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RESUMO

Titulo: Avaliacdo da decomposicdo de amostras de cerveja em sistema de
refluxo para analise por Técnicas de Espectrometria Atdmica.

Autor: Paulo Roberto Pereira de Ledo

Orientador: Anderson Schwingel Ribeiro

Co-orientadora: Aline Lish6a Medina

Neste trabalho é descrito o desenvolvimento de um método analitico para
mineralizacdo de amostras de cervejas e determinacdo de metais por técnicas
de espectrometria atbmica. As amostras foram preparadas por decomposicao
em meio de acido nitrico em um sistema de refluxo e as determinagées foram
realizadas por F AAS (Fe, Mg e Zn), F AES (Na), e MIP OES (Ca, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Ni e Zn). As melhores condi¢cbes para a decomposi¢cdo da amostra foram
obtidas através de estudo com planejamento composto central rotacional:
volume de 10,0 mL de cerveja desgaseificada, seguido da adicédo de 5,0 mL de
HNOsz e 2,0 mL H202 e uma etapa de aquecimento de 93 min com o bloco
digestor a 160 °C. Os limites de quantificagdo do método foram < 0.100 mg L
para todos os elementos investigados independente da técnica analitica
utilizada, ficando abaixo, por exemplo, dos valores estipulados para Zn e Ni pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil. Os testes de recuperacdes
em trés diferentes niveis de concentracdo apresentaram valores médios de
101% para Fe, Mg e Zn por F AAS, 99% para Na por F AES, e 101% para Ca,
K, Mn e Ni por MIP OES. Os estudos comparativos entre as diferentes técnicas
avaliadas mostraram, pelo teste T com nivel de 90% de confianca, que ndo ha
diferenca significativa para as determinacdes dos analitos em amostras de
cerveja. De modo geral os RSD’s foram baixos, variando na média de 3,2% para
todas as determinacdes realizadas. O método de preparo da amostra proposto
mostrou ser simples, rapido, de baixo custo e confiavel para analise de cervejas

nas diferentes técnicas de espectrometria atdmica avaliadas.

Palavras-chave: Cerveja, planejamento composto central rotacional,
decomposicédo acida, MIP OES, F AAS/F AES.
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ABSTRACT

Title: Evaluation of beer sample decomposition with reflux system for analysis by
Atomic Spectrometry Techniques.

Author: Paulo Roberto Pereira de Leao

Academic Advisor: Anderson Schwingel Ribeiro

Academic Co-advisor: Aline Lisb6éa Medina

This study describes the development of an analytical method for beer
sample mineralization and metal determination by atomic spectrometric
techniques. Samples were prepared by nitric acid decomposition with reflux
system, and F AAS (Fe, Mg and Zn), F AES (Na) and MIP OES (Ca, Fe, K, Mg,
Mn, Na, Ni and Zn) performed the determinations. The best conditions for sample
decomposition were obtained through studies with central composite design: 10.0
mL of degassed beer followed by the addition of 5.0 mL of HNO3 and 2.0 mL
H>0O2 and a heating step in the digester block at 160 °C for 93 min. The limits of
quantification of the method were < 0.100 mg L for all analytes investigated,
regardless of the analytical technique used, and below the values established for
Zn and Ni by the Brazilian Health Surveillance Agency. The recovery test at three
different concentration levels showed results around 101% for Fe, Mg, and Zn by
F AAS, 99% for Na by F AES and 101% for Ca, K, Mn and Ni by MIP OES. The
comparative study of the different techniques showed that by the t-test at 90%
level of confidence, there is no significant difference for the analyte
determinations in beer samples. Overall the RSD’s were low, ranging on average
of 3.2% for all determinations. The sample preparation method proved to be
simple, fast, low-cost and reliable for beers analysis by different techniques of

atomic spectrometry.

Keywords: beer, central composite design, acid decomposition, MIP OES, F
AAS/F AES.
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1. Introducéo

A cerveja é uma bebida fermentada a partir de cereais maltados, normalmente
de malte de cevada, com ou sem materiais ricos em amido e aromatizada por Iupulo
(1,2). A base da cerveja € fornecida pelo malte de cevada, sendo que, atualmente,
muitos cervejeiros comecaram a usar adjuntos ricos em amido, substituindo os
ingredientes originais por outros, tais como, arroz, milho ou trigo (3). Atualmente é
uma das bebidas mais consumidas no mundo, sendo que, em 2013, o Brasil estava
entre os maiores produtores, atrds apenas dos Estados Unidos da China (4).
Recentemente foi catalogado mais de 140 estilos de cerveja, sendo eles pilsen, weiss,
lager, porter e pale ale, os quais diferem na composicao dos ingredientes, o que atribui
caracteristicas especificas para cada estilo (5). Estudos indicam que a cerveja pode
trazer beneficios a saude humana quando ingerida de forma moderada, devido a
presenca de certos componentes como antioxidantes, fibras, vitaminas e minerais (6);
sendo que Ca, Zn, Fe e Mg essenciais para alimentagédo humana (7).

Elementos minerais e metalicos encontrados na cerveja podem ser provenientes
de fontes naturais (solo, agua, cereais, lupulo e levedura) bem como da contaminacgao
ambiental, fertilizantes e pesticidas, do processo industrial ou de embalagens (8,9).
Aproximadamente 0,4% da cerveja sdo constituidas de mineiras com funcoes
especificas e essenciais para sua producdo (10), como o Fe, responsavel pela
estabilizacdo da espuma, além de controlar o aroma durante a etapa de fermentacao
da cerveja (11,12), Zn e Mg, 0s quais sao responsaveis pela ativacdo de algumas
enzimas importantes na fermentacéo, e Na, que pode influenciar no sabor da cerveja
(11). Entretanto, alguns metais podem influenciar negativamente nas caracteristicas
sensoriais, como Fe e Mn, que além de afetar a fermentacéo, podem deixar gosto
metalico na cerveja e acelerar sua deterioracdo (13). Desse modo o controle desses
elementos € de extrema importancia, considerando que podem interferir nas
caracteristicas da cerveja de maneira desejavel ou indesejavel, afetando sua
producéo, e podendo assim ndo manter um padrédo de qualidade para o produto.

O objetivo do trabalho foi avaliar o uso de um sistema de refluxo para as
decomposicbes de amostras de cerveja em copo aberto, sendo que a otimizacéo
experimental foi realizada através de planejamento estatistico com metodologia de

superficie de resposta, para a posterior determinacao de Fe, Mg e Zn por F AAS, Na
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por F AES, e Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni e Zn por MIP OES. Buscou-se o
desenvolvimento de um método eficiente para o preparo de amostra em cerveja que
apresentasse baixo custo, praticidade e seguranca para o monitoramento e controle
da qualidade dessa bebida. Entre as amostras avaliadas estao cervejas de grandes

marcas comerciais e cervejas artesanais produzidas no Brasil.

2. Revisdo Bibliogréfica
2.1. Origem da cerveja

Alguns historiadores sugerem que a primeira cerveja tenha sido produzida na
China entre 9000 a 7000 AC. Entretanto 0s primeiros registros escritos envolvendo o
consumo da mesma foram em 2800 AC na Mesopotamia. Todavia, existem fortes
indicios de que a cerveja surgiu em 9000 AC durante a Revolucdo Neolitica, quando
a humanidade comecou a formar os primeiros burgos (primeiras casas construidas de
forma rudimentares). Com esse novo estilo de vida, surgiu a necessidade de
armazenamento dos graos cultivados, 0os quais eram armazenados em celeiros ou
triturados para producéo de farinha, originando de forma involuntaria os primeiros
litros de cerveja (14,15). Os primeiros vestigios da producéo de cerveja na Europa sao
por volta de 3600 AC, em diferentes locais do continente Europeu, influenciados pelos
egipcios. Naguela época a cerveja era a bebida das classes menos favorecidas,
enquanto que os aristocratas da época consumiam vinho (15).

No Brasil o habito de tomar cerveja surgiu com D. Jodo VI, no século XIX, época
a qual a cerveja era importada dos paises europeus. Em 1888 foi fundada no Rio de
Janeiro a primeira cervejaria “Manufatura de Cerveja Brahma Viligier e Cia”. Em 1981,
em S&ao Paulo, foi criada a Companhia Antartica Paulista e essas duas cervejarias
mais uma belga encontram-se fundidas, gerando a Interbrew (16), sendo que
atualmente a AB InBev é a maior cervejaria do mundo (17).

O processo cervejeiro era exercido por padeiros, devido a natureza da matéria
prima, como graos de cereais e levedura. A cevada era deixada submersa em agua
até germinar e entdo moida grosseiramente, moldada em bolos, aos quais se
adicionava a levedura. Os bolos apés parcialmente assados e desfeitos, eram
colocados em jarra com agua e deixados fermentar. Esta cerveja rastica ainda é

fabricada no Egito com o nome de “bouza” (18,19).
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A cerveja possui uma das regulamentacdes mais antigas ja conhecidas, criada
em 1516 em Munich pelo Duque Wilhelm IV, a Reinheitsgebot (lei da pureza Alema),
bania o uso de trigo e centeio na fabricacéo de cerveja, garantido a disponibilidade
desses cereais para producdo de pao, limitando apenas o uso de cevada, agua e
[Upulo para producdo de cerveja (5). Atualmente a lei de VorlaufigesBiergesetz,
criada em 1993, autorizou o uso de leveduras para fabricacdo de cervejas de baixa
fermentacéo, e para cervejas de alta fermentacdo o uso de diferentes tipos de malte
e adjuntos agucarados (14).

2.2. Producao e mercado cervejeiro

Em 2013, a producéo mundial de cerveja chegou a 192,940 mil quilolitros. A Asia
(34%) é a regido de maior producdo, seguida da Europa (27,6%), América Latina
(17,1%) e América do Norte (12,6%) (20). No Brasil a induastria cervejeira €
responsavel por 2% do produto interno bruto e 15% da industria de transformacao
nacional, sendo que gerou investimento de 17 bilhdes de Reais entre 2010 a 2013,
empregando cerca de 2,7 milhdes de pessoas. Em 2013 foi produzido cerca de 13,5
bilhdes de litros de cerveja no Brasil, levando o pais ao terceiro lugar no ranking da
producdo mundial, atrds somente da China e Estados Unidos. O brasileiro consome
cerca de 68 litros por pessoa anualmente. Os maiores consumidores sao a Republica

Tcheca (149 litros por ano), Austria (108 litros por ano) e Alemanha (106 litros por ano)

(4).

2.3. Legislacéao

No Brasil ndo é obrigatorio informar Tabela nutricional no rétulo da cerveja.
Entretanto ha algumas leis e decretos que regulamentam a quantidade de aditivos
alimentares e coadjuvantes empregados na fabricacao (21), assim como a quantidade
maxima de minerais (22). Com a criacdo do Bloco Econémico do Mercosul surgiu a
Resolucdo - RDC n° 42, de 29 de agosto de 2013, cuja a qual padroniza as
guantidades de contaminantes em bebidas (23). Na Tabela 1 estéo os limites maximos

tolerdveis para metais e contaminantes em bebidas.
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Tabela 1: Limites toleraveis de metais e contaminantes em bebidas do Mercosul.

Elemento Quimico Limite maximo toleravel (mg Kg)
Arsénio 0,10
Chumbo 0,20
Céadmio 0,02
Cobre 5
Niquel 0,1
Zinco 1

Fonte: Decreto N° 55.871 (22), Regulamento Técnico (23).

Os niveis de contaminantes inorganicos nos alimentos deverdo ser 0s mais
baixos possiveis, devendo prevenir-se a contaminacao do alimento na fonte, aplicar a
tecnologia mais apropriada na producdo, manipulagcdo, armazenamento,
processamento e envase, de forma a evitar que um alimento contaminado seja
comercializado ou consumido (22).

No Brasil, o Decreto N° 6.871, de Outubro de 2009, define a cerveja como uma
bebida obtida pela fermentacéo alcodlica do mosto cervejeiro originario de malte de
cevada e agua potavel, por acéo da levedura, com adicédo de IUpulo, podendo este ser
substituido por seus respectivos extratos, o cereal podendo ser maltado ou néo, e
substituido por carboidrato de origem vegetal (21). A cerveja pode ser classificada
guanto seu extrato primitivo, cor, teor alcoodlico, propor¢cdo do malte, fermentacéo e

aditivos, conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2: Classificacao da cerveja conforme a legislagéo brasileira.

Tipo Requisitos
Quanto o extrato primitivo
Cerveja leve Extrato primitivo = 5% p/p e< 10,5% p/p

Cerveja leve light

Cerveja comum
Cerveja extra

Cerveja extra forte

Extrato primitivo = 5% p/p e < 10,5% p/p, reducéo de 25%
dos nutrientes, ou do valor energético com relagdo a
cerveja similar, e com valor energético < 30 Kcal L?
Extrato primitivo = 10,5% p/p e < 12% p/p

Extrato primitivo = 12% p/p e <14% p/p

Extrato primitivo = 14 % p/p

Quanto a cor

Cerveja clara

Cerveja escura

> 20 unidades EBC (European Brewery Convention)
< 20 unidades EBC (European Brewery Convention)

Quanto ao teor alcodlico

Cerveja sem alcool

Cerveja com alcool

< 5% v/v de alcool, ndo sendo obrigado declarar no rotulo
o teor
= 5% vlv, devendo obrigatoriamente declarar no rotulo o

teor alcoodlico

Quanto a proporcédo de malte e cevada

Cerveja puro malte
Cerveja
Cerveja com nome do

vegetal predominante

100% p/p de malte de cevada como fonte de acgucar
= 50% p/p de malte de cevada como fonte de agucar

Malte de cevada > 20% e < 50% como conte de acucar

Quanto a fermentacéo

Baixa fermentacéo

Alta fermentacéo

Processo de fermentacéo que utiliza leveduras ativas a
temperaturas baixas (9° a 15 °C), com fermentacédo mais
lenta e mais aromas

Processo de fermentacéo que utiliza leveduras ativas a
temperaturas mais elevadas (15° a 25°C), com aromas

tipicos frutados e, por vezes, condimentados

Fonte: Decreto N° 6.871 (21)
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2.4. Ingredientes e valor nutritivo da cerveja

A cerveja contém importantes vitaminas do complexo B, polifendis, fosfatos,
acidos orgéanicos e &cidos nucléicos além de ser uma auténtica fonte de nutrientes e
fibras solGveis. E importante ressaltar que o consumo moderado da cerveja ndo é
prejudicial para o organismo e serve como complemento da alimentacdo, ja que
contém pouco acgucar, nenhuma gordura e é rica em carboidratos, vitaminas, minerais
e outras substancias benéficas ao organismo (6).

A fabricacdo da cerveja é realizada a partir de trés ingredientes basicos: agua,
malte e IUpulo, existindo ainda a possibilidade de adicdo de adjuntos. H& muitas
variagdes na proporcao dos ingredientes, no grau de maltagem do cereal, no tipo de
[Gpulo, fermentacao, temperatura, entre outros (16). A legislacao brasileira considera
como adjuntos cervejeiros 0s cereais aptos ao consumo humano e os amidos e
acucares de origem vegetal, sendo o milho e o arroz os mais empregados pelas

cervejarias brasileiras (21).

2.3.1 Agua

A agua é o ingrediente primario da cerveja, correspondendo a cerca de 90% da
matéria prima empregada na fabricacdo, sendo importante no processo de
fermentacdo (14). Por este motivo as industrias cervejeiras localizam-se em regides
onde a composicao da agua é relativamente uniforme e de boa qualidade.

Na natureza a agua contém diversos sais dissolvidos, de composicéo e teor
diferente, de acordo com sua regido. Se o teor desses compostos for alto, a agua
passa a ter sabor conforme os sais nela dissolvidos. Além disso, as aguas naturais
podem possuir matéria organica, que além do sabor, atribuem odor. Deste modo, 0s
sais dissolvidos e 0s compostos organicos presentes na agua influenciam diretamente
Nnos processos quimicos e enzimaticos que ocorrem durante a fermentacdo, e
consequentemente na qualidade da cerveja produzida. Portanto, a agua para
fabricacdo de cerveja pode ser tratada por diferentes processos, visando purifica-la, e
se necessario efetuar modificacdes nos niveis organicos apresentados, tornando-a de
boa qualidade para o processamento. Alguns dos requisitos basicos para obter 4gua

cervejeira de qualidade séo: seguir padrdes de potabilidade; ser limpa, inodora e
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incolor; apresentar alcalinidade de 50 mg/L ou menor (preferencialmente inferior a 25
mg L) e possuir concentracdo de célcio ao redor de 50 mg L (18,19).

A agua utilizada em micro cervejarias, provenientes de tratamentos municipais
ou de pocos, deve ser regularmente analisada quanto a dureza em carbonatos e
avaliada quanto ao cheiro, sabor, coloragdo, turbidez, e em intervalos maiores,
submetida a analises microbiolégicas. Ja& a &gua fornecida por encanamentos
subterraneos oriunda de fontes rasas, possui composicéo diferenciada dependendo
de cada regiao (24).

2.3.2. Malte

O malte é definido como a matéria prima resultante da germinacdo, sob
condi¢cBes controladas de qualquer cereal (cevada, milho, trigo, aveia, entre outros).
A principio qualquer cereal pode ser malteado, considerando, entre outros fatores, o
seu poder diastasico (alto teor de conversédo do amido contido no grdo em maltose) e
0 seu valor econdmico (14).

O malte utilizado em cervejarias € predominantemente obtido da cevada, uma
graminea pertencente ao género Hordeum, cujos graos na espiga, alinhados em duas
ou seis fileiras, sédo envoltos por diversas camadas celuldsicas. A primeira camada,
denominada palha, a qual é eliminada no beneficiamento, e outras camadas
aderentes ao grdo, em conjunto denominado de casca, ndo eliminadas no
beneficiamento e que posteriormente desempenham um papel importante na técnica
cervejeira (14).

Apés a colheita da safra, os graos (sementes) sdo armazenados em silos, sob
condi¢cBes controladas de temperatura e umidade, aguardando o envio para a
maltearia, industria de transformacdo da cevada em malte. O processo de
transformacédo do grao de cevada em malte consiste em submeter a semente em
condicBes favoraveis de germinacéo, controlando a temperatura, umidade e areacao,
interrompendo a germinacéao, tdo logo o grédo tenha iniciado a criacdo de uma nova
planta. Nesta fase, o amido presente no grdo malteado apresenta-se em cadeias
menores que na cevada, o que o torna mais solavel, possuindo enzimas no interior do

grao gque sao fundamentais para o processo cervejeiro (14,25).
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Existem outras fontes de acgucar para o processamento da cerveja, tais como
amido, sacarose, glicose e xaropes oriundas de milho, trigo entre outros cereais.
Entretanto cada pais regula os limites maximos permitidos, como por exemplo, 0s
Estados Unidos, que tolera cerca de 34% v/v, enquanto que no Brasil esse limite é de
45% (26).

2.3.3. Adjuntos

Adjuntos sao fontes alternativas de extrato fermentavel, empregados na
substituicéo de parte do malte e utilizados normalmente como fontes mais econémicas
de extrato. Além disso, agregam caracteristicas de qualidade a cerveja, tais como cor,
sabor e espuma. Os adjuntos cereais mais comuns sao o milho, o arroz e o trigo, os
guais sdo adicionados na fase de preparacdo do mosto cervejeiro. As enzimas
hidrolisam o amido contido no proprio malte em agucares fermentaveis. Normalmente,
eles contribuem apenas como extrato, sem atividade enzimatica, sdo mais baratos

gue o malte, além de néo influenciarem no sabor do produto (27).

2.3.4. Levedura

As caracteristicas de sabor e aroma de qualquer cerveja sédo determinadas pelo
tipo de levedura utilizada. O género Saccharomyces apresenta varias cepas
consideradas seguras e capazes de produzir dois metabdlitos primarios importantes
para fermentacao, etanol e diéxido de carbono. Os dois estilos mais importantes de
cerveja, Lager e Ale, sado fermentados com cepas de S. uvarum (carlsbergensis) e S.
cerevisiae, respectivamente. Atualmente, taxonomistas de leveduras tém designado

todas as cepas empregadas na producao de cerveja a espécie S. cerevisiae (14).

2.3.5. Lupulo

O lgpulo (Humuluslupulus) (Figura 1) € uma planta trepadeira, perene que
pertence ao grupo das Urtiaceas e da familia Cannabianceae, de origem europeia,
cultivadas em regifes frias como Bélgica, Alemanha, Republica Tcheca, Reino Unido,
Polénia e Estados Unidos da América, Argentina, Chile e outros paises entre os

paralelos de latitude 35° e 55° (28). O estudo das propriedades de alguns compostos
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presentes no lapulo revelou efeitos bioativos em grande parte de seus metabdlitos,
como propriedades antibidticas e anti-inflamatérias. (29). Existem relatos na literatura
gue descrevem a sua utilizacdo durante a idade média, pelos monges alemaes no
processo de fabricacdo da cerveja mondstica, inicialmente utilizado para
contrabalancear o sabor doce do malte utilizado na época (15).

O ldpulo € a matéria prima imprescindivel na producdo de cerveja,
proporcionando aromatizacdo caracteristica e sabor amargo a cerveja, além de atuar
como clarificador, precipitando as proteinas do mosto (1,14).0 ldpulo pode ser
comercializado na forma de flores secas (in natura), pellets ou em extratos, podendo
tradicionalmente ser classificado conforme suas caracteristicas predominantes, em

[Gpulos aromaticos e de amargor (1).

2.5. Tipos de cervejas

As cervejas séo classificadas de acordo com o processo fermentativo, como
cerveja de alta ou baixa fermentacdo. A grande parte das cervejas € de baixa
fermentacdo, ou seja, quando expostas a temperaturas entre 9 a 14 °C, o levedo fica
depositado no fundo do tanque (30). A cerveja do tipo Lager € a mais consumida no
mundo, oriunda de baixa fermentacéo, tém graduacédo alcodlica entre 4 e 5 %. Existem
muitos estilos de Lager, sendo a maioria de coloracdo clara e com sabor
moderadamente amargo. Sao do tipo Lager: Pilsener, Munchener, Vienna, Dortmund,
Einbeck, Bock, Export e Munich, a maioria delas um tributo as cidades de onde vieram

as formulas (31).
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J& as cervejas de alta fermentacao, sao aquelas cujas leveduras flutuam durante
0 processo fermentativo em temperatura de 20 a 25 °C apds fermentar o mosto,
gerando um produto de cor avermelhada, sabor forte, ligeiramente acido e com teor
alcodlico entre 4 a 8 % (30). Com sabor adocicado, encorpado e frutado, a cerveja
tipo Ale é produzida a partir de cevada maltada e levedura de fermentagéo alta, sao
do tipo Ale: Stout, American Strong Ale, India Pale Ale e Irish Red Ale (31).

2.6. Minerais

Muitas vezes os minerais sdo oriundos das matérias primas empregados na
fabricacdo da cerveja, entretanto quantidades pequenas podem ser derivadas da
planta de fabricagdo. Algumas matérias primas podem contribuir com quantidades
tracos de elementos necessarios para nutricdo das leveduras, como exemplo o Cu,
Fe, Mn e Zn (12,32). Os metais expostos na Tabela 3 podem ser cofatores essenciais
para numerosas enzimas fermentativas, sendo componentes necessarios do sistema
de transporte e que também satisfacam diferentes papéis ou funcdes estruturais,
necessaria para o crescimento de levedura e quando em concentracdes elevadas,
podem ser potencialmente téxicos (12).

O Zn € um nutriente essencial para vitalidade e sobrevivéncia das leveduras,
importante para a acao de varias enzimas, como a alcool desidrogenase e superoxido
dismutase, também pode servir de ponte entre os residuos de iso-a-acidos dentro dos
complexos com polipeptidios anfipaticos (moléculas que apresentam uma regido
hidrofilica e outra hidrofébica) que ocorrem nas bolhas de espuma (14).

Ja o Fe e o Cu juntamente com as substancias encontradas no lupulo podem
formar complexos surfactantes que estabilizam a espuma da cerveja. Muitos
cervejeiros adicionam pequenas quantidades desses elementos para o controle do
aroma durante a fermentacdo. Também podem participar das reacdes de oxidacéo e
reducédo, que acabam deteriorando o sabor da cerveja (14).

Os metais estdo presentes no meio ambiente por causas naturais, além das
atividades como mineracao, fundicdes, incineracdo e depdésitos de residuos, que
propiciam ainda mais o seu contato. Além disso, o aumento da utilizacdo de
fertilizantes e pesticidas podem também levar a um acréscimo na concentracdo de

metais no solo e plantas, sendo esse acumulo problematico devido os grandes riscos
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a saude humana causada por alguns elementos quimicos (33,34), por outro lado, o
Cu, Na, K, Ca Mn e Zn séo essenciais para 0s processos fisiologicos, tendo em vista
que certas enzimas necessitam de ions para a sua atividade catalitica (33).

2.7. Espectrometria de Absorgdo Atdomica

A AAS é uma técnica analitica que se baseia na capacidade de &tomos no
estado fundamental absorverem energia a partir de uma fonte de radiacdo
caracteristica para cada elemento. Esta técnica ja esta consolidada e empregada para
cerca de 70 elementos, para uma ampla gama de amostras na forma sélida, liquida e
gasosa, dependendo do atomizador utilizado para cada determinagcdo nos mais
variados tipos de amostras, como chama, forno de grafite ou célula de quartzo (35,36).

2.7.1. Espectrometria de Absorcdo/Emissdo Atémica por Chama

A F AAS/F AES séao técnicas simples, robusta, seletiva e com capacidade de
distinguir diferentes elementos quimicos em amostras complexas, com custos de
aquisicdo e manutencao acessiveis. A amostra liquida € introduzida no atomizador por
meio de uma camara de nebulizacdo que converte o liquido em um aerossol, sendo
misturado com o0 gas comburente e oxidante antes de atingir o queimador (35). O
principio da técnica de F AAS baseia-se na medida da absorcdo da radiacao
eletromagnética, proveniente de uma fonte de radiacdo, por atomos gasosos no
estado fundamental, enquanto que para F AES baseia-se na medida de emisséo de
radiacdo eletromagnética por atomos excitados pela chama. O processo de formacao
de atomos gasosos no estado fundamental, denominado atomizacéo, pode ser obtido
via chama, via eletrotérmica, ou por reacdo quimica especifica, como a geracao de
vapor frio de Hg. A Espectrometria de Absor¢cdo em Chama (F AAS) é a mais utilizada
para andlises elementares em niveis de mg L* (36). Um Unico instrumento pode
operar com uma das duas técnicas de espectrometria atbmica, basta o operador

selecionar o tipo de analise que sera realizada, F AAS ou F AES.
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2.7.2. Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Induzido por micro-
ondas (MIP OES)

O espectrometro de emisséo Optica com plasma induzido por micro-ondas utiliza
o plasma de nitrogénio, o qual € gerado por uma energia de micro-ondas
magneticamente acoplada. O uso de uma fonte de gas separado se torna
desnecessaria, uma vez que um gerador de nitrogénio e um compressor de ar simples
séo suficientes para rodar o plasma (37).
Sao encontrados estudos na literatura com determinagdes de metais utilizando
o MIP OES, tais como Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni e Pb em amostra de couro (38), Cr, Ni,
Pb e V em amostras de gasolina e etanol (39), B em amostras de vinho turco (40), Cu,
Mn, Zi, e Fe em amostras de carne e fertilizantes (41) e a uma grande tendéncia de
essa técnica se despontar como uma das mais utilizadas para analise de rotina entre
as técnicas de espectrometria atbmica, ndo so6 pela sua simplicidade operacional, mas

em funcéao principalmente da sua relacdo custo/beneficio.

2.8. Determinac&o de minerais em cerveja

A quantificacdo de metais em amostras de cerveja geralmente é realizada
através das técnicas de Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Chama (F AAS)
(8,42,43), Espectrometria de Absorcdo Atdbmica com Chama e Forno Tubular com
Termo Spray (TS-FF AAS) (44), Espectrometria de Absorcédo Atémica com Forno de
Grafite (GF AAS) (45), Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP OES) (46,47,48), e Espectrometria de Massas com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-MS) (49,50). Aléem das técnicas citadas acima, a
Espectrometria de Emiss&o Optica com Plasma Induzido por Micro-ondas (MIP OES)
€ uma nova e interessante alternativa, nao so por apresentar caracteristicas de analise
multielementar, o que diminui o tempo da analise e consumo de amostra, mas também
por utilizar um plasma de nitrogénio, que € proveniente de gerador alimentado por ar
comprimido, diminuindo assim significativamente os custos das analises.

Para a determinacédo de metais por técnicas de espectrometria atbmica onde se
utiliza a introducéo da amostra no equipamento por sistema de nebulizacéo, se faz
necessario que a amostra esteja em solucdo. O uso da decomposicdo acida em

sistemas abertos utilizando blocos digestores (47,48,51) e sistemas fechados em
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fornos de micro-ondas (43,50) € amplamente utilizado para esta finalidade, no entanto
em sistemas abertos, existe a possibilidade de ocorrer perdas por volatilizacdo dos
analitos e reagentes, enquanto que em sistemas fechados, se faz necesséario utilizar
volumes menores de amostra para ndo comprometer a seguranca de trabalho, o que
prejudicaria os limites de quantificacdo dos métodos.

Uma alternativa de preparo de amostras para a determinacdo de metais € 0 uso
de um sistema de refluxo nas decomposi¢cées em copo aberto, no intuito de evitar
perdas por volatilizagdo, pois durante o processo de condensacao no dedo frio, a
solucdo formada retém as espécies volatilizadas, e durante o processo de
gotejamento, os volateis retornam ao meio reacional. Diversas aplicacdes com esse
sistema podem ser encontradas na literatura (52,53,54).

O preparo da amostra € uma etapa crucial, visto que nesta etapa deposita-se
maior atencédo e tempo, além de ser na maioria das vezes a etapa que gera 0s maiores
gastos e erros. O ideal € que a determinagao dos elementos seja feita diretamente no
local de amostragem, através da analise direta sem tratamentos prévios, pois ha uma
diminuicdo das etapas na sequéncia analitica, tornando os métodos mais simples. No
entanto, € limitado o nimero de equipamentos que podem ser levados ao campo para
a determinacdo de todas as espécies quimicas em qualquer tipo de amostra. Devido
a isto, € necessario que as amostras sejam submetidas ao tratamento adequado em
laboratorio para a determinacéo dos elementos de interesse (56).

Na Tabela 3 estdo dispostos alguns métodos aplicados para o preparo de
amostra de cerveja e determinacdo de metais. Em sua maioria observa-se a utilizacéo
da digestdo acida em sistema aberto para analise de metais como Pb e Cd, além do
emprego da analise direta, a qual ndo ha necessidades de preparo de amostra. A
analise direta pode gerar, entretanto, efeito de matriz por se tratar de uma amostra
complexa, como a cerveja, sendo necessario muitas vezes o uso de uma etapa de

diluicdes para minimizar as interferéncias.
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Tabela 3: Métodos analiticos utilizados no preparo de amostras de cervejas para determinacdo de metais

_ _ Volume de Tecnica de _
Analitos Procedimentos . ) Referéncia
amostra analise aplicada
Digestédo acida assistida por micro-ondas e digestdo
Al em sistema aberto com auxilio de catalisador de 5mL GF AAS (55)
vanadio
Co, Cr,Cu, Fe, Pb e _ _ )
. Digestao acida em sistema aberto 50 mL ICP OES (48)
n
Cd, Co, Cu, Pb e Zn Banho de areia e extracéo liquido-liquido - F AAS (56)
Cd, Co, Cu, Nie Zn Pré-concentracao 200 mL ICP OES (46)
Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, . ' _
Digestado acida em sistema aberto 10 mL F AAS (57)
Pb e Zn
Cu, Mn e Fe Andlise direta - ICP OES (58)
Cu, Mn, Pb e Zn Andlise direta - TS FF AAS (44)
Al, Cd, CuePb Andlise direta - GF AAS (59)
Al, Ca, Cr, Cu, Fe, Mn,
_ _ - ICP OES (60)
Zn, Mg, Na, K, P e La Andlise direta
Zn, P, B, Mn, Fe, Mg, . ) .
Digestao acida em sistema aberto 50 mL ICP OES 47)

Al, Sr, Ca, Ba, Nae K
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3. Materiais e Métodos
3.1. Instrumentacéao

As determinagdes monoelementares de Fe, Mg, Na e Zn foram realizadas
em um espectrometro de absorcdo atbmica por chama Perkin EImer AAnalyst
200 (Shelton, CT, EUA), equipado com lampada de deutério para corre¢do do
sinal de fundo e lampadas de catodo oco Perkin Elmer (Shelton, CT, EUA) para
cada analito. Os parametros instrumentais utilizados foram conforme as
recomendagOes do fabricante. Foi utilizado a chama de ar/acetileno, com a
pureza do gas oxidante de 99,7 % (Linde, S&o Paulo, Brasil) numa vazao de ar
de 10,0 L min', e acetileno de 2,37 L min! para Na, e 2,75 L min' para Zn, Mg
e Fe. As vazbes dos gases (ar e acetileno) foram otimizadas através de
delineamento composto central rotacional (DCCR), 22 com 3 pontos centrais e 4
pontos axiais, considerando as seguintes variaveis independentes, vazéo do ar

(8 212 L min't) e vazdo de acetileno (2 a 3,5 L mint) (Tabela 4).

Tabela 4: Variaveis independentes e respectivos niveis estudados no
DCCR para otimizacao da vazao dos gases no F AAS.

o Niveis
Variaveis independentes
-1,41 -1 0 1 1,41
Vazdao de ar (L min?) 8 9 10 11 12
Vazao de acetileno (L min) 2 237 2,75 3,12 3,5

As determinacfes multielementares de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni e Zn
foram realizadas utilizando um espectrometro de emissdo Optica com plasma
induzido por micro-ondas MP AES 4200 da Agilent Tecnologies (Melbourne,
Australia), equipado com um nebulizador e uma céamara de pulverizacao
ciclonica de vidro dupla passagem. Nitrogénio foi extraido do ar utilizando um
gerador de nitrogénio 4107 (Agilent Technologies, Melbourne, Australia). O
alinhamento da tocha e calibracdo do comprimento de onda de cada elemento
foi realizado utilizando uma solucéo de calibracdo em meio de HNO3 semelhante
as amostras e otimizados automaticamente pelo instrumento com o MP Expert
Software (versdo 1.5.1.0, Agilent Technologies, Melbourne, Australia). As

condi¢cOes operacionais utilizadas estao apresentadas na Tabela 5.

26



Tabela 5: Parametros de instrumentais para determinacgoes por MIP OES.

Elementos Comprimento de Posico FIu>$o de gas de.
onda (nm) nebulizagéo (L/min)

Ca 393,366 10 0.60
Fe 371,933 0 0,75
K 766,491 10 1,00
Mg 285,213 10 0,70
Mn 403,076 0 0,90
Na 588,995 0 1,00
Ni 352,454 0 0,70
Zn 213,875 0 0,55

Para a decomposicdo da amostra foi utilizado um bloco digestor
convencional (modelo MA-4025, Marconi, Brasil) utilizando tubos digestores
acoplados a um sistema de refluxo com recirculacéo de agua a 15 °C proveniente
de um banho termostatizado (modelo Q-214M2, Quimis, Sao Paulo, SP, Brasil),
conforme desenvolvido por Oreste et al. (61). A desgaseificacdo da amostra foi
realizada utilizando banho ultrassénico (40 (H) S Elmasonic, Elma, Singen,

Alemanha).

3.2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Para o preparo das
solucdes, utilizou-se agua desionizada obtida a partir da destilagio em um
destilador fabricado em vidro (MAO78/5, Marconi, SP) e posteriormente eluida
em um desionizador (CS1800 Evolution, Permution, PR). Solu¢cdes de trabalho
para e Mg e Na foram preparadas por diluicbes feitas a partir de uma solucdo
estoque para AAS contendo 1000 mg L (Fluka, Buchs, Suica). Para Zn e Fe,
as solucdes de trabalho foram obtidas de forma semelhante, a partir de solucdes
estoque que foram preparadas a uma concentragdo de 1000 mg L de Tritisol®
(Merck, Darmstadt, Alemanha) em agua desionizada. Para Ni, Mn, Ca e K foi
utilizado a solucdo de padrdo multielementar para ICP, 100 mg L (Sigma

Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Na etapa de preparo das amostras foi utilizado
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HNO3z 65 % v/v (Synth, Diadema, Brasil) bidestilado abaixo do seu ponto de
ebulicdo em um destilador de quartzo MA-075 (Marconi, Piracicaba, Brasil) e
H>02> 30% v/v (Merck, Darmstadt, Germany). Toda a vidraria e materiais de
laboratorio foram descontaminados por imersdo em solugédo de HNOs a 10 % v/v
por, pelo menos, 24 h, sendo posteriormente lavados com agua desionizada e

secos a temperatura ambiente antes de seu uso.

3.3. Amostras

Um total de 23 amostras de cerveja tipo porter, lager, pale ale e weiss foram
adquiridas em mercado local (Pelotas-RS, Brasil), sendo seu contetdo
homogeneizado e desgaseificado em banho ultrassénico por 15 min antes dos
experimentos e armazenado a -18 °C. Para o desenvolvimento do método, foi
utilizada uma cerveja tipo Porter (amostra 1) e além destas, outras 3 amostras
de cervejas do tipo lager (amostra 2), pale ale (amostra 3) e weiss (amostra 4)
foram utilizadas para verificar a exatiddo do método pelas técnicas de F AAS e
F AES, através de ensaios de adicdo e recuperacdo. Para as determinacdes
multielementares pela técnica de MIP OES novos lotes das mesmas amostras
foram empregados, recebendo a numeracdo de 5 a 8. Posteriormente a
checagem da exatidao, o método foi aplicado na determinacédo de Ca, Fe, K, Mg,
Mn, Na, Ni e Zn em outras 15 amostras de cerveja por MIP OES. Foi realizado
também estudos comparativos entre as diferentes técnicas avaliadas para a

determinacdes de Na, Mg, Fe e Zn nessas amostras de cerveja.

3.4. Preparo da amostra

Para o preparo das amostras, foi utilizada a decomposi¢cédo acida em copo
aberto no bloco digestor, sendo que em cada tubo reacional foi introduzido um
dedo frio, o que permite operar a etapa de aquecimento do bloco em
temperaturas superiores ao ponto de ebulicdo dos &cidos. Esse procedimento
de decomposicdo com sistema de refluxo (Figura 2) além de permitir o
aguecimento em elevadas temperaturas, propicia também numa maior eficiéncia
de transferéncia de calor e aumento na turbuléncia no meio reacional, fazendo

com que a digestdo se torne mais rapida e eficiente (61).
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Figura 2: A) Esquema do dedo frio acoplado ao tubo digestor de vidro. 1 - entrada
de agua; 2 - saida de agua; 3 - tampdao de extremidade de PTFE; 4 - saida de
gas; 5 - baldo de reacéo. B) imagens de sistema do dedo frio (61).

O uso do sistema de refluxo € uma alternativa as decomposi¢coes em

sistema aberto, o qual evita as perdas por volatilizacéo, pois durante o processo

de condensacéao no dedo frio, a solucdo formada retém as espécies volatilizadas

e durante o processo de gotejamento retorna ao meio reacional. Diversas

aplicacbes recentes podem ser encontradas na literatura para diferentes
(52,53,54,61).

O procedimento de digestdo foi otimizado através de um planejamento

estatistico e foi aplicado para todas as amostras, conforme segue: 10,0 mL da

amostra desgaseificada e 5,0 mL de HNO3s foram adicionados no tubo digestor

com auxilio de micropipetas, seguido de uma etapa de aquecimento com o bloco

digestor a 160 °C por 75 min. Posteriormente a um breve resfriamento, foram

adicionados 2,0 mL de H20O, e novamente aquecido por mais 18 min para a

completa mineralizacdo, obtendo por fim uma solugdo resultante que foi

guantitativamente transferida e avolumada a 25,0 mL com agua desionizada.
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Para o desenvolvimento deste procedimento, foi empregado um
delineamento composto central rotacional (DCCR), 23 com 3 pontos centrais e 6
pontos axiais, considerando as seguintes variaveis independentes: volume de
amostra (de 2,5 a 10 mL), temperatura do bloco digestor (de 120 a 160 °C) e
tempo de decomposicao (de 30 a 120 min) (Tabela 6).

Tabela 6: Varidveis independentes e respectivos niveis estudados no

DCCR para otimizacao da decomposicéo da amostra.

- Niveis
Variaveis independentes
-1,68 -1 0 1 1,68
Volume de Amostra (mL) 2,5 44 6,30 8,2 10
Temperatura (°C) 120 130 140 150 160
Tempo (min.) 30 48 75 101 120

Os ensaios foram realizados em triplicata e de forma aleatoria de acordo
com a ordem das analises arranjadas pelo software Statistica 10.0 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, EUA), considerando o nivel de significancia de 90 %, sendo as
variaveis dependentes os sinais analiticos para os elementos Zn, Mg e Na. Os
volumes de amostra foram normalizados para 1,0 mg L?, a fim de evitar
interferéncias dos resultados. Para verificacdo da exatiddo do método foram
realizados ensaios de recuperacdo com 3 valores de concentracéo

intermediarios a curva de calibracdo para cada elemento investigado.

3.5. Parametros de mérito

Os parametros de mérito avaliados incluem linearidade, preciséo, limite
de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) (62). As curvas de calibracéo
foram preparadas no mesmo meio acido utilizado no preparo das amostras.
Andlise de variancia (ANOVA) e teste T pareado ao nivel de 90 % de significancia
foram utilizados para comparacéo entre as metodologias empregadas. Para a
obtencao dos valores dos limites de deteccédo e quantificacdo do método, foram
analisados os brancos analiticos para cada elemento. O Limite de Deteccao (LD)
corresponde a quantidade minima que é possivel ser detectada de um analito,

isto €, € a menor concentragdo do analito que pode ser detectada com
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seguranca, diferenciando-se do branco analitico. Este pardmetro é calculado
conforme a Equacéo 1.

LD=30c/a Equacéo 1

Onde:
o é o desvio padrao de dez medidas de sinais analiticos do branco;

a é o coeficiente angular da curva de calibracéo.

O Limite de Quantificacdo (LQ) é conhecido como a menor concentracado
de um analito que pode ser quantificada com um erro menor que 5%. Este

parametro é calculado de acordo com a Equacéao 2.

LQ=100/a Equacéao 2

Onde:
O € o desvio padrao de dez medidas de sinais analiticos do branco;

a € o coeficiente angular da curva da curva de calibracao.

3.6. Aplicacdo do método

Apoés o desenvolvimento do procedimento de preparo das amostras de
cerveja, 0 método de decomposicédo com o sistema de refluxo foi aplicado para
23 amostras de cervejas industrializadas e artesanais na determinacéo de Ca,
Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni e Zn por MIP OES.

4. Resultados e discussfes
4.1. Otimizacao das vazdes dos gases

A combinacdo de ar e acetileno para a chama do F AAS e F AES utiliza
temperaturas relativamente inferiores (~ 2300 °C) quando comparado com
outros gases como a mistura com Oxido nitroso e acetileno (~ 3000 °C), sendo
gue o ajuste na proporcao desses gases gera melhores resultados analiticos em
funcao da mistura ser mais oxidante ou redutora. No entanto, a chama com 6xido
nitroso, expde o equipamento e as conexdes a altas temperaturas, ocasionando
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um maior desgaste dos mesmos, além do comburente apresentar um custo
elevado frente ao ar comprimido (35)

Nessa etapa de otimizagéo buscou-se obter parametros instrumentais que
viabilizassem sinais analiticos intensos para a chama que usa o ar comprimido
como oxidante. Para estabelecimento dos parametros de vazao, utilizou-se
solucdo de amostra ja digerida e otimizada anteriormente além de solucdes dos
padrbes inorganicos de Na, Mg, Fe e Zn. Na Tabela 7 s&o apresentados o0s
resultados obtidos pelo DCCR para a otimizagédo da vazao dos gases no F AAS.

Tabela 7: Matriz com combinacdes e respostas experimentais do DCCR

para a vazdes da chama ar-acetileno.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Vazao de Vazéo de
Ensaios ar acetileno Fe Mg Na Zn
(L min?) (L min?)
1 9 2,00 0,0077 52,1333 359400 0,0957
2 11 2,00 0,0073 46,8000 335333 0,0863
3 9 3,12 0,0047 34,1667 267733 0,0650
4 11 3,12 0,0037 38,3667 306767 0,0753
5 8 2,75 0,0043 42,4000 315400 0,0857
6 12 2,75 0,0060 44,1000 318433 0,0877
7 10 2,00 0,0037 24,5000 254467 0,0897
8 10 3,50 0,0013 24,2667 195067 0,0297
9(C) 10 2,75 0,0037 46,2333 328133 0,1227
10(C) 10 2,75 0,0037 46,3333 330067 0,1170
11(C) 10 2,75 0,0043 45,9000 328667 0,1247
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De acordo com os diagramas de Pareto, para o Mg (Figura 3A) e Na (Figura

3B) apenas a vazéo do acetileno foi estatisticamente significativa, sendo que

para Zn (Figura 3C) todos os parametros estudados foram significativos. O Fe

(Figura 3D) nao apresentou variavel significativa.

Mg Na
A - B .
Acetileno (L/min)(Q) -2,89564 Acetileno (L/min)(Q) -3,20681
{2)Acetileno (L/min)L) 133536 (2Acetileno (L/min)() 2140733
1L com 2L 06735323 1Lby2L 1,0561829
Ar (Limin)(@) 0,2718885 Ar (L/min)(Q) 04434344
(1)Ar (L/min)() 00634872 (1)Ar (L/min)(L) 02269744
005 005
C n D Fe
Acetileno (L/min)(@) (2)Acetileno (L/min)(L) .-2,33
(2)Acetileno (L/min)(L) 516382 Ar (L/min)(Q) 1791135
Ar (L/min)(Q) 42616 Acetileno (L/min)(@) -0,305804
1L com 2L 1,135165 (1Ar (L/min)(L) 0.2395295
(1)Ar (L/min)(L) 0.1562549 1L com 2L -0,220605
| p=0 % FFIU=05

Figura 3: Diagrama de Pareto a 95% de confianca para Mg (A), Na (B), Zn (C) e Fe (D).
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Como pode ser observado na Figura 4, os valores centrais para Zn e Mg
apresentam maior sinal analitico. Assim, foram utilizadas as seguintes
condigdes: vazdo de ar de 10 L min para todos os analitos, sendo a vazéo de
acetileno de 2,37 L min't para Na e 2,75 L min-tpara Zn, Mg e Fe.

MNa

Bl - 5 2ES
B - 3.1ES
B < 2.9E5

[ =< 2.5E5
0 < 2.3ES
B < 2.1E5
Bl < 1.9E5
B - 1.7E5

Zn

Figura 4: Graficos de superficie de respostas, em A (Zn), B (Mg) para a otimizacao
das vazées dos aases em funcéo de acetileno (L min™) e ar (L min™).
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4.2. Otimizagdo da decomposi¢cdo com HNOzem sistema de refluxo

A partir das respostas para Na, Mg e Zn obtidas pelo DCCR (Tabela 8) via
F AES/F AAS, foi possivel avaliar quais parametros apresentaram-se
estatisticamente significativos no método de preparo de amostra em meio de
HNO3z com sistema de refluxo, os quais sdo apresentados nos diagramas de
Pareto para cada analito (Figura 5).

Tabela 8: Matriz com combinacdes e respostas experimentais do DCCR

para a decomposi¢cao da amostra.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
) Volume de Temperatura Tempo
Ensaios _ Mg Na Zn
amostra (mL) (°C) (min)

1 4.4 130 48 |0,4180 5729 0,8567

2 8,2 130 48 |0,2361 3941 10,8390

3 4.4 150 48 0,4136 5781 0,8347

4 8,2 150 48 0,2341 3885 0,8310

5 4.4 130 130 | 0,4179 5636 0,8143

6 8,2 130 130 | 0,2335 3788 1,2590

7 4.4 150 130 | 0,4120 5749 0,8143

8 8,2 150 130 | 0,2352 3962 1,2580

9 2,5 130 75 0,3905 4839 0,8067
10 10,0 130 75 0,1951 3471 0,8807
11 6,30 120 75 0,7529 11640 1,2757
12 6,30 160 75 0,2956 4491 1,2653
13 6,30 140 30 0,2973 4459 0,8067
14 6,30 140 120 | 0,2952 4477 10,8790
15 (C) 6,30 140 75 0,2985 4587 0,8623
16(C) 6,30 140 75 0,2989 4655 0,8617
17(C) 6,30 140 75 0,2993 4620 0,8683

Nos diagramas obtidos, observou-se que para Zn (Figura 5A) apenas a
temperatura foi estatisticamente significativa, e para Mg, apenas o volume da

amostra (Figura 5B). J& para Na (Figura 5C) nenhuma das variaveis se mostrou
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significativa. Assim, foram geradas as superficies de resposta para esses trés

elementos, apresentadas na (Figura 6).

Tempo (min)Q)
2L com 3L
(3)Tempo (min)()
1L com 3L

1L com 2L

HUUUUU

-0,484005

0.0636954

-0,028575

0.0107053

-0,01043

A In
Temperatura (°C)(Q) -2.996079
(3)Temperatura (*C)(L) ‘—1.95244
(2)Volume (mL)(L) ‘-1.4988
Tempo (min)(Q) -0,611502
Volume (mL)(Q) 0,580716
1L com 2L 0,5695009
(1)Tempo (min)(L) 0,4018504
1L com 3L :|0,0233831
2L com 3L :lﬂ.mﬁﬁﬂﬁﬂ
p=0,05
B e
(1jVolume (mL)L) _-2‘31229
Temperatura (°C)Q) I2 273124
(2)Temperatura (*C)(L) ‘-2.085
Volume (mL)Q) 0,443204
Tempo (min)(Q) -0,40266
1L com 2L 0.0348757
(3)Tempo (min)(L) :|-0.01?858
2L com 3L :lU.UUSSBQT
1L com 3L :| 0.0007104
p=0,05
C Na
Temperatura (°C)(Q) .2,147557
(2)Temperatura (°C)(L) I—1.95?5?
{1]Volume (mL)L) ‘-1.50404
Volume (mL)Q) -0,713368

p=0,05

Figura 5: Diagrama de Pareto a 95 % de confianca para Zn (A), Na (B) e Mg (C).
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Zn

w7 epuRqosay

035
Il <032
<027
= <022
B < 0,17

Bl <0.12
B

Gy PURQIOSAY

B 045
o Bl <044

AL B < 0.39
v & 1<034
<029
B <024
Bl <0.19

Figura 6: Gréficos de superficie de respostas: (A) relagdo entre volume (mL) x

temperatura (°C) para Zn (B) relagéo entre temperatura (°C) x volume (mL) para Mg.
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Alguns autores relatam o uso de maiores volumes de amostra, variando de
10 a 50 mL na abertura das amostras para determinacdo dos minerais e
contaminantes em cerveja (8,43,47). Neste estudo os resultados estatisticos
mostraram que para Zn, (Figura 6A), os valores de volume estudados né&o
apresentaram diferenca estatisticamente significativa. Entretanto, para Mg
(figura 6B) os valores inferiores ao ponto central foram os que originaram
resultados satisfatorios. Portanto foi escolhido um volume de amostra alto, pois
mostrou ser mais eficiente para ambos analitos.

O uso da temperatura um pouco acima do ponto de ebulicdo do acido
nitrico para decomposi¢ao da amostra é relatado na literatura em muitos estudos
(55,63,64). Na Figura 6A, observa-se que para o Zn, as temperaturas abaixo de
130 °C e acima de 150 °C geram resultados satisfatérios. Contudo, foi escolhido
0 maior valor de temperatura (160 °C) para permitir com melhor eficiéncia o
rompimento de ligacdes entre os elementos e peptideos na cerveja, que atuam
na formacéao da espuma (11). Além dos beneficios ja comentados anteriormente
como uma melhor eficiéncia na transferéncia de calor e aumento na turbuléncia
do meio reacional, torna o processo mais eficiente em um tempo menor para o
preparo das amostras de cerveja.

Para periodos mais longos de decomposicéao, foi observada a formacéo de
material em suspensdo, que pode causar entupimento do sistema de
nebulizacdo dos equipamentos, impedindo a determinacao por F AAS/F AES e
MIP OES. Para evitar este problema durante as medicbes instrumentais foi
escolhido um tempo intermediario (93 minutos).

A fim de padronizar o método de decomposicao, foram utilizados os
seguintes parametros no preparo das amostras de cerveja: 10,0 mL de amostra,
50 mL de HNOs3, 160 °C a temperatura do bloco digestor, 93 min de
aguecimento, sendo que 18 min desse tempo foi apds a adicdo de 2,0 mL de
H20>. A condi¢éo otimizada foi realizada em triplicata e ensaios de recuperacdo
foram realizados para avaliar exatiddo e precisdo das analises. Além da cerveja
Porter (amostra 3), utilizada no desenvolvimento do método, os ensaios de
recuperacdo foram realizados também em cerveja pale ale, Lager e Weiss

(amostras 1, 2 e 4, respectivamente), 0s quais estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Concentragfes, antes e apés as adi¢des de, Fe, Mg e Zn nas amostras de cervejas (n=3) do tipo pale ale (1), Lager
(2), Poter (3) e Weiss (4).

Valor adicionado,

Valor encontrado, mg L + SD (RSD, %)

Elemento  Técnica 4
(mgL) 1 2 3 4

Fe F AAS 0 0,100 + 0,004 (4,0) 0,18 + 0,01 (5,6) 0,36 + 0,01 (2,8) 0,54 + 0,02 (3,7)
0,5 0,580 + 0,010 (1,7) 0,62 + 0,01 (1,6) 0,84 +0,01 (1,2) 0,95 + 0,03 (3,2)
0,75 0,740 + 0,010 (1,4) 0,82 + 0,02 (2,4) 1,25 + 0,07 (5,6) 1,28 + 0,04 (3,1)
1,25 1,110 + 0,010 (0,9) 1,23 + 0,05 (4,1) 1,45+ 0,02 (1,4) 2,03 + 0,03 (1,5)

Mg F AAS 0 59,5+ 1,6 (2,7) 71,8 +2,8(3,9) 145,1+ 6,8 (4,7) 59,7 +4.,6 (7,7)
0,65 60,1 £ 2,5 (4,1) 72,4 £2,5 (3,4) 145,8 + 3,0 (2,0) 60,4 +0,8 (1,3)

0,9 60,5 + 3,4 (5,6) 72,6 4,6 (6,3) 146,1 + 5,5 (3,8) 60,5 + 2,0 (3,3)

1,4 61,1 +1,3 (2,1) 73,1 +£0,7 (0,9) 146,6 + 8,2 (5,6) 61,0 £ 0,3 (0,5)

Na F AES 0 44,1 +2.6 (5,9) 40,3 +2,1(5,2) 59,7 +3,5 (5,9) 57,3+2,5 (4,3)
1 452 +1,9 (4,2) 41,5 +0,6 (1,4) 60,5 + 2,4 (4,0) 58,2 +4,2(7,2)

2 46,4 + 3,5 (7,8) 42,1 +3,5 (8,3) 61,9+1,3(2,1) 59,0 +5,9 (10)

4,5 48,0 2.4 (5,0) 45,6 + 3,9 (8,5) 64,4 + 2,8 (4,3) 61,9+1,9(3,1)
Zn F AAS 0 0,026 + 0,002 (7,7) 0,061 + 0,002 (3,3) <LD 0,39 + 0,01 (2,6)
1 1,220 + 0,014 (1,1) 1,131 + 0,076 (6,7) 1,15 + 0,05 (4,3) 1,55 + 0,07 (4,5)
1,5 1,463 + 0,007 (0,5) 1,733+ 0,118 (6,8) 1,69 + 0,09 (5,3) 2,11 +0,15 (7,2)
2,5 2,875 + 0,035 (1,2) 2,550 + 0,014 (0,5) 2,72 + 0,01 (0,3) 3,16 + 0,21 (6,5)
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Os valores obtidos pelo teste de recuperacdo variaram entre 80 a 120%
para todos os analitos, apresentando uma média de recuperacao de 99 e 101%
nas técnicas de F AAS e F AES, respectivamente, mostrando que o
procedimento de preparo de amostra pode ser aplicado com seguranca nas
diferentes técnicas de espectrometria atbmica, pois forneceu resultados exatos
e precisos, com um RSD médio de 3,2%.

4.3. Estudo comparativo entre metodologias utilizadas

Posteriormente ao desenvolvimento, a condicdo otimizada também foi
avaliada para a determinacdo de Ca, K, Mn e Ni por MIP OES e os valores
obtidos pelo teste de adicdo e recuperacao, variaram entre 97, 102, 106 e 101%,

respectivamente (Tabela 10).

Tabela 10: Valores recuperados na amostra da cerveja do tipo porter
(amostra 3) para n=3, na técnica MIP OES para decomposi¢cdo acida com
sistema de refluxo.

Adicdes  Recuperado, X + SD, Adicdes  Recuperado, X = SD,
Analitos 4 1 Analitos 1 1
(mglL) mgL (RSD, %) (mgL) mg L (RSD, %)
0 0,13 + 0,01 (4,33) 0 0,12 + 0,01 (4,95)
Ni 1,5 1,72 + 0,01 (0,34) Mn 1,5 1,87 + 0,01 (0,31)
7,5 7,61 % 0,35 (4,65) 7,5 8,20 + 0,42 (5,17)
10 8,94 + 0,45 (5,06) 10 9,75 + 0,49 (4,98)
0 43,27 + 1,45 (3,34) 0 397,77 + 27,78 (6,98)
Ca 15 44,72 + 0,30 (0,68) K 15 399,04 + 1,36 (0,34)
7,5 50,22 + 1,94 (0,34) 7,5 406,23+ 32,18 (7,92)
10 55,10 + 0,13 (7,92) 10 408,67 + 4,18 (1,02)

Em estudo comparativo entre as analises mono e multielementar, que
estd apresentada na Tabela 11 para a determinacéo de Na, Fe, Mg e Zn, o teste
T pareado mostrou que a 90% de confianca, ndo ha diferencas significativas
entre a instrumentacéo utilizada para determinacao dos analitos, seja por F AAS,
F AES ou MIP OES. Portanto, o método de decomposicdo desenvolvido pode

ser utilizado para anélises em ambos os equipamentos, e em todas as situacdes
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o valor de T calculado foi abaixo de 0,76, enquanto que o valor Tabelado € de
3,078. As amostras 6, 7 e 8 apresentaram valores maiores de Zn ao ser

comparados com o estipulado pela lei vigente do Mercosul.

Tabela 11: Valores encontrados para Na, Mg, Fe, Zn, em 4 amostras de
cervejas (Pale ale, Lager, Porter, Weiss) analisadas por MIP OES e F AAS/F
AES (n = 3)

X+ SD, mgL" (RSD, %)

Amostra F AAS/F AES MIP OES F AAS MIP OES
Fe Mg
5 0,177 £ 0,004 (2,2) 0,173 +0,006 (3,5) 78,75+2,14(2,7) 77,47 +1,13(1,4)
6 0,113 + 0,004 (3,5) 0,100 + 0,001 (1,0) 63,20+0,69 (1,1) 61,51 + 0,35 (0,6)
7 0,273 +0,003 (1,1) 0,275+0,001 (0,4) 89,47 +3,35(3,7) 90,52 + 0,85 (0,1)
8 0,111 + 0,008 (7,2) 0,100 + 0,001 (1,0) 82,53+ 1,10 (1,30) 83,02 + 0,04 (0,05)
Na
5 61,25+ 0,56 (0,9) 58,52 +0,97(1,6) 0,764 +0,009 (1,2) 0,760 + 0,010 (1,3)
6 25,55 +0,61(2,4) 26,79+0,52(1,7) 0,994 + 0,022 (2,2) 1,030 + 0,010 (1,0)
7 41,80+0,92 (2,2) 42,07+0,15(0,3) 1,200+0,017 (1,4) 1,143+0,012 (1,0)
8 38,17+ 1,23(3,2) 39,27+0,63(1,6) 0,857 +0,008 (0,9) 0,867 + 0,014 (1,6)
4.4. Resultados analiticos: Parametros de mérito

Os parametros de mérito para as curvas de calibracdo dos analitos
estudados estao apresentados na Tabela 12. Os limites de quantificacédo (LQ) e
deteccdo (LD) obtidos para o método proposto ficaram abaixo dos valores
estipulados pela ANVISA para determinacdo de Zn e Ni, que séo de 1 e 0,1 mg
L1, respectivamente (21). Para os demais analitos estudados néo existem limites
maximos na legislacao brasileira. Além disso, observa-se que as determinacdes
dos elementos por MIP OES foi mais sensivel frente &s técnicas mono elementar
para alguns analitos, apresentando melhores coeficientes angulares das curvas
de calibracédo (aumento de sensibilidade), que aliado a uma melhora na preciséo
das determinacdes (menor desvio padréo), forneceu os melhores LD’s e LQ’s,
e R? com valores de 0,999 para quase todos os analitos, com excecéo para o

ferro que foi de 0,996. O método de preparo de amostra de cerveja apresentou
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algumas vantagens quando comparado com 0s ja existentes na literatura, como
por exemplo, apresentou LD’s e LQ’s adequados para o volume de amostra
utilizado, ao contrario de Bellido-Milla et al. (2000) (43), que necessitou de 23 mL
de amostra para o preparo, e de Matsushigeet al. (1993) (48), que utilizou cerca
de 50 mL de amostra em sistema aberto por 4 h de aquecimento antes das
analises por ICP OES.
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Tabela 12: Parametros analiticos para determinacdo de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Zn, por MIP OES, F AAS e FAES.

a Faixa linear Instrumental Método
Elemento Técnica (L mg™?) R 2 (mg L) LD LQ LD LQ
(mg L) (mg L) (mg L) (mg L)
Ca MIP OES 605804 0,999 0,5-5,0 0,003 0,008 0,007 0,020
F AAS 0,0827 0,995 0,010 0,040 0,025 0,100
Fe 0,15-0,75
MIP OES 14886 0,996 0,005 0,020 0,010 0,050
K MIP OES 123229 0,999 0,5-5,0 0,001 0,002 0,002 0,005
M F AAS 1,1017 0,998 02-06 0,002 0,005 0,005 0,012
g MIP OES 321698 0,999 ’ ’ 0,003 0,008 0,007 0,020
Mn MIP OES 58827 0,999 05-5,0 0,0004 0,0010 0,0010 0,0030
Na F AES 9445 0,995 01-20 0,001 0,003 0,003 0,007
MIP OES 630543 0,999 ’ ’ 0,001 0,002 0,002 0,005
Ni MIP OES 29508 0,999 0,5-5,0 0,0004 0,0010 0,0010 0,0025
7n F AAS 0,4566 0,991 010-20 0,003 0,008 0,007 0,020
MIP OES 20486 0,999 ’ ’ 0,006 0,015 0,015 0,040
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4.5. Aplicagdo das OtimizagOes na determinagdo dos metais

A Tabela 13 apresenta a aplicacdo da metodologia proposta na
determinacdo multielementar de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni e Zn por MIP OES
em 15 amostras de cervejas de diferentes tipos e fabricantes. Os valores
assemelham-se aos encontrados na literatura para Ni, Mn, K, Ca, Mg, Na, Fe e
Zn (44,46,48,57,60). As cervejas dos estilos weiss (de trigo) e escuras séo
cervejas mais encorpadas que os outros estilos, muitas vezes nao sendo filtradas
no processamento. Portanto, provavelmente é por esse motivo que apresentam,
na maioria dos elementos estudados, os maiores teores encontrados para Mn,
Na e Ni. Por outro lado, o estilo que apresenta os menores teores na maioria dos
elementos € o pilsen. Possivelmente por ser uma cerveja mais limpida
visualmente e com sabores mais suaves, pode levar em sua formulagcdo menos
matérias primas, como o lUpulo, o que certamente acarreta nos menores teores
de alguns elementos. Algumas excec¢des ocorrem, como quando a pilsen
apresenta maiores teores de Zn. O sodio pode ser proveniente de diversos
meios, inclusive da agua utilizada na fabricacéo. E por ser um elemento soluvel
em agua, mesmo sendo uma cerveja clarificada, o teor permanece na solucao,
fornecendo altos teores desse elemento. O potassio foi 0 elemento estudado que
apresentou 0s maiores teores em todas as amostras. Sua origem na cerveja €
proveniente do malte (32), o que esta de acordo com outros estudos realizados
(43,47,60).

O niquel foi um elemento que se encontrou em todas as cervejas em um
teor médio de 0,1 mg L. Por ser um micronutriente essencial para as plantas
(50), sua origem na cerveja pode estar relacionada ao lupulo ou a cevada. O Zn
apresenta baixos teores na cerveja (em torno de 1 mg L?). Embora seja um
elemento importante para a fermentacéo pelas leveduras, altos teores poderiam
influenciar negativamente na formacdo da espuma, assim como outros
elementos como o Fe (10,11).

Das amostras avaliadas, apenas 2 cervejas apresentaram concentracao de
Ni acima do limite estabelecido pela legislacéo brasileira (> 0,1 mg L), e 10
amostras acima do limite para Zn (> 1 mg L) (22), dentre essas, por exemplo,
as amostras 18 e 20, ambas cervejas escuras, apresentaram elevados teores de

Ni e Zn. Verifica-se mais uma vez a importancia de um método preciso e com
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baixos limites de deteccao e quantificacao para determinacao desses elementos,
garantindo a qualidade e seguranca dos produtos destinados ao consumo
humano.

ANOVA e teste T pareado foram utilizados para determinar diferencas
estatisticamente significativas entre médias das triplicatas. Entre a maioria das
amostras de cervejas houve diferencas estatisticas a um P < 0,05, na maioria
dos elementos. Isso pode ocorrer devido a diferentes matérias primas
empregadas na fabricagdo, assim como a sua origem. Outro fator que contribui
para essa diferenca entre os valores das cervejas é a armazenagem passivel de
contaminacgdes, tanto da matéria prima como do produto final. De maneira geral,
nao existe uma padronizacéo na fabricacdo das cervejas artesanais assim como
ocorre nas grandes industrias. Assim, se faz necessarias analises constantes

para evitar variagcbes dos minerais e evitar possiveis contaminacoes.
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Tabela 13: Valores encontrados em mg L para Na, Mg, Fe, Zn, Ni, Mn, Ca e K nas 15 amostras de cervejas analisadas por

MIP OES.
Amostra Ca Fe K Mg Mn Na Ni Zn

Pale ale 11 9,57#0,02 0,213+0,006 445,2+11,4 75,33+1,71 0,117+0,006 45,47+2,03 0,077+0,006 1,060+0,057
21 27,25+#0,03 0,257+0,012 588,2+1,5 70,70+0,39 0,133+0,006 33,02+1,48 0,060+0,001 0,733+0,021

23 20,93+0,23 0,113+#0,006 636,0+7,3 69,34+1,75 0,263+0,006 91,61+3,55 0,070+0,001 0,675+0,007

Lager 10 20,59+0,42 0,170+0,001 437,3+4,3 59,39+2,75 0,130+0,001 27,85+1,61 0,067+0,006 1,030+0,001
15 127,00+2,96 0,065+0,007 359,9+5,0 96,59+1,39 0,247+0,012 54,20+0,99 0,073+0,006 0,550+0,001

17 47,59+0,21 0,080+0,001 446,1+1,6 80,05+0,76 0,073+0,006 36,27+0,21 0,080+0,001 1,280+0,028

Escuras 18 42,27+1,12 0,075+0,007 452,9+5,2 69,56+0,17 0,095+0,007 72,92+0,52 0,160+0,014 2,335+0,163
19 27,39+0,25 0,080+0,001 567,2+7,0 91,30+0,66 0,110+0,001 41,72+0,32 0,095+0,007 1,143+0,012

20 43,51+1,34 <LD 248,2+0,4 63,05+0,12 0,095+0,007 34,84+0,20 0,165+0,007 1,670+0,001

Weiss 9 20,89+0,08 0,185+0,007 284,1+4,7 63,28+1,88 0,240+0,010 60,82+3,42 0,093+0,006 0,760+0,014
16 10,22+0,09 <LQ 499,7+17,8 79,95+2,82 0,217+0,006 39,57+1,32 0,093+0,006 1,243+0,031

22 5,68+0,14 0,145+0,007 455,3+19,2 91,76+3,51 0,370+0,010 61,23+1,90 0,070+0,001 0,960+0,028

Pilsen 12 35,60+0,29 <LQ 245,6+3,4 45,65+1,06 0,060+0,001 68,01+2,06 0,067+0,006 1,825+0,205
13 74,86%x0,51 0,125+0,007 245,9+2,9 49,88+0,74 0,077+0,006 59,95+3,10 0,075+0,007 2,580+0,325

14 50,34+1,96 <LQ 253,6+5,5 55,69+1,93 0,080+0,001 58,58+1,81 0,073+0,006 1,980+0,099
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5. Concluséo

Esse trabalho mostrou a viabilidade do procedimento proposto de
decomposicao acida em sistema “semifechado” com sistema de refluxo para as
amostras de cerveja. O auxilio do planejamento estatistico propiciou a obtencao
de resultados satisfatérios independente da técnica utilizada nas determinagdes.
Os métodos desenvolvidos mostraram ser de facil aplicacéo, préaticos e de baixo
custo quando comparados com métodos ja existentes na literatura. Além disso,
as amostras decompostas puderam ser avaliadas em diferentes equipamentos,
evidenciando a eficiéncia e versatilidade do método de preparo das amostras. O
uso do MIP OES possibilitou uma maior frequéncia analitica, pois permite uma
analise multielementar, com menores LQ’s, com excelente exatidao e precisao,
reduzindo significativamente os custos das analises, jA& que necessita de
peguena quantidade de amostra e ndo requer o uso de gases especiais.

Entre as amostras avaliadas, as cervejas do estilo weiss e as escuras
foram as que apresentaram os maiores teores dos elementos, de maneira geral,
sendo que a pilsen foi o0 estilo com os menores teores. Fica evidente a influéncia
do estilo da de cerveja no teor dos elementos estudados.

Portanto, fica clara a importancia de um método simples e eficaz para o
monitoramento da cerveja quanto aos metais, jA& que 0S mesmos exercem
importante papel nas caracteristicas do produto, bem como no controle de

gualidade, evitando contaminacéo e padronizando a producéao.
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