLLME a vantagem do enriquecimento, a hifenacado das duas técnicas pode ser
uma forma promissora de investigar compostos volateis e semivolateis na cerveja,
uma vez que ambas as técnicas sao simples, rapidas e de baixo custo.

Visando obter um melhor perfil de compostos volateis e semivolateis da
cerveja, o presente trabalho otimizou diferentes técnicas de extracdo (HS-SPME,
LLE/LTP e LLE/LTP-DLLME) associadas a cromatografia gasosa/espectrometria de
massas (GC-MS), para assim obter o maior niumero de compostos possivel, bem

como saber qual a técnica ideal de acordo com o0 composto a ser analisado.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Reagentes e solucoes

Os solventes acetonitrila (ACN) (99,5% - grau HPLC) e acetato de etila (ACT)
(99,5%) usados nas extracdes foram adquiridos da Sigma-Aldrich, (USA, CAS 75-05-
8) e da VETEC (Brasil, CAS 141-78-6) respectivamente. O sal cloreto de sodio
adquirido da Exodo Cientifica, (Brasil, CAS 7647-14-5) também foi utilizado.

2.2. Amostras

Para otimizagdo do método foram analisadas amostras de cerveja estilo pilsen
puro malte de um mesmo estilo de uma determinada marca adquiridas no comércio
local de Vigosa-MG. Depois que as diferentes condi¢des do método foram otimizadas,
os diferentes estilos de cerveja foram submetidos a aplicacdo do melhor método. O
estudo foi realizado em duplicata. As amostras foram acondicionadas em geladeira (3

t+ 1 ° C) até o momento das analises.
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2.3. Instrumentos e aparelhos

As analises cromatogréficas foram realizadas em um cromatégrafo a gas (GC
Shimadzu, modelo GC 2010 Plus, Japao) equipado com um amostrador automatico
(Shimadzu, modelo, AOC-5000 Plus, Japéao), acoplado a um espectrdbmetro de
massas (Shimadzu, modelo GC-MS-QP2010 Plus, Japao).

Outros equipamentos usados foram um agitador vortex (Certomat® MV — B.
Braun Biotech International), centrifuga (Quimis®), balanca analitica (Modelo AX200,
Shimadzu, Japao), micropipetas com capacidades de 50-10000 uL (Gilson,
Middleton, EUA), uma geladeira (Brastemp) e um freezer (Consul, modelo 280, Sédo
Paulo, Brazil).

2.4. Condicoes cromatograficas

As analises foram realizadas em um cromatdgrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massas (Shimadzu, modelo QP2020, Jap&o) e equipado com um
amostrador automatico (Shimadzu, modelo, AOC-20i, Japao). O Hélio (99,999%,
White Martins, Brasil) foi usado como gas de arraste a uma velocidade linear constante
de 46,2 cm s'. A temperatura do injetor e do detector foram mantidas a 250 °C. Um
volume de 1 L foi injetado no modo splitless com um tempo de amostragem de 60 s.
A separacao foi realizada em uma coluna capilar 5% fenil:95% dimetilpolissioxano
com 30 m de comprimento; 0,25 mm de diametro interno e 0,10 um de espessura de
filme. A programacao de temperatura da coluna para as analises de cerveja usando a
SPME consistiu em manter a temperatura inicial de 42 °C por 5 min e depois elevando
a uma taxa de 3 °C por minuto até atingir 200 °C, permanecendo nessa temperatura
por 5 min. O tempo de andlise foi de 62,67 min.

Ja as condicbes cromatogréaficas para as andlises de compostos de cerveja
por LLE/LTP e por DLLME foram: temperatura inicial de 31 °C, a qual foi mantida por
5 min e depois elevada a uma taxa de 2 °C por min até atingir 40 °C, permanecendo
nessa temperatura por 1 min. Posteriormente, a temperatura foi elevada a uma taxa
de 2 °C por minuto até atingir 200 °C, mantendo essa temperatura por 2 min,
aumentando-se em seguida até a temperatura a 290 °C usando uma taxa de 10 °C
por min e permanecendo nessa temperatura por 3 min. A injecao foi feita no modo
splitless e o tempo de corrida foi de 83,00 min. As temperaturas do injetor, da interface
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do detector e da fonte de ionizagdo foram mantidas em 250 °C. Um tempo de corte de
5,0 min foi definido para evitar danos ao instrumento.

Os compostos da cerveja foram identificados comparando-se os tempos de
retencao dos picos obtidos para os extratos das amostras com os dos padrdes e pelo
espectro de massas. O espectrometro de massas (MS) foi operado em modo de
ionizagdo por impacto de elétrons 70 eV, usando Hélio (99,999%, White Martins,
Brasil) como gas de arraste. As analises foram feitas no modo Scan ou TIC (total ion
chromatogram - cromatograma de ions totais) obtendo os tempos de retencgao (ir), as
areas, a razao m/z e os possiveis nomes de compostos com probabilidade minima de

70% de identificacdo da substancia acordo com Mass Spectral library (NIST 14).

2.5. Extracoes de compostos volateis e semivolateis na cerveja.

2.5.1. Microextracao em fase sélida no headspace (HS-SPME)

O método baseado na HS/SPME-GC-MS desenvolvido por Pinho e
colaboradores (2006) foi modificado e empregado para a extragdo de compostos
volateis de uma cerveja estilo pilsen puro malte.

Inicialmente foi avaliada a extragdo dos compostos volateis da cerveja
utiizando a fiora DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno-carboxen-polidimetilsiloxano)
(Supelco) 50/30 um e a fibra PDMS (Polidimetilsiloxano) 100 um (Supelco). Nesse
estudo 5,00 mL de amostra de cerveja foram colocados em um frasco de headspace
de 22,00 mL contendo cerca de 2,00 g de NaCl. Os frascos de amostra foram mantidos
por um tempo de incubacado de 30 min e em uma temperatura de 20 °C. Apos esse
tempo a fibra foi exposta ao headspace por mais 30 min. Posteriormente, a fibra foi
recolhida e o dispositivo SPME removido do frasco e inserido no injetor do sistema
GC-MS. Durante o processo de injecdo, a fibra foi mantida exposta por 2 min para
dessorcao térmica dos analitos.

Depois de selecionada a fibra, um estudo com diferentes temperaturas (20 °C,
30°C e 40°C) de incubacao na camara acoplada ao banho termostatico também foi
realizado. Ambos os estudos foram realizados em duplicata.
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2.5.2. Microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Para avaliar essa técnica, a tubos falcon de 15 mL capacidade adicionou-se
1,00 mL de cerveja, diferentes volumes de agua (4 ou 5 mL), com e sem adicao de 1
g de NaCl, 1 mL de Acetonitrila (ACN — solvente dispersor) e 120 uL de tolueno (TOL
— solvente extrator). Os tubos foram agitados por 30 s em vértex e depois
centrifugados por 5 min. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.5.3. Otimizagdo da extracao liquido-liquido com particdo em baixa
temperatura (LLE/LTP)

A otimizacao da técnica de extragéo liquido-liquido com particdo em baixa
temperatura (LLE/LTP), para analise de compostos volateis e semivolateis em
amostras de cerveja, foi realizada empregando 4,00 mL de cerveja, que foi colocada
em contato com a solucao extratora conforme descritos na Tabela 2.1 e na Tabela
2.2. Apéds agitagdo em voértex, por 1 minuto, a mistura foi resfriada por 6 horas em
freezer a -20 °C para separagao das fases pelo congelamento/resfriamento da fase
aquosa. O extrato organico foi coletado, transferido para um vial e analisado por GC-
MS.

O estudo de otimizagdo foi realizado em duas etapas. Inicialmente, foram
realizadas analises para avaliar a influéncia das variaveis (abaixo nas tabelas 2.1. e
2.2.) que extraia a maior quantidade de compostos nas amostras de cerveja. Na
primeira etapa foram avaliados o uso de sal para promover o efeito salting out, assim
como a propor¢ao entre os volumes de acetonitrila e amostra de cerveja. Na segunda
etapa, foram avaliados a alteracdo da polaridade do solvente extrator, alterando a
proporcao entre os solventes acetonitrila e acetato de etila (ACN:ACT), a proporcao

desses solventes com a amostras (SOL:AM) e uso ou n&o do sal (NaCl).

2.5.3.1. Efeito da adicdo de NaCl na extracdo de compostos de amostras de
cerveja

Nessa primeira etapa foram realizados quatro ensaios (A, B, C e D) alterando
a proporcao de amostra e acetonitrila (ACN:AM), assim como 0 uso ou nao de cloreto
de sodio (NaCl), conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Experimentos realizados para avaliar a propor¢ao de acetonitrila e amostra

€ 0 uso ou nao de cloreto de sédio

Ensaio

Proporcao ACN:AM Uso de NaCl

A
B
C
D

1:1
2:1
1:1
2:1

Sem sal
Sem sal
Com sal

Com sal

Legenda: ACN- Acetonitrila; AM- Amostra de cerveja

Na segunda etapa, foram realizados experimentos visando avaliar o efeito da

alteracao da polaridade da fase organica e da adicao de sal na extracdo dos

compostos presentes na cerveja. Acetato de etila foi adicionado a acetonitrila

(solvente extrator), e cloreto de sédio (NaCl) foi usado para alterar a forga iénica do

sistema. Esses ensaios foram nomeamos de E, F, G, H e | e sdo descritos na Tabela

2.

Tabela 2. Experimentos realizados para avaliar a propor¢ao de solvente: amostra de
cerveja (SOL:AM), acetonitrila:acetato de etila (ACN:ACT) e o uso ou nao de cloreto

de sédio.
Ensaio Proporcao Proporcao Uso de NaCl
SOL:AM ACN:ACT
E 1:2 1:0 Sem sal
F 1:2 1:0 Com sal
G 1:1 4:1 Sem sal
H 1:1 4:1 Com sal
| 1:2 4:1 Sem sal
J 1:2 4:1 Com sal

Legenda: SOL- Solvente; ACN- Acetonitrila; ACT- Acetato de etila; AM- Amostra de cerveja.

As condicoes experimentais que levaram a extragdo de um maior nimero de

compostos foram utilizadas para a analise de outros estilos de cerveja de uma mesma

marca.
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2.54. Extracdo liquido-liquido com partigio em baixa (LLE/LTP)
hifenada a microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Visando a pré-concentracdo e melhoria da identificacdo dos compostos
presentes na cerveja, avaliou-se a possibilidade de hifenacao das técnicas LLE/LTP
com a DLLME.

Essa hifenagéo foi realizada aplicando a LLE/LTP aplicando os ensaios de A-
J como de acordo com as condigdes apresentadas na Tabela 1 e Tabela 2 (item
2.3.2.). Retirou-se posteriormente uma aliquota de 1,00 mL do extrato proveniente da
LLE/LTP e a mesma era submetida a DLLME.

O procedimento foi realizado da seguinte forma: em tubos tipo falcon, com
22,00 mL de capacidade, contendo 5,00 mL de agua ultrapura, foram injetados, com
auxilio de uma seringa, 1,00 mL do extrato da LLE/LTP (obtido a partir do item 2.3.2.)
e 120 pL de tolueno. Os tubos foram agitados por 30 s em vortex e depois
centrifugados por 5 min. Cerca de 100 pyL do extrato, obtidos da parte superior do
frasco, foram retirados e colocados em um vial contendo um insert de 200 uL e
analisado por GC-MS.

O método que forneceu a extracdo de maior nimero de compostos também

foi utilizado para a analise de outros estilos de cerveja de uma mesma marca.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Microextracao em fase sélida no headspace (HS-SPME)

A microextracdo em fase sélida no headspace foi utilizada para extrair os
compostos volateis da cerveja. Nesta técnica, o objetivo ndo € realizar uma extracao
exaustiva, mas uma extragcdo em condi¢des de pré-equilibrio, a fim de minimizar o
tempo de extracdo, maximizando a eficiéncia da mesma (QUEIROZ, 2009; VIEIRA,
A. C. et al., 2020).

Como a HS-SPME ¢é uma técnica baseada no equilibrio do analito com as
fases, alguns parametros foram estudados, tais como: tipo de fibra e temperatura de

equilibrio/extracgéo.
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3.1.1. Tipos de fibras

O parametro mais importante para o desenvolvimento da SPME é a escolha
do revestimento de fibra, jA que sua polaridade e as caracteristicas quimica dos
componentes da amostra extraidos influenciam na eficiéncia de extragédo da técnica.
(CHARRY-PARRA; DEJESUS-ECHEVARRIA; PEREZ, 2011; RODRIGUES;
CALDEIRA; CAMARA, 2008) Como, neste caso, para determinar um perfil de
compostos volateis caracteristicos da cerveja deseja-se selecionar uma fibra que
permita extrair uma ampla variedade de compostos. Para isso, dois tipos de fibras,
DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno-carboxen-polidimetilsiloxano) de polaridade mista e
PDMS (Polidimetilsiloxano) apolar, foram selecionadas para investigar compostos
volateis de cerveja. Os resultados das analises sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Andlise dos compostos presentes na cerveja extraidos com as fibras
DVB/CAR/PDMS 50/30 um e PDMS 100 um pelo método de HS-SPME-GC/MS.

Grupo de Fibra
Compostos DVB-CAR-PDMS PDMS

Acido Acido propaneidiéico dihidroxi B
1-butanol, 2-metil _

Alcool 1-butanol, 3-metil 1-butanol, 3-metil
2- Alcool feniletilico 2- Alcool feniletilico
Etanol Etanol

Amida 3-Butenamida

1-butanol, 2-metil, acetato

1-butanol, 3-metil, acetato 1-butanol, 3-metil,
acetato
Ester Acido acético, éster 2-feniletilico Acido acético, éster 2-
feniletilico
Acetato de etila Acetato de etila

Acido decanoico, éster
etilico




70

Acido hexanoico, éster
etilico

Acido octandico, éster etilico Acido octandico, éster
etilico

Outros Acido carbamico, monoamonio

O revestimento de fibras mostrou-se determinante para avaliar o perfil dos
componentes volateis da cerveja obtidos pela técnica HS-SPME no presente estudo.
Estes resultados estdo em acordo com os obtidos nos trabalhos de Biazon e
colaboradores (2009) e Vieira e colaboradores (2020) que constataram que fibras
mistas divinilbenzeno-carboxen-polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS; 50/30 um) e
divinilbenzeno-polidimetilsiloxano (DVB/PDMS) sdao mais eficientes para extrair uma
maior quantidade de compostos volateis da cerveja.

Observa-se na tabela 3 que na fibra DVB/CAR/PDMS foram extraidos maior
namero de compostos volateis da cerveja, que sdo, em sua maioria, polares, como
alcoois, acidos carboxilicos, fenadis, ésteres e amidas. Dos compostos encontrados
para a fibora em estudo DVB/CAR/PDMS destacam-se os alcoois e ésteres, que
provavelmente sdo majoritarios por serem produzidos durante a fermentacdo do
mosto e armazenamento da cerveja. Sendo que, os ésteres estdo relacionados ao
sabor frutado da cerveja e os alcoois ao aroma, favorecendo a fragrancia da mesma.
(JI, 2021)

No entanto, vale a pena ressaltar, que mesmo nao atingindo os resultados
desejados para o estudo a fibora PDMS também extraiu alguns dos compostos
semelhantes ao da PVB/CAR/PDMS. Além de obter mais dois ésteres nao extraidos
por ela, provavelmente devido ao tamanho da cadeia dessas moléculas serem
maiores e consequentemente mais apolar do que os ésteres de cadeia curta. No
entanto, entende-se que para obter um melhor perfil de substancias volateis e assim
estudar as diferentes composicdes da cerveja é necessario extrair maior quantidade
de compostos. Sendo assim, optou-se por trabalhar com a DVB/CAR/PDMS. Esse
revestimento também foi utilizado por Jiao e colaboradores (2011) para um estudo de
perfil caracteristico do sabor da cerveja por HS-SPME-GC/FID em 28 distintas
amostras de cerveja e chopp. Sendo possivel identificar 18 compostos volateis
caracteristicos. (JIAO et al., 2011) E, caso necessério ampliar o estudo para
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compostos de carater apolar sugere-se desenvolver um estudo com o uso da
membrana PDMS.

3.1.2. Temperaturas de extracao

A temperatura de incubacao é outro fator relevante para a otimizagcado da
técnica, uma vez que pode influenciar ndo sé no numero de compostos extraidos, mas
também na composicao do perfil obtido. (RODRIGUEZ-BENCOMO et al., 2012)
Diante disso, neste estudo as temperaturas 20 °C, 30 °C e 40 °C foram testadas para
extracdo dos compostos volateis da cerveja por HS-SPME-GC-MS. Os resultados
obtidos sao apresentados na Tabela 4 e, nela foi possivel observar que foram
encontrados 0os mesmos grupos de compostos da Tabela 3 (&lcoois, acidos

carboxilicos, fendis, ésteres e amidas) para as 3 temperaturas em estudo.

Tabela 4. Compostos extraidos da cerveja empregando a técnica HS-SPME com a
fibora DVB-CAR-PDMS em diferentes temperaturas.

Grupo de Temperatura
compostos 20°C 30C 40 °C
Acido _ —
Acido propaneididico
dihidroxi
1-butanol, 2-metil 1-butanol, 2-metil 1-butanol, 2-metil
1-butanol, 3-metil 1-butanol, 3-metil 1-butanol, 3-
metil,
Alcool 2-feniletilico  2- Alcool feniletilico
Alcool B B 2,3- Butanodiol
Etanol Etanol Etanol
Amida 3-Butenamida _ _
Amina _ _ Dimetilamina
1-butanol, 2-metil, _ _
acetato
1-butanol, 3-metil, 1-butanol, 3-metil, 1-butanol, 3-

acetato acetato metil, acetato
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Ester Acido acético, éster Acido acético, éster 2-  Acido acético,
2-feniletilico feniletilico éster 2-feniletilico

Acetato de etila

Acido octandico,  Acido octandico, éster

éster etilico etilico
Acido carbamico, Acido carbamico, _
Outros o o
monoamonio monoamonio

No entanto, mesmo que as 3 temperaturas possibilitem a extragdo de
compostos similares, houve uma diminuicdo no numero de compostos extraidos com
0 aumento da temperatura. Isso pode ser justificado pelo fato de que o aumento da
temperatura causa a formacgéao de artefatos que provavelmente resultam na oxidacéo
quimica da cerveja. (ZANELLA et al., 2021) Ou pelo fato de que temperaturas mais
elevadas podem levar a perda dos compostos mais volateis, tornando os resultados
menos confiaveis para a extracdo de substancias caracteristicas. Assim como
observado por Saison e colaboradores (2008).

Sendo assim, considerando que o objetivo do estudo é obter o melhor perfil
de compostos caracteristico da cerveja optou-se por trabalhar com a fibra DVB-CAR-
PDMS e menor temperatura de incubacgao 20 °C a fim de obter o maior numero de
substancias, o que possibilitaria caracterizar as amostras de cerveja de maneira mais

eficiente.
3.2. Microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Afim de avaliar de forma mais completa e precisa os componentes presentes
na cerveja, tragando de forma mais adequada seu perfil de substancias
caracteristicas. Buscou-se um método que possuisse eficiéncia para extragdo de
compostos volateis e semivolateis. Um exemplo de compostos presentes nessa
categoria sao os alcoois superiores, que Sao responsaveis por sabores caracteristicos
da cerveja, possuem no minimo 2 atomos de carbono (1-propanol, 2-metil-1-propanol
(isobutanol), 3-metil-1-butanol (isoamilol) e 2-feniletanol) e podem valorizar ou n&o o
sabor da cerveja. E uma técnica que foi amplamente utilizada para a anélise destes e
outros compostos em bebidas alcodlicas (FONTANA; TORO; ALTAMIRANO, 2011;
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XIONG; HU, 2008) e cerveja (ALMEIDA; FERNANDES; CUNHA, 2012; XU et al.,
2011) foi a DLLME.

Diante disso, optou-se por prosseguir com essa técnica para ampliar o numero
de substancias que irdo compor nosso perfil. Para isso, utilizou-se a acetonitrila como
solvente dispersor, por ser miscivel tanto na fase orgénica (solvente extrator) quanto
na fase aquosa (amostra), e o tolueno como solvente extrator.

No entanto, ao aplicar a técnica DLLME diretamente em amostras de cerveja,
percebeu-se que havia a formacao de emulséo, o que nao permitiu a recuperagéao do
solvente extrator e, consequentemente, que as analises por GC-MS fossem
realizadas. Testou-se mudancas nos parametros estudados (solvente extrator,
diluicdo da amostra com agua e forga ibnica da solucao), mas as alteracées nao foram
suficientes para viabilizar o uso direto desta técnica de extracdo. Levando isso em
consideracao, optou-se por investigar outra técnica de extragdo, como a extracao
liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (LLE/LTP), a qual poderia ser
posteriormente hifenada a DLLME, para fornecer melhores resultados. Assim a
préxima etapa deste estudo foi otimizar a técnica LLE/LTP.

3.3. Extracao liquido-liquido com particao em baixa temperatura (LLE/LTP) e
analise de cervejas por GC-MS

Inicialmente, a LLE/LTP foi pensada como uma etapa que antecedesse a
DLLME, a fim de que esta técnica promovesse um clean-up da amostra e tornasse a
execucao da DLLME possivel. Assim, seria possivel analisar os compostos que nao
foram observados na HS-SPME, sejam eles volateis ou semi-volateis. No entanto,
durante a execuc¢ao dos ensaios 0s autores resolveram considerar a possibilidade de
que a LLE/LTP poderia extrair compostos distintos da DLLME. Sendo assim, além do
extrato obtido na hifenacdo das técnicas (LLE/LTP-DLLME), também houve o
desenvolvimento e andlise dos obtidos na etapa de clean-up (LLE/LTP).

Nos estudos preliminares utilizados para avaliar a viabilidade da LLE/LTP
foram utilizados 4 mL de acetonitrila e 4 mL de cerveja. Neste teste, compostos como
Acetic acid, cyano; 2,3-Butanediol, [R-(R*,R*)]-; 1-Butanol, 3-methyl-, acetate; Glycerin
e Phenylethyl alcohol foram extraidos. Piornos e colaboradores (2019) identificaram
esses compostos, exceto a glicerina, em seus estudos, 0s quais sdo considerados 0s
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compostos de aroma tipicamente encontrados na cerveja.(PIORNOS et al., 2019)
Considerando esse resultado, pode-se vislumbrar o potencial de se empregar a
LLE/LTP para estudar os compostos presentes na cerveja.

A fim de melhorar a extracédo e avaliar a possibilidade de se extrair um maior
namero de compostos, inicialmente avaliou-se a propor¢ao de amostra e acetonitrila
(ACN:AM) e o uso ou nao de NaCl (ensaios de A-D) na LLE/LTP. Os resultados
encontram-se na Tabela 5 e na Figura 1. Analisando os resultados obtidos observou-
se que diminuir o volume de amostra prejudicou a extragao tanto em quantidade de
composto extraidos, quanto na diminuicdo de area desses compostos. A adicao de
sal ndo alterou (experimento A e C) ou diminuiu (Experimento B e D) no quesito
quantidade. No entanto, a adicao de sal promoveu melhora da extragcado dos analitos
no quesito area, uma vez que houve um aumento destas nos compostos extraidos.
Uma possivel explicagdo para os resultados obtidos para a diminuicdo dessa
eficiéncia de extragdo com a reducao do volume de amostra pode estar relacionada
aos principios de transferéncia de massa do processo. A maior proporcao de
solvente/amostra pode resultar em maior gradiente de concentracdo durante a
difusdo, uma vez que os analitos (solutos) terdo maiores tendéncias a deixar a matriz
e passar para o solvente. (REZAEI et al., 2013)

Ja em relagdo ao uso de sal, a presenca de cloreto de sodio diminui a
solubilidade da acetonitrila na agua, favorecendo a separacao das fases, mesmo que
esse sal dificulte o congelamento da fase aquosa pelo abaixamento da temperatura.
Outro fator a ser considerado esta relacionado com a precipitacdo de proteinas na
amostra pela adicao de sal. Estima-se que a cerveja possui uma quantidade de
proteina entre 10% a 12%. (CORTACERO-RAMIREZ et al., 2003) Sendo assim, o
melhor ensaio seria o0 ensaio A, em que foram utilizados 4 mL de amostra e 4 mL de
solvente, sem adicao de sal.

Considerando as vantagens quanto ao uso de sal no primeiro estudo optou-
se por reavaliar a eficacia de seu uso na extracdo ao potencializar seu efeito ou nao
com a alteracao da polaridade da fase orgéanica. Para isso, alterou-se a polaridade da
fase organica (FO — ACN) e da forga ibnica da fase aquosa (FA — amostra), através
da adicao ou ndo acetato de etila na FO e de NaCl na FA. Nesse estudo, o volume da
amostra foi mantido constante (4 mL), o volume de FO foi alterado, sendo que este
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valor menor ou igual ao volume de amostra, j& que valores menores de AM né&o
favoreceram a extragdo, como visto nos ensaios A-D.

A proporcao (SOL:AM) foi alterada com a variacao do volume de fase orgéanica
e sua composicao (ACN:ACT), e para o estudo da forga ibnica 1,000 g de sal foi
adicionado aos ensaios. Os resultados destes estudos encontram-se na Tabela e na
Figura 1, e sdo representados pelos ensaios E, F, G, H e I.



Tabela 5. Tabela dos resultados da analise de LLE/LTP em diferentes condi¢ées de acordo com o tempo de retencdo e a média das
areas dos compostos

Composto A BC D E F G
1-butanol,3-metil X X
2-propanona X X X X

1-butanol-3-metil X X
1-Butanol-2-metil X X X
2,3-Butanodiol

Tolueno

Acido Acético X XX X X X
Etanol,2-[2(2-propeniloxi)etoxi] X
2,3-Butanodiol X
2-Propanol,1-(2-propeniloxi)

I

>
>

X X X X X
xX X

X
>

1-Propeno,1-(2-propeniloxi)
2-Furometanol X

X X X X X

Acetato de isoamila (1-butanol,3-
metil acetato)

2-Nitro-2-metil-1,3-propanodiol X X
2-Propanol,1-butilsulfinil)3-cloro X X
Benzenoacetaldeido X X X
Glicerol X X X X X
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1,2,3,4-butanotetrol
Feniletilalcool

4H-piran-4-ona, 2,3-di-hidro-3,5-di-
hidroxi-6-metil

Acido octanoéico
2-Nitro-1-propanol

Acido acético, éster 2-feniletilico
4-Hidroxi-3-metilacetofenona/2-
Metoxi-4-vinilfenol
alfa-d_Galactopiranosideo, metil
Hidrazina,1-(3-hidroxibenzil)
Benzenoetanol,4-hidroxi
1-Propanol,2-metil-2-nitro
5-Metil-2-metilamino-2-tiazolina
2-Trifluoroacetoxidodecano
Pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona,
hexahidro-3-(2-metilpropil)

6-
Dimetil(trimetilsili)sililoxitetradeca
no

Total de Compostos encontrados

X X

X X X X

X X

26

13
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Legenda: A- 4 mL de ACN + 4 mL de amostra; B- 4 mL de ACN + 2 mL de amostra; C- 4 mL de ACN + 4 mL de amostra + 1g de NaCl; D- 4 mL de ACN+ 2 mL
de amostra + 1g de NaCl; E- 2 mL de ACN + 4 mL de amostra; F- 2 mL de ACN + 4 mL de amostra + 1g de NaCl; G- 4 mL de solvente (3,25 mL de ACN +
0,75 de acetato) + 4 mL de amostra; H- 4 mL de solventes (3,25 mL de ACN + 0,75 de acetato) + 4 mL de amostra + 1g de NaCl; I- 2 mL (1,6 mL de ACN +

0,4 de acetato) + 4 mL de amostra.
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Figura 3. Resultados da analise de LLE/LTP em diferentes condi¢cdes de acordo de acordo com a intensidade de area.
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Seguindo com analise optou-se por modificar a propor¢cao (SOL:AM)
reduzindo dessa vez a quantidade de solvente na extracdo, mas mantendo as
variagbes da polaridade e forga idnica, ensaios E, F, | e J. Destes ensaios os dois que
utilizavam sal foram desfavorecidos, sendo que o ensaio J, que consistia na utilizacéo
de 2 mL de uma mistura de solventes (1,6 mL de Acetonitrila + 0,4 de acetato) com 4
mL de amostra e 1g de sal, formou uma emulsdo durante a extragdo e ndo ocorreu o
congelamento e separacao de fases. Portanto, ndo foi obtido extrato, impossibilitando
sua andlise. Os ensaios em estudo restantes (E e I), os dois que demonstraram que
a variacao da polaridade da FA, com a adicdo de ACT, desfavoreceu a extragéo,
reduzindo pela metade o numero de compostos obtidos. Sendo assim, a condi¢ao E
(2 mL de ACN + 4 mL de amostra) se destacou dentre as outras, sendo capaz de
extrair 26 compostos dos grupos alcoois, ésteres e aromaticos da cerveja.

Esse resultado demonstrou que unico fator que realmente influencia no
namero de analitos extraidos por LLE/LTP em cerveja é a proporgao SOL:AM. Sendo
que, quanto menor a propor¢ao de solvente com relacdo ao volume de amostra, mas
eficiente a extracdo. Provavelmente, isso ocorre, pois a reducdo do volume de
solvente extrator causa uma maior concentragdo dos analitos em acetonitrila.(SKOOG
et al., 2014)

E importante ressaltar que utilizando a LLE/LTP-GC-MS foi possivel identificar
um total de 32 compostos, considerando todas as substancias obtidas nas 10
condigdes estudadas. Destas 26 estdo presentes na condicdo selecionada para
analise das amostras de cerveja do presente estudo. Estas substancias
complementam o grupo ja encontrado com a HS-SPME, enriquecendo o perfil de
substancias caracteristicas da cerveja com compostos de baixa volatilidade e
enaltecendo o valor dessa técnica para o presente estudo. Mesmo com a viabilidade
da LLE/LTP de maneira isolada para a extracao de compostos volateis e semi-volateis
da cerveja, essa técnica ndo possui um fator de enriqguecimento muito alto (proporcao
1:2 solvente:amostra). Uma tentativa para melhorar o fator de enriqguecimento e extrair
novos compostos, seria hifenar essa técnica com uma que empregue pequenos
volumes de solvente extrator, como a DLLME. A técnica DLLME ja foi hifenada, com
sucesso, com a extracdo sélido-liquido com particdo em baixa temperatura para
determinacao de residuos de agrotéxicos em solos. (NORONHA, 2014) A hifenacao
das técnicas minimiza suas desvantagens, sendo assim, a DLLME proporciona a
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concentragdo dos compostos e a LLE/LTP promove o clean-up da amostra,
possibilitando o uso da DLLME. Assim, a LLE/LTP-DLLME poderia ser de grande valia
para esse estudo.

3.4. Extracao liquido-liquido com particao em baixa temperatura hifenada com
a microextracao liquido-liquido dispersiva (LLE/LTP-DLLME)

Nesse estudo aplicou-se a DLLME nos extratos obtidos em todos os 10
ensaios realizados para a LLE/LTP (ensaios de A-J). Para isso, a fase organica da
LLE/LTP (acetonitrila) foi adicionada a 5 mL de &gua e utilizada como solvente
dispersor. Apds isso, foi feita a extragdo dos analitos com a adi¢gdo do solvente extrator
(tolueno). A Tabela 6 e a Figura 2 contém todos os compostos que foram identificados
utilizando o método de extracdo LLE/LTP-DLLME e anélise por GC-MS realizada em

modo scan.

81



Tabela 6. Tabela dos resultados da analise de LLE/LTP em diferentes condi¢gdes hifenada com a DLLME de acordo com o tempo
de retencdo e a média das areas dos compostos

Composto A* B* Cc* D* F G- H I*
1,5-Heptadieno-3-ino
1-butanol-3-metil acetato X
Undecano X
Alcool feniletilico X X X X X X X X
Acido octanoico X
Decano, 1- clorolo X X
Acido benzenoacético, 2-tridecil Ester X X X
Acido acético, éster 2-feniletilico X X X
Acido pentafluoropropionico, éster 2- X X
feniletilico

Acido acético, éster 2-feniletilico
Acido benzenoacético, éster 4-tridecil X X
Acido benzenoacético, éster 2-tretradecil

X X X X

1-Trideceno
Decano,2,3,5,8-tetrametil
Nonadecano
Benamida,2-metil-N-(1H-1,2,4-triazol-3-il)
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Verbenol
1-Tetradecanol
Hexadecano
Etanol,2-(dodeciloxi)

Acido metoxiacético, éster de 2-tetradecil
Acido ocadecanoico, éster fenilmetilico
Acido eicosanodico, éster fenilmetilico
Cloreto de 1-octadecanossulfonil
2,5-Octadieno,3,4,5,6-Tetrametil
Octano, 1-bromo
Hexadecano
Octadecano,3-etil-5-(2-etilbutil)
1-Cloroeicosano
Acido carbénico, éster de nonil vinil
1-Noneno,4,6,8-trimetil
Nonadecano
2-Etilhexil salicilato
Acido 1,2-benzenodicarboxilico, bis(2-
metilpropil) Ester
Tetradecano, 1-Cloro
Acido ftalico, butil undecil éster

xX X

X X X X X

X

x

83



n-Heptadecanol-1

1-Eicoseno
3-acido cloropropionico, 2-pentadecil éster
7,9-Di-terc-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-
2,8-diona

Hexadecano

1-Cloroeicosano

Cloreto de 1-octadecanossulfonil

Acido hexadecanoico, éster metilico
Acido ftalico, bis(7-metiloctil)éster
3-metil-4-(feniltio)-2-prop-2-enil-2,5, diidrotifeno
1,1-diéxido

Acido ftalico, bis(7-metiloctil)Ester

Ester de monododecil dietilenoglicol
3-Ciclopenten-1-ona,3-hidroxi-2-(1-hidroxi-3-
metilbutilideno-5-(3-metil-2-butenilideno
Hexadecano, 1-cloro
Dodecano, 1-Bromo
anidrido 2-dodecen-1-il(-)succinico
Total de Compostos encontrados

X

>

30

17
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Legenda: A*- 4 mL de ACN + 4 mL de amostra; B*- 4 mL de ACN + 2 mL de amostra; C*- 4 mL de ACN com 4 mL de amostra com certa de 1g de sal; D*- 4
mL de ACN + 2 mL de amostra + 1 g de NaCl; F*- 2 mL de ACN + 4 mL de amostra + 1 g de NaCl; G*- 4 mL de solvente (3,25 mL de ACN + 0,75 mL de
acetato) + 4 mL de amostra; H*- 4 mL (3,25 mL de ACN + 0,75 de acetato) + 4 mL de amostra + 1 g de NaCl; I* - 2 mL (1,6 mL de ACN + 0,4 de acetato) + 4

mL de amostra, J* - 2 mL (1,6 mL de ACN + 0,4 de acetato) + 4 mL de amostra.
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Figura 4. Tabela dos resultados da analise de LLE/LTP em diferentes condi¢des hifenada com a DLLME de acordo com o tempo
de retencao e a média das areas dos compostos
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Nota-se que gracas ao fator de enriquecimento da DLLME foi possivel
detectar um maior numero de compostos (53) na hifenagdo quando comparada a
LLE/LTP isolada, onde foram detectados um total de 32. Sendo que estes valores
levam em conta a soma de substancias encontradas em todos os ensaios (A-J) e que
os compostos identificados pelo espectrometro de massa (primeiro com probabilidade
acima de 70%) para a LLE/LTP-DLLME nao foram os mesmos identificados quando
somente a LLE/PBT foi usada. Isto pode estar relacionado com a polaridade do
tolueno, usado como solvente extrator na LLE/LTP-DLLME. Uma vez que o tolueno é
um solvente apolar, os compostos apolares foram preferencialmente extraidos pela
técnica hifenada (LLE/LTP-DLLME), que favoreceu a pré-concentracdo destes.
Provavelmente, estes compostos estavam na fase organica (ACN) da LLE/LTP em
concentracdes inferiores a sensibilidade do GC-MS. Esses compostos, mais polares,
tenderam a permaneceram na parte aquosa da mistura, uma vez que na DLLME ha o
uso de um volume de 5 mL de agua, ndo sendo extraidos pelo tolueno e identificados.

Com isso pode-se assim dizer que o método hifenado possibilitou a
identificacdo de outros tipos de compostos, sendo considerado outra alternativa de
método de extragéo. E, provavelmente utilizando outro tipo de solvente extrator pode
haver uma mudanca no perfil das substancias recuperadas.

E importante ressaltar que n&o foi possivel obter respostas para os ensaios
E* e J*. Uma vez que no ensaio J da LLE/LTP ndo houve separacéo de fazer e no
teste E* da hifenacao houve a formacéao de emulsao, o que impediu a sua analise. Por
isso, estes estdo ausentes da tabela 6 e na Figura 2. Outro problema observado pelo
uso de tolueno na DLLME, mesmo sendo um solvente muito utilizado nesse tipo
técnica de extracdo (NORONHA, 2014; PIMENTA et al., 2017) foi observado uma
saturagdo do detector no inicio da analise cromatografica, mesmo sendo usado um
tempo de corte de 5 min, como recomendado. Isto pode estar relacionado a
temperatura inicial da coluna (31 °C), que é adequada para recuperar compostos
volateis, mas deve ser reavaliada nao prejudicar o funcionamento do equipamento
diminuindo a vida atil do mesmo. Solventes como Cloroférmio, diclometano, hexano e
n-hexano foram substituidos e testados, mesmo assim, o problema de saturacao
persistiu nas andlises. Esse fator ndo impede que o método possa ser utilizado
analisado em equipamentos acoplados a outros tipos de detectores que néo haja esse
tipo de saturagao.
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Avaliando os resultados apresentados na Tabela 6 e Figura 2, observa-se
também que o ensaio C* (4 mL de acetonitila,4 mL de amostra + sal), se destacou ao
possibilitar a extracdo de 30 compostos. Este resultado foi surpreendente, pois 0
extrato do ensaio C, obtido na LLE/LTP foi um dos que possuia menor numero de
compostos extraido. Nele utilizava-se uma maior quantidade de solvente extrator
(ACN) na proporgao (SOL:AM) e havia a adicao de sal, mostrando que a adicao de
sal ajuda na extracao de compostos. No entanto, avaliando este resultado com um
novo olhar, pode-se inferir que como etapa de clean-up, o ensaio C da LLE/LTP fez o
seu papel com maestria. Ele removeu da amostra substancias que interferiam,
impossibilitando a DLLME de maneira direta, e ainda separou os constituintes da
cerveja entre a fase aquosa e organica da etapa de extracao permitindo recuperar e
concentrar substancias antes ndo analisadas. Provavelmente, mesmo que néo visivel
na analise da LLE/LTP a adicédo do sal no ensaio E* promoveu um efeito salting out
nas moléculas maiores com carater mais apolar, extraidas pela LLE/LTP-DLLME. E,
o maior volume de ACN, possibilitou a extracdo de uma maior quantidade de
substancias, que depois foram concentrados no pequeno volume de solvente extrator
presentes na DLLME.

Diante dos resultados encontrados e levando em conta o objetivo principal do
presente trabalho, entende-se que para garantir um perfil de compostos presentes na
cerveja mais completo o ensaio de LLE/LTP-DLLME selecionado deve ser o C*. Nele,
foi possivel observar substancias menos volateis, com maior cadeia carbbnica e que
sao de grupos quimicos nao identificados nas outras duas técnicas como aromaticos,

hidrocarbonetos, acidos carboxilicos, entre outros.

3.5. Perfil de compostos volateis e semi-volateis na cerveja

Levando em consideracgao otimizacao de cada técnica de extracao otimizada,
conclui-se que para obter um resultado satisfatério, com maior nimero de compostos
detectados deve-se selecionar 0os ensaios com mais substancias extraidas. Sendo
assim, as amostras devem ser submetidas ao conjunto das 3 técnicas (HS-SPME,
LLE/LTP e LLE/LTP-DLLME). A HS-SPME selecionada utiliza a fibora DVB-CAR-
PDMS e 20 °C de incubacgao por 30 min, LLE/LTP usa com 2 mL acetonitrila e 4 mL
de amostras e a hifenagao LLE/LTP-DLLME, 4 mL de ACN com 4 mL de amostra com
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cerca de 1g de sal. Esse conjunto de técnicas permite a analise de 69 compostos, dos
seguintes grupos: Ester, aromatico, acido organico, cloro composto, hidrocarboneto,
nitro composto e alcool.

Foi construida uma matriz formada por todos compostos identificados em
todos os ensaios, discriminados em termos fungdes quimicas presentes assim como
em quais tipos de preparo de amostra (HS-SPME, PBT e PBT-DLLME) esses
compostos foram identificados.

A andlise de componentes principais dessa matriz levou a explicacao de
25,4% da variancia pelo PC1 e 16,1% pelo PC2. O grafico de loading desses

componentes é apresentado na Figura 3.

Figura 5. Grafico de loading com a discriminacdo dos compostos presentes na cerveja
de acordo com a técnica de extracao utilizada.
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Observa-se que o primeiro componente (PC1) permite discriminar o PBT-
DLLME (valores positivos) do SPME (valores mais préximos de zero) e PBT (valores
mais negativos). Além disso, associa os compostos com func¢des hidrocarboneto
(cadeias longas) e contendo atomos de cloro com a PBT-DLLME. Compostos com
nitrogénio e grupos éalcoois forma relacionados com PBT. A segunda componente
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(PC2) distingue a SPME (valores positivos) das outras, além de associar compostos
com fungdes éster, aromaticos e acidos como sendo mais extraidos por essa técnica
de preparo da amostra.

Mesmo assim, vale a pena ressaltar que caso necessario analisar ou
quantificar apenas um grupo de composto ou uma substancia pode selecionar apenas
uma das técnicas e otimiza-la a fim de potencializar sua resposta, tornando-a mais

seletiva.

4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o estudo da HS-SPME, LLE/LTP e LLE/LTP-DLLME
utilizando o GC-MS como método de analise identificou diversos compostos volateis
e semivolateis em amostras de cerveja, sendo que os dois Ultimos identificaram
compostos que até entdo ndo havia sido identificado em amostras de cerveja. Esse
estudo de otimizacdo possibilitou a obtengdo de um melhor perfil de compostos
volateis e semivolateis da cerveja, alcancando o maior nimero de compostos
possivel, bem como identificando a técnica ideal de acordo com o composto a ser

analisado.
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CAPITULO 3. PARTICAO EM BAIXA TEMPERATURA UM METODO DE
TRIAGEM SIMPLES PARA DETERMINACAO DE DIETILENOGLICOL, EM
CERVEJA, POR CROMATOGRAFIA GASOSA
1. INTRODUCAO

A cerveja, juntamente com o vinho, sdo as bebidas fermentadas mais
consumidas no mundo e possuem uma alta taxa de producdo. (WANNENMACHER,;
GASTL; BECKER, 2018) Considerando o crescimento econémico e a importancia do
mercado, os empreendedores tém que estar atentos a qualidade do produto durante
a produgéo, visando a valorizagdo da marca. (GARAVAGLIA; SWINNEN, 2018)

A refrigeracao utilizada na fabricagdo de cerveja € um fator de relevancia no
processo cervejeiro, tanto por razdes fisico-quimicas do processo, como para o
controle da atividade biologica desenvolvida na fermentagdo. (SANTOS; RIBEIRO,
2005) No processo de refrigeracao é comum o uso de agua, etanol, propilenoglicol e
glicerol, substancias consideradas adequadas para serem utilizadas dentro de uma
serpentina no interior das dornas que facilitam esse processo de resfriamento.
(SANTOS; RIBEIRO, 2005) O dietilenoglicol (DEG — Tabela 1), por apresentar
propriedades fisico-quimicas semelhantes aos glicéis e ser mais barato, tém sido
usado de forma inadequada na serpentina, no entanto, ndo sao seguros. (CALDEIRA
et al., 2021)

Tabela 1- Dietilenoglicol: Estrutura e propriedades fisico-quimicas

Composto Molecular Chemical Chemical Molar mass Ponto de Densidade
formula  structure group (g mol™) ebulicao

DEG C4H1003 Glicol 106,12 g mol' 242-247°C 1.18 g/cm3
HO\/\O/\/OH

No Brasil, recentemente foi relatado um eventual acidente na fabricacdo da
cerveja onde o DEG foi utilizado no processo de resfriamento e provocou a intoxicagao
e morte de dezenas de pessoas. (GOULART, C. O. L. et al., 2022) Caldeira e
colaboradores analisaram amostras de cerveja de diversas marcas, dentre elas as
cervejas consideradas contaminadas identificando o composto DEG em 8% das
amostras avaliadas. Na ocasido houve o contato do fluido de resfriamento com a
cerveja, devido ao vazamento nessas serpentinas. A ingestdo oral aguda e repetitiva
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de DEG resulta em efeitos adversos significativos a saude dos consumidores,
incluindo toxicidade renal e letalidade. Fatos como esse, que relatam o uso
inadequado dessa substancia, mostram que o controle de qualidade relacionado a
presenca do DEG em amostras de cerveja é de suma importancia. Além disso,
estudos relacionados a analise desse contaminante em cerveja sd0 escassos.
Portanto, a necessidade do desenvolvimento de técnicas simples, eficientes e de
baixo custo que permitam fazer uma triagem para verificacdo de contaminacao de
cervejas com DEG se mostram necessarios.

Para determinar e quantificar compostos presentes em amostras de cerveja,
uma etapa de extracédo dos analitos deve ser realizada. (DE PINHO et al., 2010) Entre
as técnicas de extracdo comumente usadas na andlise de cerveja, estdo a extracao
em fase soélida (ZHENG et al., 2017), a microextracdo em fase soélida (VIEIRA, A. C.
et al., 2020; ZANELLA et al., 2021) e o método denominado QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, and Safe). (GONZALEZ-JARTIN et al., 2019; LAGO et al.,
2021) A extracao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (LLE/LTP ) tem
se mostrado uma 6tima ferramenta para extracao de diversos analitos em diferentes
matrizes como agua, (VIEIRA.; NEVES; QUEIROZ, 2007) leite, (GOULART, S. M. et
al., 2008) mel (DE PINHO et al., 2010) e urina. (SILVA et al., 2022) Paula et al (DE
PAULA et al., 2018) empregaram com sucesso, a LLE/LTP e a espectrometria de
massa por spray em papel (paper spray mass spectrometry - PS-MS) para determinar
benzodiazepinicos em diversas bebidas, entre elas, a cerveja. A LLE/LTP se baseia
na particdo dos analitos entre a fase aquosa e orgéanica devido a redugdo da
temperatura. Uma das vantagens da técnica € que por se tratar de uma extracdo em
fase Unica. Nesse tipo de extracao, os analitos sao transferidos para a fase organica.
apds rompimento do equilibrio da mistura homogénea. Essa, que se encontra
congelada, é facilmente removida. De forma geral, esse processo de extracdo nao
necessita de outras etapas de purificacdo. (DE PINHO, et al., 2010)

As etapas de identificacdo e quantificacdo do DEG sao realizadas por
cromatografia gasosa (GC) (CALDEIRA et al., 2021; HOLLOWAY et al., 2010; RAHIM
et al, 2011) e cromatografia liquida (CAMPONE et al., 2020; RAUSCH,;
BROCKMEYER; SCHWERDTLE, 2021). O cromatégrafo a gas equipado com um
detector de ionizagcdo em chama (GC/FID) pode ser considerado um método robusto
e sensivel o suficiente para quantificar o DEG em amostras de cerveja, (HOLLOWAY
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et al., 2010) além de ser uma técnica simples, confiavel, versatil e de facil operagéo,
(HAGE, 2018) enquanto o GC-MS, apesar de ser de alto custo, € um método poderoso
para a identificacdo dos compostos, ja que a razao m/z seleciona e monitora os ions
durante o processo cromatografico. (SKOOG et al., 2014)

No presente estudo, um método simples e de baixo custo foi otimizado e
validado para a determinacdo do DEG, em cerveja. Este método foi posteriormente

aplicado em amostras de cerveja comercializadas no Brasil.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e solucoes

Padrées de DEG e de pentanol, foram adquiridos da Carlo Erba (Sao Paulo,
Brasil) e da Sigma Aldrich (EUA) respectivamente. Os solventes acetonitrila (ACN)
(99.5% - grau HPLC) e acetato de etila (ACT) (99.5%) usados nas extracoes foram
adquiridos da Sigma-Aldrich, (USA, CAS 75-05-8) e da VETEC (Brasil, CAS 141-78-
6) respectivamente. Sais como sulfato de sédio (VETEC, Brasil, CAS 7757-82-6),
cloreto de sédio (Exodo Cientifica, Brasil, CAS 7647-14-5) e tiossulfato de soédio
(Neon, Brasil, CAS 10102-17-7) foram também utilizados nesse experimento.

As solucdes estoque dos padrdes de DEG e pentanol, usado como padrao
interno (PI), foram preparadas em ACN nas concentragdes de 500 mg L' e 5.000 mg
L' respectivamente. As solucdes de trabalho foram preparadas diluindo quantidades
apropriadas das solugdes estoque em ACN e foram armazenadas em freezera -20 +
2 ° C em frascos de vidro ambar.

2.2. Amostras

Amostras de cerveja, de uma determinada marca, isentas de DEG, foram
adquiridas em supermercados de Vicosa e utilizadas nas etapas de otimizacao e
validacao do método. Testes preliminares confirmaram a auséncia de DEG nessas
amostras. O método otimizado e validado foi aplicado em 28 amostras auténticas de
cerveja de diferentes marcas e estilos adquiridas no comércio local de Vicosa-MG e
regidao. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As amostras foram

acondicionadas em geladeira (3 £ 1 ° C) até o momento da analise.

2.3. Instrumentos e aparelhos

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo a gas (GC
- Shimadzu, modelo GC 2014 Plus, Japao) equipado com um amostrador automatico
(Shimadzu, modelo, AOC-20i Plus, Japao) e um detector de ionizacdo em chama
(FID). A identificacdo do DEG foi confirmada em um cromatégrafo a gas acoplado a
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um espectrémetro de massas (Shimadzu, modelo GCMS-QP2020, Japao) e equipado
com um amostrador automatico (Shimadzu, modelo, AOC-20i, Japao).

Outros equipamentos usados foram: balanca analitica (Modelo AX200,
Shimadzu, Japéo), agitador vortex (Certomat® MV — B. Braun Biotech International) e

geladeira/ freezer (Consul, modelo 280, Sao Paulo, Brazil).

2.4. Condicoes cromatograficas

As condi¢cdes empregadas no cromatografo a gas equipado com um sistema
injetor split / splitless e um detector de ionizagdo de chama usado para separacéo e
determinacao do DEG nas amostras de cerveja sao descritas a seguir. O Nitrogénio
(99.999%, White Martins, Brasil) foi usado como gas de arraste. A temperatura do
injetor e do detector foram mantidas a 250 °C. Um volume de 1 uL foi injetado no modo
splitless, com amostragem de 60 s. A separacgéao foi realizada em uma coluna capilar
NA-Wax (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym de espessura do filme). A programacao de
temperatura da coluna foi otimizada pela inje¢éo de solu¢des padrao do DEG e do PI.
A temperatura do forno foi programada da seguinte forma: temperatura inicial 75 °C
(mantida por 2 min), seguida por um aquecimento até 130 °C a uma taxa de 15 °C /
min, sendo mantida a 130 °C por 5 minutos, depois foi aquecida de 130 °C até 230 °C
a uma taxa de 20 °C / min, sendo mantida nesta temperatura por 5 min. Nessas
condi¢des o tempo total de corrida foi de 20.67 min por amostra.

Para a confirmacédo das amostras de cervejas contaminadas com DEG foi
utilizado um cromatégrafo a gas acoplado a um espectrémetro de massa. O Hélio
(99.999%, White Martins, Brasil) foi usado como gas de arraste. A temperatura do
injetor e do detector foram mantidas a 250 °C. Um volume de 1 puL foi injetado no
modo splitless com um tempo de amostragem de 60 s. A separacéo foi realizada em
uma coluna capilar NA-Wax (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym de espessura do filme). A
temperatura do forno foi programada da seguinte forma: temperatura inicial 75 °C
(mantida por 5 min), seguida por um aquecimento até 130 °C a uma taxa de 20 °C /
min, sendo mantida a 130 °C por 5 minutos, depois foi aquecida de 130 °C até 230 °C
a uma taxa de 20 °C / min e mantida a 230 °C por 15 min, sendo o tempo total de
corrida de 32,75 min por amostra. Os dados MS foram adquiridos no modo SCAN

usando ionizagao eletrdbnica com uma energia eletrénica de 70 eV. Um tempo de corte
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de 5,0 min foi definido para evitar danos ao instrumento. As temperaturas da interface
do detector foram fixadas em 280 °C, e a fonte de ionizagdo em 250 °C.

O DEG e o PI foram identificados comparando-se os tempos de retengao dos
picos obtidos para os extratos das amostras com os dos padrdes e no caso do GC-
MS a confirmacao também foi averigua pelo espectro de massa. A quantificagao foi
feita pelo método de superposi¢ao de matriz, com fortificacdo de amostras de cerveja
livres dos compostos usando cinco concentracdes do DEG na faixa de 10 a 50 mg L-
e com o Pl na concentragdo de 50 mg L.

As amostras eram submetidas ao método de extracdo e analisadas por
GC/FID e por GC-MS.

2.5. Otimizacao da extracao liquido-liquido com particao a baixa temperatura
(LLE/LTP)

A técnica de extracdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura
(LLE/LTP), para analise de DEG em amostras de cerveja, foi otimizada. Nesta técnica,
4.0 mL da amostra de cerveja foram colocados em contato com a solugcéao extratora.
Apos agitacdo em vértex, por 1 min, a mistura foi resfriada por 6 horas em freezer a -
20 °C para separacao das fases pelo congelamento/resfriamento da fase aquosa. O
extrato organico foi coletado, transferido para um vial e analisado por GC-FID.

A otimizacdo do método foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa foi
avaliada, univariadamente, o uso de sais para promover o efeito salting-out. Depois
de estabelecida a melhor condicdo de extracdo com o uso de sais, ao método foi
aplicado um planejamento fatorial 22 envolvendo a proporgdo entre os solventes
extratores, acetonitrila e acetato de etila (ACN:ACT).

2.6. Analise univariada usando sais na extracao do DEG em amostras de
cerveja

O efeito da adigcao de sais na extragdo DEG foi avaliada variando os tipos de
sais e as concentragées dos mesmos na eficiéncia da extracdo pela técnica LLE/LTP.
Amostras livres das solugdes padrao e sais e amostras fortificadas sem adicédo de sal
foram usadas para comparagao (ensaios A) (Tabela 2).
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Tabela 2. Identificacdo dos ensaios (A a G) em funcédo da adicao de diferentes sais
em diferentes concentragcdes as amostras de cervejas.

Ensaio Sal utilizado Conc. do sal
(108mg L)

A NA NA

B Na2S04 0.2

C Na2S04 0.6

D NaCl 0.2

E NaCl 0.6

F Naz2S20s3 0.2

G Na2S20s3 0.6

NA- Nao aplicavel.

As melhores condigdes, ou seja, maior percentagem de extracdo de DEG em

amostras de cerveja, foram utilizadas nos ensaios posteriores.

2.7. Analise multivariada avaliando os efeitos do sal e do solvente extrator

(ACN:ACT) na extracao do DEG em amostras de cerveja

Um planejamento fatorial 22 foi aplicado para avaliagido dos efeitos na
extracdo do DEG em amostras de cerveja pela adigdo de sal e pela alteracdo da
polaridade do solvente extrator. As andlises foram realizadas em triplicatas e os dados
do planejamento sdo mostrados na Tabela 3. As melhores condigbes dos
planejamentos foram avaliadas em funcao das respostas cromatogréaficas (areas)

obtidas em cada ensaio.
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Tabela 3. Planejamento fatorial 22, realizado em triplicata para estabelecer as
melhores condi¢des para extragdo de DEG de amostras de cerveja

Ensaio Fatores Fatores (Valores Reais)
(Valores
Codificados)
SE S SE S

1 + - ACN S/SAL
2 - - ACN:ACT S/SAL
3 + + ACN SAL
4 - + ACN:ACT SAL
5 + - ACN S/SAL
6 - - ACN:ACT S/SAL
7 + + ACN SAL
8 - + ACN:ACT SAL
9 + - ACN S/SAL
10 - - ACN:ACT S/SAL
11 + + ACN SAL
12 - + ACN:ACT SAL

Legenda: SE- Solugao extratora; S-Sal; ACN- Acetonitrila; ACT - Acetato de etila; ACN/ACE = mistura
dos dois solventes na propor¢éo 3.25:0.75 (v/v). The data correspond to the (-) lower value and (+)
upper value levels of factorial design.

2.8. Validacao

A validacdo do método LLE/LTP-GC/FID para determinacdo de DEG em
amostras de cerveja foi efetuada para os seguintes figuras de mérito: seletividade,
linearidade, efeito de matriz, exatiddo, precisao, limite de deteccao e limite de
quantificagdo. Esses parametros foram estimados de acordo com o protocolo de
validacdo especificado nas diretrizes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (MAPA, 2015), uma vez que este é o érgao responsavel pelo
controle de qualidade e seguranca das bebidas no Brasil e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA (ANVISA, 2017).

2.8.1. Seletividade
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A seletividade do método LLE/LTP-GC/FID foi avaliada pela comparagao dos
cromatogramas obtidos da analise do extrato de cerveja livre de DEG e do PI, branco,
e do extrato de cerveja fortificado com DEG e com PI.

2.8.2. Efeito de Matriz

O efeito de matriz foi avaliado pela comparacdo de curvas de calibragao
obtidas pela injecao de solucdes padrao de DEG preparadas em solvente e no extrato
da matriz em diferentes concentragées de DEG (10, 20, 30, 35 e 50 mg L™"). Os
extratos da matriz foram preparados aplicando-se o procedimento de extracao
otimizado para as amostras de cerveja isentas do analito conforme descrito
anteriormente. O efeito da matriz foi avaliado pela comparacao das inclinacdes e dos
interceptos das curvas de calibragao preparadas em solvente e nas curvas preparadas
no extrato da matriz conforme descrito pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento do Brasil (2015). (MAPA, 2015)

2.8.3. Limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagéo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram estimados pelo método da
relacdo sinal-ruido. A determinacéo da relacdo sinal/ruido foi realizada comparando
0s sinais medidos (area) da amostra em branco com as amostras com baixas
concentragdes conhecidas do analito, estabelecendo a concentragdo minima na qual
o analito pode ser detectado ou quantificado. (RIBANI et al., 2004) Para estabelecer
o LD e LQ, amostras de cerveja foram fortificadas em concentragdes crescentes de
DEG (de 0,25 a 50 mg L-1). O limite de deteccéo foi estimado considerando a relacdo
sinal-ruido de 3:1. O limite de quantificacao foi estimado de forma equivalente, mas

considerando a relagao sinal-ruido de 10:1.

2.8.4. Linearidade do método

A linearidade de resposta do método foi avaliada submetendo-se amostras de
cerveja fortificadas com padroes de DEG, em uma faixa de trabalho que variou de 10
a 50 mg L' e com o Pl na concentragdo de 50 mg L, a técnica de LLE/LTP.
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2.8.5. Precisao e Exatidao

A precisdo do método LLE/LTP-GC/FID foi estimada, em fungdo da
repetibilidade e precisao intermediaria, enquanto que a exatidao foi estimada pelas
taxas de recuperacdo. (ANVISA, 2017) Uma vez que nao existe um limite maximo
permitido para o DEG em cervejas, foram utilizados valores genéricos para avaliar a
exatidao e precisao do método. (MAPA, 2015)

Para avaliar a repetitividade do método, as amostras foram fortificadas em 3
diferentes concentragdes (10, 30 e 50 mg L"), em triplicata, e submetidas, ao método
de extracdo e anadlise LLE/LTP-GC/FID. Estas amostras foram analisadas, pelo
mesmo analista, no mesmo dia, empregando o mesmo equipamento. Ja a precisao
intermediaria consistiu na avaliacdo das amostras fortificadas em 3 niveis de
concentracdo (10, 30 e 50 mg L ') e submetidas ao método em 3 dias distintos e néo
consecutivos (dias 1, 3 e 5). Essas anadlises foram feitas pelo mesmo analista,
empregando 0s mesmos equipamentos em dias diferentes.

A precisao do método foi expressa pelo coeficiente de variacao (%CV), dado

pela Equacéo 1.

(estimativa do desvio padrio das areas obtidas x100)

%CV = (Equacao

média das areas obtidas

1)
Para avaliar a exatidao, foi realizado um estudo da recuperacédo. (ANVISA,
2017) Para isso, amostras em branco foram fortificadas e analisadas, em trés niveis
de concentragdo (10, 30 e 50 mg L ') em triplicata. Essas amostras foram submetidas
ao método de extracao LLE/LTP e analisadas por GC-FID. A exatidao foi avaliada pela
porcentagem de recuperacao (% R) conforme a equacgao 2, empregando uma curva

analitica preparada nas mesmas condigdes.

Cex100
ct

%R = (Equacéo 2)
Em que:
Ce = média das concentragdes relativas obtidas através das equacdes de reta
para o analito;
Ct = Concentracdo em que as amostras foram fortificadas.
Para os estudos de precisdo e exatiddo as amostras foram analisadas em

triplicatas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Otimizacao da extracao liquido-liquido com particao em baixa temperatura
(LLE/LTP)

A eficiéncia da extracao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura
(LLE/LTP) pode sofrer a influéncia de alguns fatores como adigédo de sal ao meio, tipo
de sal adicionado, escolha da solugédo extratora, em funcdo da proporgéo ideal entre
os solventes, entre outros. A escolha correta do melhor conjunto de parametros leva
a maior sensibilidade e precisao do método. (HELENO et al., 2014)

Inicialmente a eficiéncia da LLE/LTP foi avaliada, univariadamente, com
relagdo a adicdo de sal ao sistema. A adicdo de sal ao meio teve como objetivo
aumentar a eficiéncia de extragdo do analito, DEG, e avaliar o efeito salting-out sobre
o sistema. A adicao de sal a amostra de cerveja altera as propriedades fisico-quimicas
do sistema formado pela amostra e o solvente extrator, particionando os analitos
preferencialmente para a fase organica (efeito salting-out). (GRECCO et al., 2018) Os
resultados sugerem, de acordo com as areas obtidas, que o sal que proporcionou
menor eficiéncia de extragao foi o cloreto de sodio (0.1174 x 10%) e o sal ideal para a
extracdo do DEG foi o sulfato de sédio (0.4864 x 10%). Uma provavel justificativa para
o melhor desempenho do sulfato de sédio em relacao ao cloreto de sddio pode estar
relacionada ao fato do cloreto de sédio ndo permitir o congelamento completo da fase
aquosa, o que poderia potencializar a extracdo dos analitos para a fase orgéanica. O
congelamento é uma etapa importante na técnica, uma vez que permite a separagcao
de fases e a limpeza do extrato. (COSTA et al., 2015)

Para entender melhor esse comportamento, avaliou-se o0s resultados
considerando a influéncia dos ions presentes nos respectivos sais, isto €, em relacao

a forga iGnica do meio. Esses resultados sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Efeito da adi¢cdo de sais na extracdo de DEG em amostras de cerveja em
relacdo a forca ibnica.
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Ao considerar a forgca i6nica (Figura 1) em relacdo as areas obtidas nas
analises cromatograficas, pode-se dizer que a forga ibnica influencia
significativamente o comportamento da extracdo do DEG. Para melhor entender esse
comportamento os dados estdo compilados na Tabela 4.
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Tabela 4. Compilacao dos dados obtidos na extracdo de DEG utilizando diferentes
sais em diferentes concentracoes.

Ensaio Sal Conc. Médiada SD.10° %CV % Efeito
(mol/L) Area.10% da
adicao
do sal
A S/sal 0,332 0.013 4% 0,0
c/fortificagao
B Na2SO4 1.41 0.4.71 0.013 2% 41.9
C Na>SO4 4.22 0.467 0.076  16% 40.7
D NaCl 3.42 0119 0.011 9% -64.0
E NaCl 10.27 0.11 0.017  15% -67.0
F Na2S203 1.26 0.359 0.012 3% 8.1
G Na2S203 3.79 0.441 0.085 19% 32.9

Legenda: SD- Desvio padrao; CV- Coeficiente de variacao.

Para extracdo do DEG, o efeito negativo, causado pela adicdo de NaCl, em
relacdo a area sem a presenca de sais € bastante acentuado (diminuicdo média de
66%) (Tabela 4). Na presenca de tiossulfato, houve um aumento linear da area com o
aumento da concentracao do ion como mostra a Equacgéao 3.

A.107° = (0,328 4+ 0,005) + (3,92 + 0,26).1073.¢(S5,0%7) Equacéo 3
R? = 0,9913; 5,05 = 0,0007;7A = 0,18 mol /L ;df =1

Embora com poucos pontos (grau de liberdade igual a 1), a qualidade do
ajuste é suficiente a ponto de permitir considerar o fenébmeno. A inclinacao, portanto,
esta associada ao coeficiente de atividade da espécie neutra, ou salting-out. Isso
porque a forga ibnica € proporcional a concentracao do sal como mostra a Equacgéo
4.

I =3c¢(5,03) Equacéo 4

Mesmo nao se observando o efeito linear, o sulfato apresentou um efeito
positivo pronunciado (elevacdao média de 41%) (Tabela 4), sendo, portanto, mais
adequado para extracdo do DEG empregando a LLE/LTP. Com relacdo a
concentragdo do sulfato de sdédio, observou-se (Tabela 4) que ambas as
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concentragdes utilizadas foram estatisticamente iguais, entretanto, optou-se pela
concentracdo de 0,6.10° mg L' para garantir melhor precisdo dos resultados.

Posteriormente, as melhores condicbes de exiracado, obtidas nos testes
preliminares, foram avaliadas pelo planejamento fatorial 22. Um estudo, simultaneo foi
realizado para avaliar a polaridade do meio, alterando a proporgéo entre acetonitrila
(ACN) e acetato de etila (ACT) e a presenca ou nao do sal Na2SOa4. A utilizagao de
uma mistura de solventes organicos € uma alternativa que pode aumentar a eficiéncia
da extracdo quando ha a utilizacdo de sais em uma extracdo liquido-liquido.
(GRECCO et al., 2018)

Na Tabela 5, tém-se as varidveis utilizadas no planejamento fatorial 22 e os
valores das médias das areas dos picos, para diferentes proporcées dos solventes
extratores assim como o uso ou nao do sal. A diferenca média entre o efeito da
presenca e auséncia de cada variavel foi comparada com o desvio padrédo pooled,
obtido pela raiz quadrada dos valores de desvio padrao (S).

Tabela 5 - Resumo dos valores obtidos para o planejamento experimental 22 e os
cédigos dos fatores estudados para DEG.

Ensaio Médiadas SD.10° %CV Code Code interaca
Areas.105 (ACN)  (sulfato) o
1 0.450 0.088 20% -1 -1 1
2 0.554 0.047 9% -1 1 -1
3 0.465 0.054 12% 1 -1 -1
4 0.527 0.073 14% 1 1 1
Média das diferencas -0.0030 0.0415 -0.0105
s pooled 0.0779 0.0779 0.0779
p-value 0.97 0.63 0.90
nsig nsig nsig

nsig = ndo significativo

Constatou-se pelos resultados da Tabela 5 que nado houve diferenca
significativa ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05) na extracdo do DEG da cerveja.
Ou seja, diminuir a polaridade da solugdo extratora adicionando acetato de etila ndo
interferiu significativamente na extracdo do DEG. Portanto, o método otimizado
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consiste em empregar 4.0 mL de acetonitrila, como solvente extrator, 4.0 mL de
amostra de cerveja contendo sulfato de sédio na concentragdo de 0.6 mg L™, 1 min
de agitacdo da mistura em vértex, resfriamento de 6 h em freezer a -20 °C para
separacao das fases e analise por GC-FID.

3.2. Validacao

3.1.1. Seletividade

Para avaliar a seletividade da LLE/LTP-GC/FID, o método otimizado foi
aplicado em amostras de cerveja isentas de DEG. Posteriormente, essas amostras
foram fortificadas com DEG e Pl e submetidas novamente ao método de extracao e
analise. Os cromatogramas referentes a essas amostras foram comparados, néo
sendo observado nenhum interferente com resposta no tempo de retencdo dos
analitos de interesse, Pl (tr= 4.911 min) e DEG (tr = 14.654 min), o que ressalta a

seletividade do método (Figura 2).
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Figura 2. Cromatogramas de extratos obtidos de amostras de cerveja isentas de DEG
(preto) e contendo PI (tr= 4,911 min) e DEG (tr= 14,654 min) ambos na concentragcao

de 50 mg L' (Vermelho).
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3.1.2. Efeito de Matriz
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O efeito de matriz na resposta cromatogréafica para DEG foi avaliado pela

comparagdo entre os valores de inclinagdo e do intercepto dos dados das curvas

analiticas em solvente e no extrato da matriz utilizando o teste t. Os resultados séo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados da comparacgéo da inclinagéo e do intercepto para avaliagdo do
efeito de matriz com base no test t.

Curva preparada em Curva preparadaem  Comparacao das duas

Extrato solvente curvas
t calc 1.32 t calc 3.09 t calc 2.33
p-value 0.279 p-value 0.054 p-value 0.102
nsig nsig nsig

nsig = nao significativo

Nesse estudo foi observado que os coeficientes de correlacédo para ambas as
curvas analiticas foram maiores que 0.99. As respostas das médias nos diversos
niveis de concentracéo do analito para as curvas, ao serem comparadas pelo teste t
a um nivel de probabilidade de 95% (valor de p > 0,05) foram estatisticamente iguais
e ndo foi observada diferenga significativa. Pode-se concluir assim que a matriz nao
interfere nas respostas cromatograficas do DEG.

3.1.3. Limite de detecgéo (LOD) e limite de quantificagéo (LOQ)

Para determinar a concentracdo do DEG que geravam um sinal da ordem
requerida, amostras de cerveja em baixas concentracdes de DEG foram submetidas
ao método de extracdo e analise. Foram obtidos LD igual a 3,0 mg L' e LQ iguais a
10,0 mg L'. O desempenho do método proposto em relacédo aos limites de detecgéo
e quantificagdo séo iguais ou ligeiramente melhores que outros estudos apresentados
na literatura. (CALDEIRA et al., 2021; HOLLOWAY et al., 2010)

3.1.4. Linearidade da faixa de trabalho

Para o estudo de linearidade, fez-se uma anélise de variancia dos valores de
y para cada valor de x, para assim definir qual seria 0 melhor modelo de regressao
(MMQP — modelo de minimos quadrados ordinérios, ou MMQO — modelo de minimos
quadrados ponderados) a ser aplicado para a obtencao da equacao que pretende
prever os resultados de x a partir de qualquer valor de y. A variancia foi calculada pela
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equacgao 5:
m
52 = y,)* Equagdio 5
Vi T m— 14 1(%]’ - }’i) quacgao
j=

Onde: j representa o j-ésimo resultado para o conjunto de réplicas i; m representa o
namero réplicas para a resposta analitica y em cada ponto. Ou seja, jvarioude 1 a5
(5 pontos da curva) e m = 3 (analises realizadas em triplicatas). As variancias sao
apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Variancias dos valores de y para cada um dos niveis de concentragéo

Concentracao de Calculo da
DEG (mg L) Variancia
10 149.62
20 598.50
25 934.96
35 1833.16
50 3740.67

Para determinar se a variancia de y pode ser considerada constante, foi
aplicado o teste de Cochran. A hipétese nula (HO) é que as variancias sejam todas
iguais e a hipdtese alternativa (H1) é que pelo menos uma das variancias seja
diferente das outras. Pelo teste estatistico usado o valor obtido para C foi 0.515. O valor
Cecritico @0 nivel de significancia de 5% para os 5 pontos analisados em ftriplicata € de
0.6838. Se C < Cecritico, aceita-se a hipdtese nula (dados homocedasticos). A qualidade
do ajuste linear foi também verificada e confirmada pelo coeficiente de correlacao (r)
maior que 0.995.

Como C < Ccritico, o MMQO pode ser utilizado, ou seja, a equacao de reta
pode ser representada como y = a +bx. A equacgao da reta obtida esta representada
na Tabela 8. Os coeficientes de determinacgao (r?) obtidos para o DEG foi superior a
0,99, indicando a boa linearidade do método. (MAPA, 2015)



1 Tabela 8. Parametros de validagdo do método, faixa linear, coeficiente de determinacéo (R?), nivel de fortificagcdo (NF), % de
2 recuperagao, repetibilidade e precisdo intermediaria resultantes do método analitico LLE/LTP-GC/FID desenvolvido para a analise
3 de DEG em amostras de cerveja.
4
Composto Faixa- Equacao Linear Coeficiente de NF (mg L") Recuperacdo Repetibilidade Precisao
linear/mg L-1 determinagao (%R) (%CV) Intermediaria
(r?) (%CV)
DEG 10-50 y =0.0128x + 0.9914 10 106 £ 0,10 11 17
0.0204
30 94 + 0,24 8 16
50 104 + 0,91 16 18

O 00 N o U
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3.1.5. Exatid&o e precisao

A precisao foi expressa em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria,
sendo esses critérios expressos em termos do CV, enquanto a exatidao foi expressa
em termos de recuperacao. Os resultados estao apresentados na Tabela 8.

Com os procedimentos analiticos utilizados para determinar o DEG em
amostras de cerveja, os valores de recuperacdes obtidos deveriam estar na faixa de
90 a 107%, em média, em cada nivel de fortificacdo, apresentando valores de
coeficiente de variacdo menores que 20% (CV <20%). (MAPA, 2015) Os valores
obtidos nesse trabalho (Tabela 8) estdo de acordo com os requisitos proposto pelo
MAPA para validagdo de métodos analiticos em alimentos, portanto, o procedimento
ELL/PBT-GC/FID foi adequado para determinar o DEG em amostras de cerveja.

4. Aplicacao do método em amostras auténticas

Para demonstrar a aplicabilidade do método ELL/PBT-GC/FID desenvolvido
para o controle de qualidade de cerveja, este foi aplicado em cervejas de diferentes
marcas, fabricantes e lotes, comercialmente disponiveis em Vigcosa e regiao.

Das 28 amostras analisadas, 13 pertenciam a cervejaria cuja presencga de
DEG tinha sido detectada, enquanto as demais amostras foram de marcas diversas.
Todas as amostras de cerveja testadas, que nado estavam relacionadas a marca
suspeita, apresentaram resultados negativos, mostrando que sdo seguras para o
consumo. Foi detectada a presenca de DEG em apenas trés amostras de cerveja das
consideradas contaminadas, sendo que em duas a concentracdo estava abaixo do
limite de quantificacdo do método. A concentragdo de DEG na terceira amostra foi de
1567,10 mg L. Este resultado estd de acordo com os dados apresentados por
Caldeira et al que encontraram DEG em uma faixa de concentragdo que variou de
1000 a 2000 mg L' em 1% das amostras analisadas. Para confirmagao dos resultados
obtidos, as amostras contaminadas foram reanalisadas por GC-MS. A presenca de
DEG foi confirmada, pelo tempo de retengéo, bem como pela biblioteca NIST e pelo
espectro de massa (ion mais intenso foi o m/z=45). A Figura 3 mostra os
cromatogramas da amostra de cerveja contaminada com DEG.
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Figura 3. Cromatogramas do extrato da amostra de cerveja contaminada com DEG
analisada por GC/FID (tr=14,654 min) na Figura 3A e por GC-MS (tr=15,250 min) com
espectro de massa em destaque na Figura 3B.
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Vale ressaltar que os resultados positivos para a presenca de DEG foram
encontrados apenas na marca suspeita e que a contaminagéo identificada esta
relacionada a uma falha especifica na producao de cervejas (SALES, 2021), que pode
ser monitorada, empregando métodos de triagem de baixo custo como o descrito
neste trabalho.
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5. CONCLUSOES

O método LLE/LTP-GC-FID otimizado e validado para a extragao de
dietilenoglicol em amostras de cerveja resultou em um método simples, eficaz e de
baixo custo, sendo viavel para a determinagdo desse contaminante em amostras de
cerveja com recuperagdes que variaram entre de 94% e 106%. Além disso, a extracao
do composto e a limpeza do extrato ocorrem simultaneamente.

O método foi aplicado em 28 amostras de cervejas sendo a presenca de DEG
detectada em trés amostras, na qual apenas uma estava acima do limite de
quantificacdo. A partir dos resultados obtidos, conclui-se a importancia do método
desenvolvido para o controle de qualidade de amostras de cerveja, uma vez que
estudos como esse sdo escassos e 0 uso do DEG é usual nos processos de

fabricacédo de bebidas.
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