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Resumo

O mercado das cervejas artesanais encontra-se em plena expansao e, nesse cenario, o Brasil se
apresenta como um dos paises mais inovadores do segmento. Os compostos organicos
volateis estdo presentes nas cervejas artesanais como os grandes responsaveis pelo aroma e
sabor do produto e, portanto, a determinacdo destes é imprescindivel tanto para anélise do
produto final quanto durante o controle do processo produtivo. Assim, este trabalho teve por
objetivo a otimiza¢do de um método analitico para quantificacdo de compostos volateis em
cervejas artesanais, empregando a cromatografia a gds com amostragem por headspace. O
estudo envolveu ensaios de descarbonatacdo da amostra analisando diferentes tempos de
agitacdo e de otimizacdo das condi¢cGes da amostragem que empregou um planejamento
fatorial 23, considerando os fatores temperatura, tempo de aquecimento do forno de headspace
e volume de injecdo da amostra. Os analitos acetaldeido, acetato de etila, n-propanol,
isobutanol e alcool isoamilico tiveram seus limites de deteccdo e de quantificacdo calculados
e foram determinados em cervejas artesanais dos estilos American Lager, Dunkel, Helles,
IPA, Ale, Wit, Weiss e Dobbel. Realizou-se analise multivariada empregando-se a Analise

por Componentes Principais e Hierarquica de Cluster e observou-se a influéncia dos alcoois
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superiores na separacdo das amostras. O método se mostrou adequado para quantificagdo de
volateis em cervejas artesanais e pode ser empregado tanto na analise do produto final, como
durante a formacao desses compostos durante o processo fermentativo.

Palavras-chave: Analises de VOC’s; HS-GC-FID; Classificagdo de cervejas; Analise

multivariada.

Abstract

The craft beer market is booming and, in this scenario, Brazil presents itself as one of the
most innovative countries in the segment. Volatile organic compounds are present in craft
beers as being largely responsible for the aroma and flavor of the product and, therefore, their
determination is essential both for analysis of the final product and during the control of the
production process. Thus, this work aimed to optimize an analytical method for quantification
of volatile compounds in craft beers, using gas chromatography with headspace sampling.
The study involved sample decarbonation tests analyzing different agitation times and
optimization of the sampling conditions that employed a factorial design 23, considering the
factors temperature, heating time of the headspace oven and sample injection volume. The
acetaldehyde, ethyl acetate, n-propanol, isobutanol and isoamyl alcohol analytes had their
detection and quantification limits calculated and were determined in American Lager,
Dunkel, Helles, IPA, Ale, Wit, Weiss and Dobbel craft beers. Multivariate analysis was
performed using Principal Component and Hierarchical Cluster Analysis and the influence of
higher alcohols on sample separation was observed. The method proved to be suitable for
quantification of volatiles in the craft beers and can be used both in the analysis of the final
product, and during the formation of these compounds during the fermentation process.

Keywords: VOC's analysis; HS-GC-FID; Classification of beers; Multivariate analysis.

Resumen

El mercado de la cerveza artesanal estd en la cima y, en este escenario, Brasil se presenta
como uno de los paises mas innovadores del segmento. Los compuestos organicos volatiles
estan presentes en las cervezas artesanales como los principales responsables del aroma y
sabor del producto y, por lo tanto, su determinacidn es fundamental tanto para el anélisis del
producto final como durante el control del proceso productivo. Asi, este trabajo tuvo como
objetivo optimizar un método analitico para la cuantificacién de compuestos volatiles en
cervezas artesanales, utilizando cromatografia de gases con muestreo de “espacio de cabeza”.

El estudio involucrd pruebas para la descarbonatacion de las muestras analizando diferentes
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tiempos de agitacion y para la optimizacion de las condiciones de muestreo, en las cuales se
utilizé un disefio factorial 23, considerando los factores temperatura, tiempo de calentamiento
del horno de “espacio de cabeza” y volumen de inyeccion de la muestra. Los analitos
acetaldehido, acetato de etilo, n-propanol, isobutanol y alcohol isoamilico tenian sus limites
de deteccion y cuantificacion calculados y se determinaron en cervezas artesanales de los
estilos American Lager, Dunkel, Helles, IPA, Ale, Wit, Weiss y Dobbel. El andlisis
multivariado se realiz6 utilizando el componente principal y analisis de conglomerados
jerarquicos y se observo la influencia de alcoholes superiores en la separacion de muestras. El
método demostrd ser adecuado para la cuantificacion de volatiles en las cervezas artesanales y
se puede usar tanto en el andlisis del producto final como durante la formacion de estos
compuestos en el proceso de fermentacion.

Palabras clave: Anélisis de VOC; HS-GC-FID; Clasificacion de cervezas; Analisis

multivariable.

1. Introducéo

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) a
cerveja € definida como uma bebida resultante da fermentacéo, a partir da levedura cervejeira,
do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido, previamente, a um processo
de coccéo adicionado de lGpulo ou extrato de ldpulo, hipotese em que uma parte da cevada
malteada ou do extrato de malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro
(Brasil, 2019).

No decorrer dos anos inumeros tipos de cervejas foram surgindo e diversos estilos de
cervejas foram se consolidando. No entanto, uma das principais classifica¢des da bebida ainda
pode se dar pelo tipo de processo fermentativo ao qual a cerveja é submetida (Preddy, 2009).
As cervejas estilo “Ale” sdo conhecidas como cervejas de alta fermentacdo, ou seja, séo
produzidas em temperatura ao redor de 18°C durante 4 ou 5 dias. J4, as cervejas estilo
“Lager”, conhecidas como de baixa fermentacdo, sdo produzidas em temperaturas proximas
de 12°C que duram 8 ou 9 dias (Preddy, 2009; Mega, Neves & Andrade, 2011).

Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor de cerveja do mundo, ficando atras
apenas da China, que lidera o ranking, e dos Estados Unidos (Cervbrasil, 2018). De acordo
com o Anuario Estatistico do MAPA (Brasil, 2020), em 2019 o pais alcangou a marca de
1.209 cervejarias registradas, o que demarca um segmento de mercado em plena expansao.

Segundo Jonny Forsyth, diretor associado da agéncia de inteligéncia de mercado “Mintel
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Food & Drink”, o mercado das cervejas artesanais do Brasil é o segundo mais inovador do
mundo, estando atrds apenas do norte-americano. Em 2017 os EUA concentraram 17% de
todos os lancamentos de cervejas artesanais, enquanto o Brasil atingiu a marca de 9%
(Daniells, 2018). Como projecdo do MAPA (Brasil, 2020), considerando o grande
crescimento no numero de registros de cervejarias e cervejas que se mostra sustentado em
décadas, o pais alcancara a marca de 7.504 cervejarias em 2025, se mantida a taxa de 36% de
crescimento dos Ultimos cinco anos, 0 que ultrapassa o numero de cervejarias dos EUA no
ultimo balancgo disponivel de 2018 com 7.346 cervejarias.

Nesse cenario, otimizar uma metodologia analitica para se determinar os principais
responsaveis pelo aroma e sabor (flavor) de cervejas é de grande importancia, principalmente
para andlise e controle de novos produtos. Os principais compostos organicos volateis (VOC
— do inglés — Volatiles Organic Compounds) que se destacam para a formacdo do flavor das
cervejas sdo os aldeidos, esteres e &lcoois superiores, assim como as dicetonas vicinais se
destacam como off-flavor (Preedy, 2009; Pires & Branyik, 2015).

Dentre as diversas técnicas de andlise quimica que analisam VOC’s, a cromatografia
ocupa um lugar de destaque devido a eficiéncia com que efetua separacdo, identificacdo e
determinacdo dos componentes quimicos em misturas complexas. (Collins, Braga & Bonato,
2006; Skoog et al., 2017). Aliada a GC, a amostragem por headspace tem sido muito utilizada
para andlises de amostras que possam contaminar o sistema cromatografico e que ndo podem
ser injetadas diretamente na coluna, como € o caso das cervejas artesanais (SILVA et al.,
2008; Tian, 2010; Chen, 2018; Anderson, 2019; Gomes, Yoshinaga & Bortoleto, 2020).
Além disso, € um procedimento que ndo necessita de solventes para realizar a extracdo
(Cruwys et al., 2002; Kolb & Ettre, 1997; Nascimento et al., 2018, Anderson et al., 2019).

Dessa forma, nesse trabalho realizou-se a otimizagdo de um método analitico para
analises de cervejas artesanais por cromatografia gasosa empregando a amostragem por
headspace e foi possivel obter o perfil da composicdo de alguns estilos das cervejas
analisadas quanto aos compostos volateis acetaldeido, acetato de etila, n-propanol, isobutanol
e alcool isoamilico.

Por meio de analises multivariadas “Analise de Componentes Principais” e “Analise
Hierarquica de Cluster” observou-se 0 agrupamento de algumas cervejas e a influéncia dos

alcoois superiores nessa classificacao.




Research, Society and Development, v. 9, n. 9, e600997746, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i9.7746

2. Metodologia

Todas as amostras foram obtidas no comércio local e nas cervejarias da cidade de
Piracicaba/SP, sendo duas cervejas IPA (marca A e B), uma cerveja Ale (marca A), um
cerveja Pilsen (marca A), um cerveja Dubbel (marca A), trés cervejas Wit (marca A, H e I),
um cerveja Weiss (marca A), duas cervejas Dunkel (marca C e D), um cerveja American
Lager (marca E), um cerveja Helles (marca F) e um cerveja Stout (marca G).. A agua utilizada
é deionizada (condutividade de 18,2 MQ cm a 25 °C), os reagentes acetaldeido, acetato de
etila, n-propanol, isobutanol e alcool isoamilico foram adquiridos da Sigma-Aldrich e o etanol
foi adquirido da Merck, sendo todos de grau cromatografico.

2.1. Descarbonatacdo das cervejas

Para avaliar o melhor tempo para descarbonatar amostras de cervejas, realizou-se
ensaios em diferentes tempos de agitacdo magnética e posterior analise das amostras por
cromatografia gasosa. O teor de etanol quantificado por HS-GC-FID foi comparado com o
valor declarado no rétulo da cerveja. Neste estudo avaliou-se os tempos de 0,0; 2,5; 5,0; 7,5;
10,0; 12,5; 15,0; e 20,0 minutos. A descarbonatacdo é prevista pelo manual de anélise de

alimentos elaborado pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.2. Planejamento fatorial 23

Os ensaios experimentais para otimizagdo das condi¢bes analiticas do headspace
foram baseados nos experimentos de um planejamento fatorial 23, realizado com dois niveis e
trés fatores, utilizando-se a cerveja Pilsen A. Como os ensaios do planejamento foram
realizados em duplicata, o estudo envolveu 16 experimentos.

Foram considerados como fatores: temperatura do forno do headspace (T), tempo de
aquecimento no forno do headspace (t) e volume de da amostra coletada no headspace e
injetada no GC-FID (v). Os dois niveis (“+” e “-*) avaliados para o fator temperatura foram
50°C (-) e 80°C (+), para o fator tempo foram 5 minutos (-) e 15 minutos (+) e para o fator
volume foram 0,5 mL (-) e 1,5 mL (+). Como resposta para avaliar os efeitos, considerou-se a
area do pico obtido no tempo de retencdo 2,3 minutos dos cromatogramas, correspondente ao
acetato de etila.

Para analise dos dados, utilizou-se Software Minitab®.
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2.3. Andlises quimicas

Todas amostras foram submetidas a etapa de descarbonatacao, previamente a anéalise
cromatografica, que consistiu em manter as cervejas sob agitacdo por 5 minutos.

As concentragdes dos analitos acetaldeido, acetato de etila, n-propanol, isobutanol,
isoamilico foram determinadas em cromatografo PerkinEImer, modelo GC Clarus 600,
equipado com coluna cromatografica capilar ELITE WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) e
detector de ionizacdo de chama (FID). O amostrador automatico empregado é da marca
Combipal, modelo CTC Analytics, Pal System, com o forno para headspace. O géas de arraste
utilizado foi N2, com fluxo de 1,2 mL min, do hidrogénio foi 45 mL min™ e do ar sintético
foi 450 mL min', todos com alto grau de pureza (99,999%). A temperatura do injetor foi 150
°C e a temperatura da coluna foi programada para 45 °C por 1,5 min, com aquecimento a uma
taxa de 9°C min’, até 153 °C, permanecendo nesta temperatura por 1,5 min. A temperatura do
detector foi 300 °C. As condi¢fes otimizadas do headspace foram: volume da amostra
descarbonatada no vial = 5 mL, tempo de aquecimento = 5 minutos, temperatura do forno =
80 °C e volume de coleta e injecio = 1,5 mL a uma velocidade de 250 pL s, empregando-se
o “split” de 50:1.

2.4 Curvas analiticas cromatograficas

Preparou-se as curvas analiticas de calibracdo externa com cinco pontos de
concentracdo padrdo, em 5% de etanol (v/v), para os analitos acetaldeido, acetato de etila, n-
propanol, isobutanol e alcool isoamilico. Utilizou-se a concentracdo de etanol de 5% (v/v)
considerando-se o teor alcodlico presente em cervejas artesanais, que variam entre 2,4 a
14,0% (Strong & England, 2015). Erros determinados e indeterminados estdo geralmente
associados ao preparo de padrdes, principalmente quando o meio das curvas € muito diferente
da matriz da amostra, entdo buscou-se trabalhar com o meio de concentracdo alcodlica
aproximado ao das cervejas artesanais (Soares, 2001).

Para quantificagdo do etanol, preparou-se as solu¢des padrdo em agua ultrapura, assim
como Costa (2017) e Ruvalcaba et al. (2019).

Todos os pontos foram injetados no cromatdgrafo em triplicata.

Calculou-se os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) dos compostos de
interesse, utilizando o programa Action Stat (Equipe Estatcamp, 2014).

As quantificacfes dos analitos foram realizadas empregando-se as curvas analiticas
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As andlises estatisticas dos resultados das concentracbes foram realizadas
empregando-se o OriginPro 2019b e o software Past 4.0 (Hammer, Harper & Ryan, 2001,
Originpro, 2019).

2.5. Analises estatisticas

Os resultados obtidos na analise de descarbonatacdo foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) a um nivel de significancia de o= 0,05. O teste de Tukey foi aplicado
para comparar a média dos dados, utilizando o software RStudio (Version 1.3.1073).

Os resultados obtidos nas andlises quimicas foram submetidos a Analise por
Componentes Principais e Hierarquica de Cluster, utilizando os softwares OriginPro 2019b e

o software Past 4.0 (Hammer, Harper & Ryan, 2001; Originpro, 2019).

3. Resultados e Discussao

3.1. Ensaios de descarbonatacao

Segundo recomendacdo do Instituto Adolfo Lutz (2008), bebidas com alto teor de gas
carbdnico devem ter esse interferente analitico retirado das amostras, previamente as analises.
Assim, o estudo de descarbonatacdo foi realizado utilizando uma cerveja estilo Lager (Pilsen
A) e uma cerveja estilo Ale (Ale A), variando os tempos de agitacdo magnética da amostra.
As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados das recuperacgdes do teor de etanol considerando os
valores declarados nos rétulos. Utilizou-se a curva de faixa de concentragdo de 0,5 a 14,5 %
(v/v), obtida com coeficiente de correlacdo R? = 0,998958, representada pela equagédo y = -
112,073750 + 1010,793095x.
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Tabela 1. Recuperagéo do etanol em cerveja artesanal do tipo Lager (Pilsen A) (4,3% (v/v))

apos ensaios que empregam diferentes tempos para descarbonatacao.

Tempo Teor Alcodlico Recuperacdo Desvio Coeficiente de

(min) (% (v/v)) (%) Padrdo Variagéo (%0)
0,0 4,772a 110,988a 1,138 23,85
2,5 4,554b 105,912b 0,302 6,629
5,0 4,614c 107,296¢ 0,056 1,213
7,5 4,608d 107,171d 0,175 3,802
10,0 4,642¢ 107,964e 0,109 2,348
12,5 4,650f 108,147f 0,010 0,216
15,0 4,763g 110,777g 0,291 6,113
20,0 4,771h 110,965h 0,031 0,641

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Fonte:
Autores.

Tabela 2. Recuperacgdo do etanol em cerveja artesanal do tipo Ale (Ale A) (4,9% (v/v)) apds

ensaios que empregam diferentes tempos para descarbonatagéo.

Tempo Teor Alcodlico Recuperacdo Desvio Coeficiente de

(min) (% (vIv)) (%) Padrdo Variagéo (%)
0,0 4,876a 99,517a 0,164 3,357
2,5 5,106b 104,195b 0,115 2,245
5,0 5,330c 108,772c 0,041 0,762
7,5 5,112d 104,329d 0,052 1,024
10,0 5,323e 108,634e 0,028 0,524
12,5 6,497f 132,584f 0,663 10,20
15,0 5,389 109,977g 0,009 0,166
20,0 5,989 122,215h 1,068 17,83

*Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Fonte:
Autores.

De acordo com Ribani et al. (2004), valores aceitaveis de recuperacdo devem estar
entre 70% a 120%, com coeficientes de variacdo entre 1% a 2%, o que configuram ensaios
com boas exatiddo e precisdo, respectivamente. Dessa forma, foram descartados os tempos
0,0; 2,5; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 minutos, que apresentaram coeficientes de variacdo acima de

2% em ambas as amostras e/ou em pelo menos uma amostra.
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Considerou-se o tempo de descarbonatagdo de 5 minutos como 0 mais adequado para
realizar as analises posteriores com boas precisao e exatiddo em cervejas artesanais, ja que em
ambas as amostras apresentaram coeficientes de variacdo e de recuperacdo dentro do ideal
(Ribani et al., 2004). Também deve se considerar que é um tempo que nao atrapalha
consideravelmente frequéncia analitica de um método e ndo favorece a perda de analitos, que

pode ocorrer com longos tempos de agitacdo (Silveira, 2010).

3.2. Planejamento fatorial 23

Elaborou-se um planejamento fatorial 2° para a otimizagdo dos pardmetros de
amostragem por headspace. Partiu-se das condicBes dispostas em nota técnica da
PerkinElmer (Ruppel & Grecsek, 2005) e avaliou-se a temperatura e o tempo de aquecimento
do forno de headspace e volume de injecdo da amostra.

As Figuras 1a e 1b indicam os fatores que mais influenciam na resposta analitica.

Figura 1. Resultados da analise das repostas obtidas do planejamento fatorial 23. a) Pareto de
efeitos padronizados. b) Superficie de resposta para area.

or nome
L))
8 Tempo min

Volume

1,00

5
Volume (mL)
AB 50

Efeitos Padronizados Temperatura (°C)

Fonte: Autores.

A Figura la foi gerada a partir do grafico do pareto que apresentas os efeitos
padronizados, desta forma inserindo uma linha de referéncia que indicara o ponto minimo
para que os efeitos tenham significAncia estatistica a partir do nivel de confianca e
significancia estabelecidos (Mainardi & Bidoia, 2020). Os fatores a direita da linha 2,306 sdo
0s estatisticamente significativos ao nivel de confianca de 95% (o = 0,05). Desta forma, as
variaveis representadas na Figura 1a pelas letras A (temperatura) e C (volume) e as interacGes

entre A e C (temperatura e volume) sdo as que contribuiram fortemente para aumento da
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resposta analitica, ressaltando que quanto mais distante da linha, maior a significancia desse
fator no aumento do sinal analitico.

Na Figura 1b, apresentada como grafico de superficie, considerando a relacdo das
variaveis, fica evidente a correlacdo entre temperatura e volume e sua influéncia no decorrer
da superficie, em fungdo da area utilizada como resposta analitica.

A partir desse planejamento e dos resultados obtidos dos ensaios, decidiu-se
considerar os pardmetros temperatura, tempo e volume iguais a 80°C, 5 minutos e 1,5 mL,
respectivamente, como Otimos para analises de cervejas descarbonatadas empregando-se

headspace, e foram 0s empregados nos estudos posteriores.

3.3. Curvas analiticas cromatogréaficas

Considerando que os VOC’s sdo 0s principais responsaveis pelo aroma e sabor das
cervejas (Preedy, 2009; Pires & Branyik, 2015), e que sdo inimeros 0s presentes nas cervejas,
neste estudo investigou-se a presenca de acetaldeido, acetato de etila, n-propanol, isobutanol e
alcool isoamilico em cervejas artesanais. Para tal, alguns parametros analiticos foram
levantados e calculados, os quais permitiram a anélise desses compostos nas amostras obtidas.

Na Tabela 3 encontram-se os valores de tempo de retencgéo, faixa de concentracéo,
equacdo da reta, coeficiente de correlacdo, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo

(LQ) para cada analito de interesse.

Tabela 3. Tempo de retencéo, faixa de concentracdo, equacao da reta, coeficiente de

correlacédo, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) para cada analito de

interesse.
Tempode  Concentracdo
Componentes ) Equacéo da Reta Rz LD LQ
retencdo (min) (mg L?)
Acetaldeido 1,797 0,967 - 1450 y=137,24x +8,0823 0,994 1,33 4,03
Acetato de etila 2,260 4,18 -66,88 y=231,83x+33,619 0,998 3,49 10,59
n-Propanol 3,510 10,71-85,68 y=36,72x+358,2 0,996 6,68 20,24
Isobutanol 4,198 510-61,20 y=095138x-114,77 0,994 5,49 16,65
Isoamilico 5,663 536-8584 y=63,158x +117,9 0,984 10,19 30,88

Fonte: Autores.
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A partir da andlise da Tabela 3, observa-se que 0 método possibilita a quantificacdo
dos analitos de interesse em cervejas artesanais com certo limite, uma vez que estes, algumas
vezes, podem estar fora das faixas de concentracfes apresentadas na literatura. No entanto,
vale ressaltar que as faixas de VOC’s encontradas na literatura também sdo varidveis (Reed &
Nagodawithana, 1991; Buiatti, 2009; Nespor, 2018; Preedy, 2009).

De acordo com (Preedy, 2009) valores de concentracbes de acetaldeido em cervejas
artesanais normalmente variam entre 2 e 20 mg L™ e o LQ do método é de 4,03 mg L ou
seja, em algumas amostras, a quantificacdo deste analito podera ficar comprometida. J& para o
acetato de etila, valores de concentragdes entre 10 e 70 mg L™ sdo normalmente encontradas
em cervejas artesanais (Reed & Nagodawithana, 1991; Buiatti, 2009; Nespor, 2018; Preedy,
2009). Nesse caso, como os limites calculados estdo abaixo desses valores, 0 método se
apresenta como adequado para a quantificacdo de acetato de etila em amostras de cervejas.

Considerando os alcoois superiores, também observamos altos valores de limites de
quantificacdo para os analitos n-propanol e alcool isoamilico, o0 que também pode
comprometer a determinacdo destes em algumas cervejas, que 0s contenham em baixas
concentragoes.

Um procedimento que pode melhorar os pardmetros calculados é empregar uma
coluna cromatogréafica com pouco tempo de uso, intacta quanto a qualidade da fase

estacionaria, o que pode melhorar substancialmente as figuras de mérito do método.

3.4. Anélises de cervejas artesanais

Utilizando o método otimizado, foram realizadas as analises quimicas para obtencéo
das concentragdes de acetaldeido, acetato de etila, n-propanol, isobutanol e alcool isoamilico
foram determinadas em diferentes estilos de cervejas, de diferentes marcas.

A Tabela 4 apresenta os resultados das analises de concentracfes nas diferentes

cervejas, nas quais a letra maidscula representa a marca.
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Tabela 4. Concentragdo dos compostos organicos volateis determinados em cervejas

artesanais de diferentes estilos e marcas.

Acetaldeido  Acetato de  n-Propanol Isobutanol Isoamilico (mg
Amostra

(mgL?1) Etila(mgL?!) (mgL?) (mg LY L1
IPAA 28+0,3 192+19 2,1+28 17,7+16 949+6,8
Ale A 20+0,1 23,4+0,3 45+3,0 22,0+0,7 916+4,4
Pilsen A 28+0,1 16,6 +0,2 ND* 49+0,8 94,3+6,8
Dubbel A 28+04 152 +0,2 427+12 268+09 167,8+2,9
Wit A 35+0,3 273+44 556+114 36,053 1228+54
Weiss A 16+0,3 284+54 1079+74 38,7157 176,5+22,4
IPAB 1,4+0,1 152+0,6 389+25 184+16 815+6,1
Dunkel C 1,3+0,1 216+12 193+6,0 345+15 82,3+7,2
Dunkel D 1,8+0,1 16,7 £2,7 300+£19 231+31 75,3+2,8
American Lager E 1,2+0,0 11,1+0,9 ND* ND* 42, 7+125
Helles F 43+04 135+25 16,4+35 121+10 63,5+ 3,8
Stout G 1,3+0,.1 19,8 +0,6 76,4+27 21,704 1273+ 7,6
Wit H ND* 18,1+0,4 ND* 115+25 1343+ 11,7
Wit | 1,0+0,1 97+11 ND* 439+14 190,1+8,9

*ND: Néo detectado. Fonte: Autores.

E possivel observar que nas cervejas American Lager E e na cerveja Wit H ndo foi
possivel quantificar mais de um analito. Ainda, também fica evidente o problema da
determinacdo do n-propanol em determinadas cervejas, 0 que estd diretamente relacionado
aos limites de deteccéo desse composto. O que explica o problema de deteccdo do n-propanol
é que sua separacdo do pico do etanol (que estd presente em concentragcdes bem superiores)
ndo foi eficiente, indicando perda de fase da coluna cromatografica.

Entretanto, vale destacar que varios compostos volateis foram quantificados com boas
exatiddo e precisdo, atendendo aos limites calculados e é possivel constatar que as
concentragOes desses compostos variam bastante de cerveja para cerveja.

Avaliando o analito acetaldeido, é importante mencionar que na fase jovem da cerveja
este componente geralmente esta presente em concentragdes de 20 a 40 mg L, mas diminui
para concentrages em torno de 2 a 20 mg L™ no produto final. (Kobayashi, Shimizu &
Shioya, 2008; Preedy, 2009). Considerando o limiar sensorial para esse composto, de acordo
com Kobayashi, Shimizu & Shioya (2008) valores acima de 20 mg L™ conferem sabores de

folhas verdes a cerveja de forma nao positiva, enquanto Troilo et al. (2019) apontam o valor
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do limiar sensorial como 25 mg L. De qualquer forma, analisando a Tabela 4, é possivel
observar que todas as cervejas apresentaram teores de acetaldeido conforme o esperado,
dentro das faixas encontradas na literatura e abaixo do limiar de percepcdo do analito
(Kobayashi, Shimizu & Shioya, 2008; Preedy, 2009; Troilo et al., 2019).

Considerando o analito acetato de etila, concentracdes entre 10 e 80 mg L sdo
normalmente encontradas nos mais diversos tipos de cervejas, considerando-se as diferentes
faixas encontradas na literatura (Kobayashi, Shimizu & Shioya, 2008; Preedy, 2009; Nespor,
2018; Troilo et al., 2019). Entretanto, de acordo com Troilo et al. e Kobayashi, Shimizu &
Shioya, cervejas contendo acetato de etila com concentragBes superiores a 30 mg L podem
apresentar sabor adocicado e de solvente, ndo desejaveis. Analisando a Tabela 4, é possivel
observar gue todas as cervejas artesanais analisadas apresentaram o acetato de etila dentro das
faixas apresentadas na literatura s e abaixo do limiar de percepc¢éo sensorial.

Com relacdo aos alcoois superiores totais presentes em cervejas, estes Sd0 0S
compostos sensoriais mais abundantes presentes na cerveja e valores de concentragfes acima
de 100 mg L podem afetar negativamente o sabor da cerveja (Pires & Branyik, 2015). Ja,
segundo Troilo et al. (2019) e Kobayashi, Shimizu & Shioya (2008), somente concentracfes
acima de 800 mg L de n-propanol, 200 mg L™ de isobutanol e 70 mg L de &lcool
isoamilico serdo perceptiveis sensorialmente, podendo afetar negativamente o flavor da
cerveja.

Destacam-se nos resultados apresentados na Tabela 4 algumas cervejas que
apresentaram altos teores desses alcoois, como as Wits, a Weiss, a Dubbel e a Stout
analisadas. Como sdo cervejas com caracteristicas tipicas, que derivam da alta quantidade de
trigo presente nas Wits e na Weiss, altos teores de malte torrado como no caso da Dubbel e da
Stout, além de outras especificidades de cada receita, estas justificariam a presenca das altas

concentragdes de alcoois superiores em suas composi¢cdes (Mosher & Trantham, 2017).

3.5. Classificagao de cervejas artesanais

Existem muitas definigdes diferentes de estilos para cerveja, mas de acordo com as
diretrizes apresentadas pelo Beer Style Guidelines de 2020 (Brewings Associaton, 2020), uma
importante classificagdo se da em duas categorias principais, Lagers e Ales, conhecidas como
cervejas de fermentacdo no topo e no fundo, respectivamente, além da categoria que
englobam os demais estilos de cervejas, muitas vezes um hibrido entre Lagers e Ales (Preedy,
2009; Mosher & Trantham, 2017; Brewers Association, 2020).
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Cervejas Lagers sdo caracterizadas pelo uso de leveduras de baixa fermentacdo como a
Saccharomyces pastoranus, que requerem baixas temperaturas durante fermentacdo e
maturacdo ou condicionamento em condi¢des muito frias. Ainda podem ser classificadas
como European Lager, British Lager e American Lager, que apresentam um grande portfolio
de produtos (Helles alem&, Dunkel alemad, Pilsener americana, entre outras).

As cervejas Ales sdo caracterizadas pelo uso de leveduras de alta fermentagdo como a
Saccharomyces cerevisae que empregam temperaturas mais quentes para realizar a
fermentacdo. Por esta razdo, produz compostos quimicos adicionais que dao sabores a cerveja
e como sdo cervejas mais faceis de produzir existem inumeras possibilidades de criacdo de
produtos com diferentes perfis. Podem ser classificadas como European Ales, English,
Scottish e Irish Ales e American Ales, que também trazem suas inimeras variacdes (Witbier
belga, Weiss alemd, Dobbel belga, India Pale Ale belga, Ale belga, entre outras) (Mosher &
Trantham, 2017).

Considerando as cervejas empregadas nesse estudo, buscou-se encontrar possiveis
diferencas e similitudes entre elas por meio de analise multivariada.

Utilizando-se da Analise de Componentes Principais gerou-se o Figura 2, que

apresenta a PC1 x PC2.
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Figura 2. Scores das duas primeiras componentes principais para as amostras de cervejas
artesanais. PC1 explica 72,67% da variancia total dos dados, enquanto a PC2 explica
24,32%.
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Fonte: Autores.

Observa-se pelo eixo da PC1 que as cervejas que ficaram a direita no eixo X,
apresentaram altas concentragfes dos alcoois n-propanol e isoamilico e todas elas séo cervejas
de alta fermentagdo, do tipo Ale, que sdo conhecidas por apresentar certas especificidades
considerando seus estilos.

A partir da analise hierarquica de cluster, gerou-se o Figura 3 que também apresenta
uma tendéncia de agrupar as amostras segundo a similaridade de seus estilos. Nesse método, a
distdncia entre dois clusters é calculada como a distancia média entre todos os pares de

objetos nos diferentes clusters.
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Figura 3. Dendrograma resultante do método de cluster através da média do grupo (distancia
euclidiana).
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Fonte: Autores.

O dendograma apresentado no grafico acima permite observar agrupamentos entre as
cervejas India Pale Ale e Ale com aproximadamente 85% de similaridade. No bloco das
cervejas Dunkel, constam cervejas as Pilsen e American Lager, todas estilo Lager.

No outro grande bloco observamos o conjunto das cervejas especiais, que conforme ja
mencionado, sdo as que ou levam trigo, ou especiarias, ou altos teores de lGpulo torrado,
(Brewers Association, 2020) mas com baixa % de similaridade entre elas.

Diante desses resultados, fica evidente a dificuldade em se classificar cervejas
artesanais, principalmente porque cada receita € Unica, mesmo quanto a cerveja deriva de um
determinado estilo, seja de origem ou de rota fermentativa.

Dessa forma, sem duvida, a inovacdo em produtos € de extrema relevancia para o
mercado cervejeiro e vai ao encontro do que o consumidor do segmento de cervejas artesanais

demanda, principalmente no que se refere a cervejas de qualidade com novos sabores e
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aromas. No entanto, a partir do imenso portfélio de cervejas artesanais disponivel, ndo é
simples prever todas as caracteristicas a serem encontradas em uma cerveja, considerando seu
estilo ou origem. O que se tem observado € uma variedade de cervejas que atendem as
legislacBes, mas que apresentam propriedades Unicas.

Assim, o controle analitico de um determinado produto é a Gnica forma ndo empirica
de se compreender melhor as caracteristicas deste, garantindo qualidade e seguranca ao
consumidor. Nesse contexto, 0 método apresentado se coloca como uma boa alternativa as

cervejarias que tem intencdo de inovar com qualidade.

4. Consideragdes Finais

Por meio deste trabalho constata-se que a técnica de cromatografia gasosa com
amostragem por headspace é uma boa ferramenta para determinacdo de compostos volateis
em cervejas artesanais.

Foi possivel quantificar acetaldeido, acetato de etila, n-propanol, isobutanol e alcool
isoamilico em cervejas de diferentes estilos e observou-se a influéncia dos alcoois superiores
na classificacdo de algumas cervejas especificas, por estarem presentes nestas em altas
concentragoes.

Diante de tantas inovagdes nesse seguimento de mercado, com inimeras variacdes nas
receitas das diferentes cervejas, fica clara a importéncia da realizacdo de um controle analitico
mais rigoroso nesse tipo de produto. As interacdes e reacdes (quimicas e bioquimicas)
envolvidas no processo de producdo da cerveja e a complexidade que a cerveja artesanal
apresenta, pode afetar a bebida de inimeras formas, incluindo o padrdo de identidade e

qualidade o estabelecido pela legislag&o.
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