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Utilizacdo de ferramentas quimiométricas para otimizacdo de método e
avaliagcédo das concentragdes de metais em amostras de cervejas
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RESUMO:

A cerveja é uma bebida alcodlica consumida ao redor de todo mundo. E fonte
de diversos nutrientes e, consequentemente possui propriedades antioxidantes sendo
benéfica se consumida moderadamente. Nesta dissertacdo foram realizados dois
trabalhos usando-se a técnica espectrométrica de absor¢céo atbmica com chama para
determinacdo de Ca, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn e de emissdo atbmica com chama para
determinar Na e K em amostras de cerveja. No primeiro, utilizou-se Analise de
Componentes Principais (PCA) e Mapas Auto-organizaveis de Kohonen (KSOM’s) na
exploracdo dos dados originados da analise de amostras de cervejas de diferentes
tipos (pilsen, lager, malte, sem &lcool e Malzbier) e marcas, sendo os teores de metais
foram determinados apds decomposicdo em bloco digestor. Os resultados para as
duas técnicas utilizadas ndo mostraram agrupamento das amostras de acordo com
seu tipo ou com sua marca provavelmente devido a variabilidade das concentracdes
dos metais ser muito grande e depender principalmente da matéria prima utilizada
(um fator inconstante). No entanto, a técnica de PCA mostrou uma tendéncia ao
agrupamento de dois grupos de cerveja (malzbier e sem alcool). No segundo trabalho,
desenvolveu-se um método para preparo de amostras de cervejas utilizando a técnica
de diluicdo em meio acido assistida por energia de ultrassom, o procedimento
analitico foi otimizado aplicando-se planejamento Doehlert e funcdo de
desejabilidade. A metodologia desenvolvida apresentou limites de quantificacdo (mg
LY) de 0,25; 0,073; 0,12; 0,36; 0,038; 0,13; 0,14, e precisdo (%RSD, 0,5 mg L%,
repetibilidade) de 4,2; 2,8; 2,7; 4,1; 4,0; 3,8; 2,3% para Ca, Cu, Fe, K, Mn, Na e Zn,
respectivamente. A exatiddo foi avaliada por meio da comparagdo com um método
padrdo (decomposicdo em bloco digestor) e por testes de adicdo/recuperacdo dos
analitos nas amostras diluidas (testes spikes) fornecendo recuperacdes entre 90 e
113%.

Palavras-chave: cervejas, metais, andlise multivariada, planejamento Doehlert,
FAAS, FAES.



Use of chemometric tools to optimize method and evaluate metal

concentrations in beer samples

Author: Erica Raina Venancio Almeida

Advisor: Prof. Dr. Marcos de Almeida Bezerra

ABSTRACT:

Beer is an alcoholic beverage consumed worldwide. It is a source of several
nutrients and, consequently, has antioxidant properties and is beneficial if consumed
in moderation. In this dissertation, two studies were carried out using the flame atomic
absorption spectrometric technique to determine Ca, Cu, Fe, Mn, Ni and Zn and flame
atomic emission to determine Na and K in beer samples. In the first, Principal
Component Analysis (PCA) and Kohonen Self-Organizing Maps (KSOMs) were used
to explore data originating from the analysis of beer samples of different types (pilsner,
lager, malt, non-alcoholic and Malzbier) and brands, with metal contents being
determined after decomposition in a digestion block. The results for the two techniques
used did not show grouping of samples according to their type or brand, probably
because the variability of metal concentrations is very large and depends mainly on
the raw material used (an inconstant factor). However, the PCA technique showed a
tendency to group two groups of beers (malzbier and non-alcoholic). In the second
work, a method was developed for preparing beer samples using the dilution technique
in acidic medium assisted by ultrasound energy, the analytical procedure was
optimized by applying Doehlert planning and desirability function. The developed
methodology presented quantification limits (mg L-1) of 0.25; 0.073; 0.12; 0.36; 0.038;
0.13; 0.14, and precision (%RSD, 0.5 mg L-1, repeatability) of 4.2; 2.8; 2.7; 4.1; 4.0;
3.8; 2.3% for Ca, Cu, Fe, K, Mn, Na and Zn, respectively. Accuracy was assessed by
comparison with a standard method (digester block decomposition) and by
addition/recovery tests of analytes in diluted samples (spike tests) providing recoveries
between 90 and 113%.

Keywords: beers, metals, multivariate analysis, Doehlert design, FAAS, FAES
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1. REFERENCIAL TEORICO

A cerveja € uma das bebidas fermentadas mais antigas [1] e se encontra
entre as bebidas alcodlicas mais populares e consumidas no mundo [2]. O nivel
de aceitacdo e consumo da cerveja entre os brasileiros sdo demonstrados em
dados estatisticos do Ministério da Agricultura e Pecuaria — MAPA o0s quais
revelam que no ano de 2022, 180 novas cervejarias foram registradas no Brasil,
considerando que comparando com dados do ano de 2021, ndo houve
diminuicdo no numero de estabelecimentos ativos em nenhum estado [3].

Conforme o Artigo 2° da Instrucdo Normativa n® 65 de 10 de dezembro de
2019, “cerveja € a bebida resultante da fermentacdo, a partir da levedura
cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de cocgédo adicionado de lapulo ou extrato de lupulo,
sendo que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser
substituida parcialmente por adjunto cervejeiro” [4].

A cerveja é uma bebida rica em substancias e compostos bioquimicos que
sdo benéficos para a saude do ser humano entre eles vitaminas, minerais,
proteinas, aminoacidos essenciais, polipeptidios, polifendis, 6leos essenciais e
fibras soluveis. Dessa forma, o consumo moderado desta bebida pode contribuir
positivamente para a saude dos seus consumidores prevenindo doengas como
cancer, osteoporose, doengas cardiovasculares, uma vez que 0S compostos
bioativos presentes em sua composi¢ao possuem propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias [5].

A composicdo quimica da cerveja pode ser resultante tanto dos compostos
provenientes da matéria prima utilizada para producéo da bebida, como também
daqueles que sao formados no decorrer do processo de fabricacédo [6]. Metais
presentes na cerveja sao provenientes de forma majoritaria da matéria prima
(fonte enddgena), e, portanto, seus teores sdo um reflexo da composicédo dos
ingredientes utilizados. A presenca e concentracdo destes elementos varia de
acordo com o tipo de cerveja produzida, a qualidade dos substratos que sé&o
utilizados e do pais de origem da bebida. Sendo assim, aspectos morfoldgicos,

climaticos e geoldgicos do local onde foram cultivados esses ingredientes, os



tipos de cultivo e manejo do solo podem influenciar diretamente na composicéo
guimica elementar da cerveja produzida [7].

Metais em cervejas podem ser provenientes também de fontes exdgenas,
seja por meio de outras substancias, além da matéria prima, as quais sao
adicionadas no decorrer do processo de fabricacdo com a finalidade de controlar
as fases de fermentacdo e maturacdo, ou mesmo, por contaminacdo dos
equipamentos da cervejaria utilizados no manuseio e armazenamento da bebida
[7].

A avaliagdo do teor mineral na cerveja (sobretudo de metais em
guantidades macro, micro e tracos) € de grande importancia devido a influéncia
destes em sua composicao nutricional. A Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos (TBCA) contém informacdes sobre a composicao destes minerais na
cerveja em mg por 100g da bebida tipo pilsen e sem alcool [8]. Os dados séo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Composicao de nutrientes e minerais em cervejas tipo pilsen e sem alcool de acordo
com a TBCA.

Nutriente Cerveja Pilsen* Cerveja sem
alcool*

Calcio 4,99 7,00
Ferro Traco 0,06
Cobre Traco 0,01
Manganés 0,01 0,01
Zinco Traco 0,02
Saédio 4,23 13,0
Potassio 29,5 8,00

Fonte: Adaptado de TBCA [8]
*(mg/100 g de cerveja)

A importancia destes metais € refletida também no processo de fabricacao
e na qualidade do produto uma vez que muitos desses elementos estao
envolvidos em diferentes reacdes no decorrer deste processo, sobretudo na
fermentacdo e, suas concentracbes podem influenciar nas caracteristicas do
mosto afetando significativamente na qualidade da bebida, na estabilidade do

sabor e da espuma [7,9,10,11].



Alguns metais séo cofatores essenciais para muitas enzimas fermentativas
e, portanto, sdo componentes indispensaveis cumprindo fungdes estruturais ou
de equilibrio de cargas. Ca, Cu, Fe, K, Mg e Zn séo alguns dos metais que em
baixas concentragbes sdo necessarios para o crescimento adequado das
leveduras, porém, em concentracdes elevadas se tornam toxicos podendo gerar
um estresse salino nas mesmas, como acontece com o Na [7].

Ca e Mg afetam no processo de isomerizacdo de compostos do lupulo, ou
seja, na transformagédo de a—acidos em iso a-acidos, compostos responsaveis
pelo amargor na cerveja e formacdo de espuma. Cu e Fe atuam como
catalisadores em reacdes que promovem a oxidacdo de compostos organicos
responsaveis por conferir estabilidade no sabor, o que contribui para o
envelhecimento da cerveja. Estes metais também podem favorecer a formacao
de compostos volateis de enxofre 0os quais sdo responsaveis por prejudicar a
gualidade do sabor e estabilidade da bebida [6,12].

Em contrapartida, o Fe pode influenciar também de maneira positiva no
processo de fabricag&o pois contribui para o crescimento e desenvolvimento da
levedura, aumentando a estabilidade da espuma e no metabolismo da glicose e
ativacdo ou inibicdo de enzimas. Fe e Mn atuam na ativacdo e inibicdo de
diferentes enzimas e podem influenciar no processo de fabricacdo da cerveja
[6,12]. Sendo assim, as concentracdes destes metais devem ser monitoradas
durante o processo de fermentagéo [7].

De maneira geral, as cervejas sao classificadas em dois grandes grupos de
acordo com o tipo de fermentacdo sendo eles: ale e lager. As cervejas tipo ale
sdo chamadas de cerveja de alta fermentacdo produzidas com leveduras que
atuam na superficie do liquido sob altas temperaturas (12 a 25 °C), as cervejas
resultantes desse processo de fermentacdo possuem aromas mais frutados e
perfumados em comparacdo com as cervejas tipo lager. Estas por sua vez, séo
resultantes do processo de fermentacéo que ocorre a baixas temperaturas (3,3
a 13 °C) neste caso, as leveduras agem na parte inferior do tanque de
fermentacgéao [13,14,15].

A familia lager teve sua origem na Alemanha, na regido da Baviera, no
século XIX e nos dias de hoje € o tipo de cerveja mais consumido mundialmente

[26]. Os aromas e sabores das cervejas lager sdo mais suaves e leves em



comparacao com as cervejas do tipo ale. O estilo pilsen largamente apreciada
no Brasil € uma lager, obtida a partir do malte tipo pilsen utilizando agua de baixa
dureza, possui um sabor suave, € clara e limpida [16].

A cerveja sem alcool pode ser produzida de diferentes formas. Utilizando-
se técnicas fisicas o alcool € removido apds o fim do processo de fermentacéo,
enguanto por meio de técnicas biologicas o desenvolvimento do alcool é inibido
ou controlado durante o processo de fermentacdo para que néo ultrapasse a
porcentagem de teor alcodlico estabelecido para cerveja sem alcool, neste caso,
a fermentacdo da cerveja € interrompida por processos de filtracdo e
pasteurizacdo. Outro método constitui-se em realizar a adicdo de
microrganismos especiais, leveduras ndo Saccharomyces, que possuem
capacidade limitada ou nenhuma capacidade de fermentar maltose ou
maltotriose que compde a maior fracdo de acucar do malte [14,17].

No Brasil “cerveja sem alcool” ou “desalcoolizada” é classificada como a
cerveja que possui 0 conteudo alcodlico inferior ou igual a 0,5% v/v, enquanto
que “cerveja com baixo teor alcodlico” € aquela na qual a quantidade de alcool
encontra-se entre 0,5 e 2,0 % v/v e, “cerveja” quando o teor alcodlico € maior
gue 2,0% em volume [4].

A Malzbier originada na cidade de Einbeck na Alemanha [29] € um estilo
de cerveja de baixa fermentacdo e é caracterizada por sua coloracdo escura.
Grandes quantidades de acucares ou xaropes sdo adicionados ao mosto apos
este passar pelos processos de fermentacao e filtracdo. As cervejas Malzbier
produzidas e comercializadas no Brasil, sdo adicionadas de corante caramelo e
acucar de cana responsaveis por conferir o sabor adocicado a cerveja [18]. Ja a
cerveja “puro malte” é a cerveja produzida a partir do mosto cujo extrato é
oriundo exclusivamente de cevada malteada ou de extrato de malte [4].

Diante da grande quantidade de metais presentes na cerveja e de sua
importancia tanto na saude do ser humano quanto na qualidade da bebida,
considera-se importante o desenvolvimento de estudos para determinar e avaliar
do teor de macro e microelementos em sua composi¢cdo. Contudo, devido a
diversidade de tipos e marcas de cerveja existentes, essas andlises resultam em

uma ampla quantidade de dados, sendo assim, torna-se de grande interesse a



aplicacdo de técnicas que permitam uma melhor interpretacdo dos dados
obtidos.

A estatistica multivariada tem sido utilizada frequentemente no tratamento
de dados analiticos e permite por meio de suas ferramentas computacionais
tratar esses dados identificando similaridades entre as amostras, o que
corresponde as semelhancas existentes em suas composi¢des quimicas [19]. A
analise de componentes principais (Principal Components Analysis - PCA) é uma
das técnicas de reconhecimento de padrbes mais utilizadas para esta finalidade
pois reduz a dimensionalidade dos dados preservando ao maximo as suas
informacdes estatisticas referentes a amostra. A PCA é realizada através do
estabelecimento de novas variaveis chamadas de componentes principais
(PCs), as quais sdo combinacbes lineares das varidveis originais sendo
organizadas em ordem decrescente de importancia [20].

As redes de Kohonen é um tipo de Rede Neural Artificial (ANN), constitui-
se em um modelo mateméatico computacional inspirado no funcionamento de
células neurais biologicas. Foram desenvolvidas por Teuvo Kohonen na década
de 80. Essas redes convertem as relagées nao-lineares dos dados de entrada
em relacdes geométricas simples, que consiste em uma grade ou reticulado
bidimensional, também denominado de mapas auto-organizaveis de Kohonen
ou Self Organizing Maps (SOM) ou (KSOMSs) [21,22].



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Aplicar ferramentas quimiométricas na analise multivariada de dados e no
desenvolvimento de um novo método analitico para determinacéo de Ca, Cu, Fe,
K, Mn, Na e Zn em amostras de cerveja industriais de diversas marcas e tipos
utilizando espectrometria de absorcdo/emissdo atbmica por chama
(FAAS/FAES).

2.2. Objetivos especificos

e Utilizar as técnicas de Andlise de Componentes Principais e Mapas Auto-
organizaveis de Kohonen no tratamento dos dados obtidos da determinacao
de metais por FAAS e FAES ap0s decomposi¢ao por via umida em bloco
digestor;

e Aplicar planejamento experimental Doehlert e fungcdo desejabilidade na
otimizag&do de método analitico utilizando técnica de diluicio em meio acido
assistida por energia de ultrassom,;

e Avaliar o desempenho do método analitico desenvolvido;

e Aplicar a metodologia em amostras de cervejas adquiridas em

supermercados da cidade de Jequié — BA,;



3. CAPITULO 1

Aplicacdo de analise de componentes principais e mapas auto-
organizaveis de Kohonen na avaliacdo de metais macro e micronutrientes

em diferentes tipos de amostras de cerveja



3.1. Introducéao

A cerveja é uma bebida largamente apreciada pela populacdo. No ano de
2021, foram consumidos mundialmente aproximadamente 186 milhdes de
quilolitros desta bebida, sendo a China, Estados Unidos e Brasil, nesta ordem,
0S paises que mais consomem cerveja no mundo [23]. A cerveja € fabricada a
partir da fermentacéo de cereais (normalmente de malte de cevada, com ou sem
materiais ricos em amido) por acdo de leveduras especificas e aromatizada por
lipulo. E uma fonte nutricional de minerais, de elementos macro e
micronutrientes, de compostos polifendlicos, de vitaminas e fibras. Esta bebida
possui propriedades antioxidantes, anticancerigenas, antimutagénicas e
angiogénicas, sendo benéfica se consumida moderadamente [24].

A presenca de metais na cerveja pode ser proveniente de fontes naturais
como do solo no qual o cereal foi plantado, da agua usada na producdo da
bebida, das proprias matérias primas, ou também da contaminag¢do ambiental,
da contaminacdo por fertilizantes e pesticidas, do processo industrial de
fabricacdo ou das embalagens utilizadas no seu armazenamento. Sendo assim,
a determinacdo rotineira desses metais assume grande importancia,
considerando-se que estes influenciam nas caracteristicas da cerveja e da
gualidade do produto final [25].

Metais em quantidades macro, micro e trago apresentam importante papel
nos processos que envolvem a fermentacédo, devido ao fato de fornecerem um
ambiente adequado para o crescimento das leveduras. Sabe-se que esses
metais sdo0 necessarios, mesmo em quantidades traco, pois agem como
cofatores fundamentais para a acdo efetiva de diferentes enzimas que agem no
metabolismo e crescimento das leveduras. A depender da concentracdo, a
presenca de metais de transicdo em cervejas, tais como Fe e Cu em suas formas
livres (ndo complexadas) contribuem para a catdlise de reacbes de
degradacéao/producdo de substancias associadas com a qualidade da cerveja
afetando seu tempo de armazenamento. Espécies reativas de oxigénio
formadas, tais como radicais livres, oxidam diversos compostos organicos
presentes na cerveja afetando sua estabilidade e sabor. Por outro lado, os metais
apresentam importancia nutricional para os consumidores dessa bebida, porém,

o efeito benéfico no metabolismo e na satude do consumidor depende do tipo de



espécie metdlica presente, uma vez que algumas espécies organicas se ligam
aos ions metalicos e formam complexos de diferentes estabilidade e
disponibilidade ao organismo [26].

As técnicas de analise multivariada permitem a extracdo de informacdes
latentes de um grande conjunto de dados. Uma das técnicas multivariadas mais
difundidas € a analise de componentes principais. Esta € uma técnica de
exploracdo de dados usada para reconhecimento de padrdes dos objetos (ex:
as amostras) com base em alguma propriedade medida (ex: concentracao de
metais). Os componentes principais sdo combinacdes lineares das variaveis
originais que conseguem explicar ao maximo a variancia dos dados. A ideia
principal é fornecer uma forma de extrair informacdes usando apenas poucos
componentes principais [27,28,29,30].

PCA tem sido usada na area de alimentos para, por exemplo: detecgéo
precoce de mofo em queijos a partir de dados hiperespectrais [31], estudos das
propriedades organolépticas de produtos alimenticios derivados de ovo fresco e
ovo em po [32], determinagdo da origem vegetal do extrato de éleo de alcaguz
usado como um aditivo alimentar natural [33], associagdo multivariada entre
compostos bioativos e propriedades funcionais em alimentos [34], avaliacdo da
relacdo sinal-ruido para calibracdo de analisadores espectrofotométricos de
alimentos [35], investigacdo da distribuicdo de 17 aminoacidos em gelatinas de
origem bovina e porcina apds analise por ultra cromatografia liquida de alto
desempenho com detector por arranjo de diodos [36], investigacao de diferencas
nas propriedades fisicas e quimicas entre cinco variedades de morango [37],
entre outras aplicagoes.

Os mapas auto-organizaveis de Kohonen é uma aplicagdo das redes
neurais artificiais que tem sido usada como ferramenta multivariada de
exploracdo de dados. Esta abordagem é considerada relativamente simples e se
baseia em gerar mapeamentos de um espaco de dimensao elevada na forma de
estruturas cuja dimensao topoldgica € mais simples que a original. Estes mapas
sdo capazes de preservar as relacbes de vizinhanca dos dados de entrada
enguanto a dimensionalidade dos dados é diminuida. Isto os torna interessantes
para aplicacbes em diversas areas, incluindo a analise exploratéria de dados.

KSOMs fazem parte de um grupo de redes neurais chamado redes baseadas
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em modelos de competicdo. Estas redes combinam competicdo com uma forma
de aprendizagem para fazer os ajustes de seus pesos, buscando encontrar
similaridades baseando-se apenas nos padrdes de entrada. O principal objetivo
dos mapas auto-organizaveis de Kohonen é agrupar os dados de entrada que
sdo semelhantes entre si formando classes ou agrupamentos.

KSOMs tem sido aplicado na area de alimentos para realizar a triagem do
teor de metais obtidas por espectrometria de emissao Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) em cascas, polpas e sementes de duas
espécies de maracuja (Passiflora L.) [38], desenvolver uma metodologia para
avaliacao sensorial de produtos alimentares com base em tributos como aroma,
flavor, aparéncia e textura [39], avaliacao de refrigerantes de diversas marcas e
sabores através da determinacdo de nove elementos por ICP OES [40],
avaliacdo da contaminacdo de embalagens de brotos de alfafa  por
Salmonella Typhimurium [41], investigacdo da adulteracdo de Oleos essenciais
usando a matriz formada pelo espectro de excitacdo-emisséo de fluorescéncia
para diferenciar Oleos puros de Oleos adulterados [42], classificar
geograficamente vinhos eslovenos com base em sua composi¢cdo elementar
[43], classificar amostras de diversas variedades de morango com base na sua
composicao quimica de espécies volateis determinadas ap0s micro extracdo em
fase sdlida na modalidade headspace e determinagcdo por GC-MS [44], entre
outros.

Neste trabalho, duas técnicas de andlise multivariada de dados (Analise
de componentes principais e Mapas Auto-organizaveis de Kohonen) foram
empregadas na exploracédo de dados provenientes da determinacéo de metais
em amostras de cervejas de diferentes tipos (puro malte, lager, pilsen, malzbier,
sem alcool) e marcas. As determinacdes dos metais foram realizadas usando as
técnicas de espectrometria de absorcdo atdmica com chama (FAAS) para
determinacao dos metais Ca, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn e emissao atdbmica com chama

(FAES) para determinacdo de Na e K.
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3.2. Experimental
3.2.1. Instrumentacéo

Para determinacdo dos metais nos digeridos das amostras de cerveja,
usou-se um espectrometro de absorcédo atdmica com chama da Perkin Elmer
(Modelo Analyst 200, Norwalk, CT, Estados Unidos) operando no modo emissao
(para determinacao de Na e K) e no modo de absorcéo (para os demais metais).
O espectrébmetro € equipado com lampada de deutério, para correcao de
radiagdo fundo emitida pelo atomizador, e lampadas de catodo oco operando
nos seguintes comprimentos de onda (nm) para determinacdo dos metais de
interesse: Ca (422.7), Cu (324.7), Fe (248.3), Mn (279.5), Ni (232.0), e Zn
(213.9). No modo emissao nao foi necessario lampadas, mas o proprio elemento,
excitado na chama, foi usado como fonte de radiacdo medida nos seguintes
comprimentos de onda (nm): K (766.5) e Na (589.0). A chama foi composta por
uma mistura de ar (2,0 L min) e acetileno (13,5 L min!). A razdo de fluxo de
aspiracdo da amostra pelo nebulizador usada foi de 5,0 mL min-_.

Para a digestdo das amostras utilizou-se um bloco digestor da Tecnal
(Modelo TE 0851, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil), equipado com modulo de
programacao de aquecimento, tubos digestores e dedos frios de vidro. Este
bloco apresenta 40 cavidades para encaixe dos tubos digestores o que
corresponde a mesma quantidade de amostras que podem ser decompostas.
Agua deionizada foi obtida de um sistema de purificacdo Permution (Labnorte,

Salvador, Brasil).

3.2.2. Reagentes e solugdes

Acido nitrico concentrado Neon (Suzano, S&o Paulo, Brasil) e peréxido de
hidrogénio 35% Neon (Suzano, S&do Paulo, Brasil) foram utilizados para
decomposicdo das amostras de cerveja. As vidrarias usadas no preparo de
solucdes, os recipientes de decomposicao e frascos de polietileno utilizados para
armazenagem dos digeridos, foram descontaminados antes do uso com solucéo
de &cido nitrico 5% (v v'') por no minimo 12 horas. Depois, este material foi
enxaguado com agua deionizada e secos em ambiente livre de poeira. Solucdes

padréo de metais (Ca, Cu, Fe, Mn, Ni, Zn, Na e K) usados para a construcao de



12

curvas de calibracdo e nos testes spike foram preparadas por diluicdo de suas
respectivas solugcdes estoques (Merck, Darmstadt, Alemanha) cujas

concentragdes eram 1000 mg mL* conservadas em &cido cloridrico 1% (v v'1).

3.2.3. Aquisicdo das amostras

As amostras de cerveja foram compradas em supermercados da cidade
de Jequié (Bahia/Brasil). Foram adquiridas cervejas de diferentes tipos: pilsen (7
amostras), lager (14 amostras), puro malte (10 amostras), sem alcool (9
amostras) e malzbier (6 amostras) sendo 43 das amostras armazenadas em
embalagens de lata e 4 amostras eram contidas em embalagens de vidro. As
amostras foram transportadas do supermercado até o laboratério e
armazenadas em armario fechado para ndo sofrerem influéncia da luz, sem a
necessidade de refrigeracdo. As amostras eram abertas apenas no momento do

tratamento.

3.2.4. Decomposicdo acida em bloco digestor

Para realizar a decomposicao, transferiu-se 10,0 mL de cada amostra de
cerveja previamente desgaseificada (utilizando-se banho ultrassénico) para
tubos digestores de vidro ja posicionados no bloco digestor. Em seguida,
acrescentou-se 5,0 mL de &cido nitrico concentrado e 2,0 mL de peréxido de
hidrogénio a cada tubo contendo as amostras. Acoplou-se o dedo frio e realizou-
se 0 aquecimento e decomposi¢do simultdnea das amostras (em triplicata) a
uma temperatura de 120 °C. Apos haver a liberacdo de um vapor de cor castanha
e as amostras apresentarem uma coloragdo clara, manteve-se o aquecimento
até quase secura para liberar excesso de acido e entdo, finalizou-se o
aguecimento. Apdés o processo de decomposicdo aguardou-se as amostras
atingirem a temperatura ambiente e em seguida foi realizada a transferéncia
guantitativa para tubos tipo Falcon (lavou-se o frasco de decomposicao trés
vezes, adicionando a agua de lavagem a solucao final), completou-se o volume
para 25 mL com agua deionizada, armazenando os digeridos na geladeira até o

momento da andlise.
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3.2.5. Tratamento dos dados

Os dados de concentracdo dos metais determinados foram organizados
em uma matriz composta por 47 linhas (amostras de cerveja) e 8 colunas
(analitos determinados). Para a aplicacdo da PCA, os dados foram previamente
auto escalonados subtraindo-se a média da coluna e dividindo-se pelo seu
desvio padréo. Os dados foram tratados usando-se o software Statistica (The
StatSoft, Inc, Tulsa, OK, Estados Unidos) verséo 7.0.

O software Matlab R2016a (The MathWorks, Co, Natick, MA, Estados
Unidos) munido com a toolbox disponivel no site

www.cis.hut.fi/projects/somtoolbox foi utilizado para implementar, treinar e gerar

0S mapas auto-organizaveis de Kohonen. O cédigo de implementacéo foi
elaborado a partir de algoritmos sugeridos na literatura [45]. O conjunto de dados
foi organizado em uma matriz (47 x 8), com as amostras organizadas em linhas
e as variaveis em colunas. Os dados foram previamente autoescalados. O
ndmero total de neurdnios utilizados no mapa foi definido pela formula 5v/n, onde
n € 0 humero total de amostras usando o mapa tipo folha e a grade hexagonal
[46]. O KSOM foi treinado com o conjunto de grupos de dados de entrada
utilizando um algoritmo de treinamento no qual todo o conjunto é apresentado
ao mapa antes de qualquer ajuste. A funcao que limitou a vizinhanca utilizada no
treinamento da plataforma e na estrutura da rede foi hexagonal. A arquitetura da
rede foi determinada empiricamente, com base em indices qualitativos como erro
de quantizacdo (EQ) e erro topoldgico (ET). Os resultados que foram
processados neste trabalho foram os dados correspondentes as concentracées

dos metais determinados nas amostras de cerveja.

3.3 Resultados e discusséo
3.3.1. Caracteristicas analiticas

O método utilizado para a determinacdo dos metais nas amostras de
cervejas foi validado para comprovacdo de sua aplicabilidade. Limites de
deteccao (LD) e quantificacao (LQ), precisao (repetitividade) e linearidade foram
determinados segundo as recomendac¢fes dos guias disponiveis na literatura

[47]. Os seus valores sdo apresentados na Tabela 2. A exatiddo do método foi


http://www.cis.hut.fi/projects/somtoolbox
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avaliada por meio de testes spike em dois niveis de concentra¢des (0,5 e 1,5 mg

L'1) obtendo-se recuperacdes entre 96 e 108%.
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Tabela 2: Caracteristicas analiticas do método aplicado na determinacé@o de metais nas amostras de cerveja apos decomposi¢do em bloco digestor.

Metal LOD (mg L) LOQ (mg L) Curva analitica Precisédo (% RSD) * Linearidade (R?)
Ca 0,088 0,29 y = 0,0032x + 0,0013 4,2 0,9978
Cu 0,0075 0,025 y = 0,0667x + 0,0048 2,8 0,9986
Fe 0,036 0,12 y = 0,0494x + 0,0056 2,1 0,9995
Mn 0,012 0,039 y = 0,0275x + 0,0027 3,5 0,9986
Ni 0,0084 0,028 y = 0,0671x + 0,0052 3,1 0,9981
Zn 0,0056 0,018 y = 0,3739x + 0,0059 2,5 0,9993
Na 0,015 0,051 y = 698,2x + 894 3,2 0,9907
K 0,021 0,070 3,8 0,9931

*Para uma solucéo de concentracdo 0,5 mg L (N=10)

y = 709,9x + 742



16

3.3.2. Concentracdes de metais nas amostras de cerveja

As amostras digeridas foram analisadas usando um espectrometro de
absorcao/emisséo atbmica com chama. As variagdes de concentracdes de Ca,
Cu, Fe, Mn, Ni, Zn, Na e K nas amostras de cerveja foram as seguintes (mg L™):
5,56 a 50,9 (Ca); 0,0316 a 0,202 (Cu); 0,107 a 0,636 (Fe); 0,0130 a 0,365 (Mn);
<LQ a 0,164 (Ni); 0,0746 a 1,35 (Zn); 0,364 a 218 (Na) e 76,4 a 731 (K). As
variagbes nas concentracdes dos metais, com relagdo ao tipo de cerveja, séo

apresentadas na Tabela 3.



Tabela 3: Concentrages de metais (mg L) em diferentes tipos de cervejas.
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Ca Cu Fe Zn Mn Ni Na K
Pilsen
Faixa 4,40a51,0 0,0316 a 0,128 0,107 a 0,302 0,0745 a 0,241 <LQ a 0,168 <LQ a 0,140 47,14 a 155,3 76,41 a 229,3
Média 23,2 0,0824 0,174 0,134 0,0817 0,0667 85,7 150
DP 16 0,032 0,084 0,066 0,054 0,051 36 58
Malzbier
Faixa 10,4 a 34,5 0,113a0,179 0,165 a 1,084 0,0858 a 0,767 0,0846 a 0,232 <LQ a 0,164 15,3a177 62,6 a 456
Média 23,3 0,142 0,489 0,438 0,157 0,0855 84,8 196
DP 9,1 0,022 0,34 0,30 0,058 0,056 62 136
Lager
Faixa 5,82 a 43,3 0,0714 a 0,152 0,182 a 0,550 0,990 a 1,350 <LQ a 0,277 <LQ a 0,137 <LQa 217 176 a 513
Média 19,2 0,120 0,279 0,244 0,135 0,0718 69,6 386
DP 9,4 0,026 0,12 0,32 0,080 0,057 65 101
Sem élcool
Faixa 5,65a34,0 0,0728 a 0,094 0,113 a 0,561 0,0756 a 0,157 0,0123a 0,181 <LQ a 0,128 <LQ a 146 190 a 490
Média 11,5 0,0812 0,205 0,0957 0,0959 0,0711 102 328
DP 8,8 0,0062 0,14 0,029 0,071 0,053 51 98
PM
Faixa 3,80 a39,3 0,0837 a 0,282 0,138 a 0,724 0,0923 a 0,604 0,0314 a 0,365 <LQa0,161 <LQal21 335a731
Média 19,5 0,159 0,283 0,193 0,170 0,0678 61,1 458
DP 11 0,053 0,19 0,16 0,11 0,061 38 142

DP: desvio padréo; PM: Puro Malte.
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Notou-se, neste estudo, que as amostras de cerveja tipo Malzbier
apresentaram as maiores concentragcdes medias dos metais Fe, Zn e Ni. Os
maiores teores médios de Ca foram encontrados nas cervejas Malzbier e Pilsen
com médias 23,3 e 23,2 (mg L), respectivamente. As cervejas do tipo puro malte
apresentaram maiores médias de concentragéo para Cu, Mn e K.

A Malzbier € uma cerveja adocicada, escura, de baixo teor alcodlico e se
popularizou quando comecou a ser indicada como uma opc¢ao para mulheres em
fase de amamentacdao, trabalhadores e pessoas com anemia e baixa imunidade
[18,48]. A levedura usada na bebida tem um elevado teor de nutrientes, minerais
e proteinas. Por isso, muitos estudiosos acreditavam que esta cerveja era capaz
de combater a anemia, sendo também rica em acido félico. A bebida chegou a
ser indicada como suplemento alimentar. Essas caracteristicas podem explicar
0s maiores teores de metais encontradas neste estudo para este tipo de cerveja.

Percebe-se que as cervejas sem alcool apresentaram maiores médias
para o Na. De acordo com a Tabela Brasileira de Composicéao de Alimentos, Na,
dentre os metais estudados nesta pesquisa, € 0 que esta presente em maior
guantidade na cerveja sem alcool (13,0 mg L) como mostrado na Tabela 1.

A cerveja sem Aalcool tradicionalmente, é fabricada com ingredientes
naturais, sendo livre de acucar adicionado, adocantes artificiais e corantes ou
conservantes, por isso, apresenta menor teor de carboidrato e,
consequentemente, calorias, quando comparada com outros tipos de cerveja. A
retirada do alcool pode ser realizada por evaporacdo apds a etapa de
fermentacdo da bebida, mantendo-se o0s nutrientes provenientes dos
ingredientes originais, de outro modo, por meio de técnicas bioldgicas, o
desenvolvimento do &lcool é interrompido ou controlado durante o processo,
neste caso, a cerveja apresenta elevado extrato residual [17].

Consequentemente este tipo de cerveja pode apresentar uma maior
concentracdo de minerais como mostra dados da TBCA (Tabela 1) quando
comparada a cerveja tipo pilsen [19,20]. No entanto, neste trabalho somente para
Fe, K, Mn e Na foram apresentadas maiores médias de concentragdes quando
comparadas com o grupo de cervejas pilsen. Os rétulos de algumas cervejas
sem alcool analisadas informavam a presenca de adjunto como milho e agucar

de cana nos ingredientes de algumas das cervejas zero alcool.
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A cerveja Puro Malte é fabricada apenas com agua, lapulo, malte de
cevada e a levedura, sem nenhum outro tipo de adjunto. Por isso, a puro malte
vai ter uma maior possibilidade de apresentar uma qualidade superior. No Brasil,
€ permitido que uma cerveja tenha até 45% de cereais ndo maltados em sua
composicdo que tem, como objetivo, produzir uma bebida mais barata, com
sabor de cerveja e em grande quantidade [4].

Milho, arroz e trigo sdo os cereais mais utilizados como adjuntos
cervejeiros por serem ricos em amido, sdo chamados adjuntos amilaceos [49]
Dados da TBCA para os cereais (in natura) cevada, milho, trigo e arroz mostram
a concentracdo de minerais em mg por 100 g destes cereais e pode se observar
menor concentracdo de metais presentes no milho e arroz em comparacédo com
a cevada [50].

A maioria das cervejas lager analisadas neste trabalho também possuiam
em seu roétulo a classificacéo “puro malte” isso pode explicar a proximidade entre
as medias apresentadas pelos grupos puro malte e lager para boa parte dos
metais analisados. Para melhor interpretacéo dos resultados das determinagdes,
optou-se, entdo por separar as cervejas analisadas em 5 grupos (Malzbier, sem
alcool, pilsen, puro malte e aquelas cervejas que apresentavam classificacédo
“lager” em seu rétulo classificou-se como lager).

Ledo et al. [25] determinaram metais em amostras de cerveja artesanais
e comerciais por FAAS (Fe, Mg e Zn), FAES (Na) e espectrometria de emisséo
Optica com plasma induzido por microondas - MIP OES (Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na,
Ni e Zn) apds degaseificacdo e decomposicdo em meio acido em bloco digestor
a 160 °C, por 93 min. As faixas de concentracdes encontradas (mg L) foram as
seguintes: 5,68 a 127,0 (Ca); 0,065 a 0,257 (Fe); 245,6 a 636,0 (K); 0,060 a 0,263
(Mn); 27,85 a 91,61 (Na); 0,067 a 0,165 (Ni) e 0,550 a 2,58 (Zn).

Em outro trabalho, Alcazar et al. [10] determinaram Zn, P, B, Mn, Fe, Mg,
Al, Sr, Ca, Ba, Na e K em 32 amostras de cervejas (lager, escura e de baixo teor
alcodlico) por ICP OES. Os autores aplicaram analise de componentes
principais, andlise discriminante linear (LDA) e redes neurais artificiais como
técnicas de andlise exploratéria e classificatoria. Encontrou-se as seguintes

faixas de concentracdo, em mg L, para Ca, Fe, Mn, Zn, Na, K, respectivamente



20

(19,85 a 107,89); (0,057 a 1065); (0,031 a 0,304); (0,001 a 0,975); (8,36 a
103,03); (200,2 a 832,9).

Nascentes et al. [6] realizaram a determinagdo de Cu, Mn e Zn por
espectrometria de absorcdo atdmica em forno thermospray (TS-FF-AAS). A
determinacao foi realizada de forma direta apos a desgaseificacdo sem realizar
nenhum tipo de digestdo da amostra, as faixas de concentracées encontrada
para os analitos foram Cu: 38-155 pgLt; Mn: 110-348 pgL?; Zn: 52,7-226 ugL™.
Os resultados foram comparados com aqueles obtidos por espectrometria de
absorcao atbmica em forno de grafite (GFAAS) havendo concordancia com um
nivel de confianca de 95%.

Gama et al. [11] quantificaram 15 elementos em cerveja por meio da
técnica de fluorescéncia de Raio-X por reflexao total (TXRF). Desenvolveu-se
um método de analise direta para determinagéo dos analitos incluindo K, Ca, Mn,
Fe, Ni, Cu e Zn. As faixas de concentracdo em mg L encontradas destes metais
foram K (183,8-418,5); Ca (9,82-96,0); Mn (0,06-1,42); Fe (0,07-1,57); Ni (<LD
- 1,13) Cu (< LD-0,32); Zn (0,02-1,98) e se mostraram coerentes quando
comparados com dados obtidos utilizando-se o método de digestao acida.

Magarini [51] utilizou FAAS para determinacao elementar em cervejas de
diversas marcas adquiridas em supermercados da Singapura. A faixa de
concentracdo dos metais foram as seguintes: Ca (72 a 143); Na (35 a 207) em
mg L!; e os demais metais Cu (31 a 63); Fe (22 a 68); Mn (62 a 190); Zn (0,3 a
29) em pg L. Os resultados mostraram também que o tipo de embalagem (lata
de metal ou garrafa de vidro) ndo contribui de forma significativa para o teor de
metais encontrados em cervejas do mesmo tipo mas de embalagens diferentes
exceto para o0 manganés o qual foi encontrado em maior concentracdo nas
amostras armazenadas em garrafas.

Alexa et al. [52] determinou Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mo, Mn, Ni,
Se, Sr, Pb e Zn por espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) em 24 amostras de cervejas originadas de diferentes paises.
As faixas de concentragdes encontradas para os metais Mn, Cu, Fe, Zn e Niem
ug L foram Mn (41,0 — 260); Cu (27,3 — 109); Fe (<LD); Zn (23,9 — 101); Ni (<LD
-11,2).
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As faixas de concentracdes encontradas para 0os metais de estudo deste
trabalho se mostraram compativeis com aquelas apresentadas nos artigos
citados anteriormente, percebendo-se apenas pequenas variagdes nos valores
de limites (inferiores e superiores) com relacdo as faixas encontradas por alguns
autores.

No entanto, vale ressaltar que a concentracdo de metais em cervejas
depende de varios aspectos, podendo variar de acordo com o tipo de cerveja
analisada, com o pais de fabricacao da bebida, processo de fabricacéo e origem
da matéria prima utilizada, logo, fatores como condi¢des do solo, qualidade da

agua utilizada, entre outros, influenciam na composicéo elementar da cerveja [7].

3.4. Analise multivariada
3.4.1. Andlise de componentes principais

A técnica de PCA foi aplicada na exploracdo dos dados e na avaliacéo de
formacdo de grupos de acordo com as similaridades existentes entre as
amostras de cerveja com base nas concentragcdes dos metais determinados.
Nesta analise, as duas primeiras componentes principais (PCs) descrevem
acumuladamente 53,5% da variancia dos dados. Adicionando-se a terceira PC
acumula-se 69,3%. A Figura 1 apresenta os graficos de escores e os graficos de
loadings, combinando-se as trés primeiras PCs de duas em duas para evidenciar
as tendéncias de formacdo de grupos e as variaveis responsaveis pelo
agrupamento.

A Tabela 4 mostra os autovalores para as trés primeiras PCs na qual os
valores marcados em negrito (em modulo >0,5) foram considerados significativos
para a modelagem dos dados. Nota-se, como era esperado, que as maiores
contribuicBes para a explicacdo da variancia dos dados estdo na primeira PC
(Cu, Fe, Mn, Na, Ni e Zn), seguido pela segunda (Ca e Na) e terceira (apenas K)
PCs.
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Tabela 4: Valores de loadings para as trés primeiras componentes principais.

Elemento PC1 PC 2 PC3
Ca 0,1903 -0,7329 0,4467
Cu -0,5142 -0,3388 -0,3669
Fe -0,7441 -0,4179 0,07293
Zn -0,6568 -0,3375 0,3872
Mn -0,7844 -0,02834 -0,1948
Ni -0,6844 0,2940 0,06472
Na -0,6415 0,5823 0,05978
K 0,0413 -0,3562 -0,8557

Pode-se observar analisando-se os graficos de escores e loadings (Figura
1) que ndo houve formacéo de grupos definidos, no entanto, observa-se algumas
tendéncias de formacéo de grupos.

No grafico PC2 versus PC3 observa-se uma aparente tendéncia de
agrupamento das cervejas tipo lager (simbolizadas por L) no centro do grafico
gue possivelmente seria devido as concentracfes dos metais Fe, Cu, Ni e Mn,
no entanto, 0s pesos dessas variaveis sado baixos no centro do gréfico, logo, ndo
€ possivel afirmar que as cervejas tipo lager tenderam a se agrupar o que pode
também foi confirmado posteriormente ao realizar a analise de Kohonen.

Quando se plota PC1 versus PC2, nota-se a tendéncia de agrupamento
das amostras de cerveja sem alcool (simbolizado por SA no grafico), no
guadrante superior direito e parte do quadrante superior esquerdo, devido as
baixas concentracdes encontradas para todos 0s metais nas cervejas tipo sem
alcool. As amostras de cerveja Malzbier (simbolizado por MZ) também mostram
tendéncia ao agrupamento no quadrante superior esquerdo do gréafico de
escores PC2 versus PC3. Este comportamento é explicado pelas concentracdes
de Ca, Zn e Fe, 0 que esta de acordo com o que foi discutido anteriormente, uma
vez que as amostras de cerveja Malzbier apresentaram maior média de

concentracdes para tais metais.
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Figura 1: Graficos de escores e seus respectivos gréaficos de loadings para as combinacdes de
componentes principais: (a) PC1 x PC2, (b) PC2 x PC3 e (¢) PC1 x PC3. Legenda: MZ:
Malzbier; L: Lager; SA: Sem alcool; P: Pilsen; M: Puro Malte.

Na analise por PCA conclui-se que, embora ndo houve formacédo de

grupos bem definidos e separados de um mesmo tipo de amostras, sem a

“contaminacao”

por amostras de outros tipos,

notou-se tendéncias ao

agrupamento de determinados grupos de cervejas, tais como a cervejas tipo
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malzbier e sem alcool. Os outros dois grupos ndo apresentaram essa tendéncia
de agrupamento e suas amostras apresentaram-se muito dispersas no grafico.
Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que as amostras tipo pilsen e puro malte
analisadas sempre apresentavam alguma caracteristica a mais como por
exemplo “puro malte tropical”’, “puro malte tipo IPA” ou “pilsen sub-zero” entre
outros.

Existe uma variedade muito grande de tipos de cervejas atualmente,
deve se considerar também que muitas cervejas pilsen sdo também puro malte,
e existem cervejas puro malte que também sdo sem alcool ou puro malte
aromatizadas, aquelas acrescidas de frutos ou casca de frutas e especiarias,

como algumas que foram analisadas nesta pesquisa.

3.4.2. Mapas auto-organizaveis de Kohonen

Na intencdo de avaliar e comparar a capacidade de reconhecimento de
padrbes, aplicou-se a técnica de mapas auto-organizaveis de Kohonen. A
validagdo do mapa de Kohonen obtido a partir dos dados de amostras de
cervejas foi realizada estimando os parametros empiricos EQ e ET. O EQ
representa a média das distancias entre cada vetor de dados e o vetor de peso
correspondente do neurdnio vencedor e, apesar de ndo existir um valor padrao,
considera-se quanto menor erro, melhor o neurénio vencedor definird os vetores
de entrada. Enquanto o ET quantifica a capacidade do mapa de representar a
topologia dos dados de entrada, sendo calculado verificando-se para todas as
entradas, qual neurénio é o melhor e qual é o segundo melhor [53]. O ET também
ndo possui um valor padrao, mas é melhor representado quando os valores
tendem a zero. Neste estudo, os valores de erro de quantizacdo e erro
topografico foram respectivamente a 0,2944 e 0,0013 e estdo de acordo com
outros trabalhos na literatura [54, 55].

A Figura 2 mostra o mapa neural bidimensional para as 47 amostras de
cerveja agrupadas de acordo com suas semelhancas em relacdo ao teor mineral.
Cada hexagono representa um neurbnio no mapa e cada amostra €
representada por um neurbnio. A Figura 3 mostra a divisdo das amostras em
cinco grupos junto com o dendograma obtido por andlise hierarquica por

agrupamento (HCA). No entanto, nenhum desses grupos esta bem definido em
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relacdo a algum tipo de amostra. As amostras de cerveja sem alcool se
distribuiram entre dois grupos (o roxo e o azul). As amostras de cerveja lager se
distribuiram nos grupos identificados pelas cores verde, azul e rosa. As amostras

de cerveja malte distribuiram-se entre os grupos azul, rosa e verde.

Figura 2: Matriz de distancia (U-matriz) para os dados gerados pela analise elementar das

amostras de cerveja.

a) b)

— o ———— — ——— — — — ——— —

14 0.7 0.0
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Figura 3: (a) dendrograma obtido de analise hierarquica por agrupamento e (b) componentes
do mapa neural legendados mostrando a formacg&o de cinco grupos com suas respectivas
amostras e neurbnios ativos.

A Figura 4 apresenta os mapas dos componentes para os dados obtidos
da analise das amostras de cerveja. Nestes mapas é possivel perceber como
os teores dos metais influenciam a separagcédo dos grupos. O grupo destacado
com a cor roxa é caracterizado por possuir baixa concentracdo de todos os
metais determinados. O grupo verde apresenta as maiores concentracdes de
Ca. O grupo azul possui maiores concentracdes de Cu e Ni. O grupo amarelo
apresenta as maiores concentragdes de Fe, Na, Ni e Zn. E finalmente, o grupo
rosa, maiores concentracdes de K, Mn e Fe.

Estas variaveis influenciam a localizacao das amostras dentro dos grupos.
Pequenas distancias podem ser associadas com ativacdo neural similar,
enquanto maiores distancia entre eles servem para delimitacdo dos grupos.
Metais que formam o mesmo grupo mostram pequenas distancias entre si e
configuram uniformidade de cor, ou seja, os altos valores em vermelho escuro e

baixos valores em azul.

Ca

ot A

Figura 4: Mapas dos componentes. Os mapas mostram as contribuicdes de cada metal na
modelagem dos dados. As cores azuladas representam baixas concentracdes relativas dos

metais e as cores mais avermelhadas, maiores concentragdes.
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No intuito de avaliar a formacédo de subgrupos dentro dos cinco grupos
formados aplicou-se uma nova abordagem que consiste em aplicar um
dendrograma sobre o mapa neural obtido. Os resultados sdo apresentados no
gréafico da Figura 5. Nota-se que 0s grupos roxo, verde e rosa se subdividiram
em dois grupos. O grupo azul se subdividiu em trés subgrupos e o grupo amarelo
continuou apenas com um grupo. Outra forma de avaliar seria juntar grupos de
acordo com a similaridade. Assim, poder-se-ia juntar 0s grupos roxo e verde e
0s grupos azul e amarelo, deixando o mapa dividido em trés grupos.

No entanto, nota-se que estas novas divisbes nao resultaram em
melhorias no agrupamento das amostras de acordo com seu tipo ou com sua
marca. Provavelmente isto aconteceu devido a variabilidade das concentracdes
dos metais ser muito grande e depender principalmente da matéria prima
utilizada (um fator inconstante) e ndo depender tanto do tipo da cerveja
fabricada. A aplicacdo de KSOMs vem se mostrado uma excelente ferramenta
de exploracdo de dados em trabalhos realizados no nosso grupo de pesquisa,
apresentando resultados melhores que aqueles obtidos por PCA ou HCA. No
entanto, devido a grande variabilidade dos dados de concentracdo dos metais e
pouca relacdo com as classes das amostras (tipos de cervejas), esta ferramenta
ndo conseguiu atender nossos objetivos. Mas este fato esta mais relacionado
com a origem dos dados do que com a eficiéncia da ferramenta quimiométrica

utilizada.
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Figura 5: Dendrograma aplicado sobre o mapa neural de Kohonen mostrando a formacéo de

subgrupos sobre os cinco grupos formados.

3.5. Conclusdes

A aplicacdo de técnicas de andlise multivariada de dados na avaliagédo
das concentracfes de metais em amostras de cerveja de diferentes tipos pode
revelar informacdes latentes que ndo seriam percebidas por simples inspecao
visual. Embora as variabilidades das concentragdes dos metais estudados nas
amostras analisadas ndo permitiram a formacdo de grupos definidos e néo
contaminados por outras amostras, de acordo com a marca ou de acordo com o
tipo de cerveja, a PCA revelou que pode haver reconhecimento de tendéncia de
formacéao de trés grupos. As amostras que tenderam ao agrupamento foram das
cervejas lager, Malzbier e sem é&lcool. Por outro lado, a aplicagdo de KSOMs,
embora reconhecidamente tenha melhor capacidade de exploragdo de dados e
reconhecimento de padrdes, neste caso restrito, ndo atendeu aos objetivos de
reconhecer os grupos de amostras tanto de acordo com a marca quanto ao tipo

de cerveja com base em seu teor de metais.



4. CAPITULO 2

Aplicacdo de Planejamento Doehlert no desenvolvimento de método
analitico com base em diluicdo em meio acido e energia de ultrassom

para determinacdo de metais em cervejas
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4.1. Introducao

A cerveja é uma bebida produzida pela fermentacéo de malte de cevada,
ou de outros cereais (tais como, arroz, milho, trigo, etc.) e aromatizada com
lGpulo. Ela apresenta um teor energético de 400 Kcal L™ representando cerca de
15% das necessidades de uma pessoa adulta por dia. Os sais minerais de Ca,
P, K, Zn e Mg presentes em sua composicdo (0,4 g L) representam 10% das
necessidades de ingestdo diarias do ser humano. A bebida também é rica em
polifendis, fibras e vitaminas, principalmente as do complexo B [25,56]. Em 2022
0 consumo de cerveja em todo mundo foi cerca de 192,1 milhdes de quilolitros,
mostrando a forca dessa industria na economia de diversas nacdes [57].

Os teores de metais em cervejas podem ser reflexo das matérias primas
utilizadas em sua producéo, do processo de fabricacdo e do armazenamento. O
solo onde a plantagéo dos vegetais utilizados na sua producao esta estabelecida,
os fertilizantes, os agroquimicos e corretivos agricolas contribuem para que
ocorra uma grande variacao deste parametro. Sabe-se também que o recipiente
de armazenamento pode contaminar este produto com metais. Além disso, a
presenca de metais de transicdo pode catalisar a degradacao de substancias e
diminuir o seu tempo de prateleira. Desta forma, a determinacédo de metais em
cervejas é um tépico de grande relevancia para esta industria e para as ciéncias
da saude, visto que o conhecimento de seus teores € importante para se
estabelecer sua importancia nutricional e promover a conservacao da cerveja
por um maior periodo de tempo.

Nos ultimos anos, os analistas vém procurando desenvolver métodos
alternativos a decomposicdo da amostra para a determinacdo da composicao
elementar das mais diversas matrizes. Estes métodos possuem a vantagem de
serem mais simples, rapidos e apresentarem caracteristicas analiticas
compativeis com as necessidades da andlise realizada. Um desses métodos se
constitui na diluicdo de amostras liquidas em meio acido. Amostras de natureza
aquosa tais como sucos, bebidas alcodlicas, refrigerantes, podem ser diluidas
em diversos acidos minerais e organicos, tais como acido nitrico, cloridrico,
férmico e acético. Estes acidos possuem a funcdo de ajudar a degradar a
amostra no atomizador liberando o analito para determinacao por alguma técnica

de espectrometria atbmica [58].
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A técnica de diluicdo em meio acido tem sido empregada no preparo de
amostras de bebidas com base em extrato de guarana visando quantificar Cu,
Fe, Mn, Zn, K, Ca, S, P e Mg por ICP OES [59], determinar metais traco em
amostras de aguas naturais por ICP OES [60], determinacdo de Mn, Fe, Zn e Cu
em amostras de agua de coco por ICP OES [61], entre outros.

O termo “matriz de planejamento experimental” se refere a um conjunto
de combinacdes entre os niveis das variaveis estudadas que definem os
experimentos que devem ser executados. O objetivo é realizar uma modelagem
matematica, ajustando funcbes para descrever o comportamento dos dados e
realizar previsdes que permitam encontrar as condi¢cdes 6timas para aplicacao
daquele procedimento. A matriz Doehlert foi desenvolvida por David H. Doehlert
e tem oferecido muitas vantagens em relagdo as matrizes tradicionais, tais como
a alta eficiéncia da modelagem utilizando menos pontos experimentais e
possibilitar a atribuicdo de niumero de niveis diferentes as variaveis estudadas
[62,63,64,65].

Na é&rea de alimentos, matriz Doehlert tem sido aplicada no
desenvolvimento de métodos analiticos visando a otimizacdo: da microextracao
liquido-liquido para determinacdo de Cu e Mn em amostras de agua de coco
[66], de um método com base em amostragem por suspensao para determinacao
de Fe, Mn e Zn em amostras de spirulina [67], da extracdo em fase sélida de Cu
livre e Cu total em amostras de alimentos usando bambu como adsorvente [68],
da microextracdo em fase solida na modalidade headspace de bifenilas
policloradas em leite humano [69], da separacado eletroforética de compostos
fendlicos em 6leos de oliva extravirgem [70], do processo de extracdo de acetato
e formiato em 6leos vegetais visando a determinacdo por cromatografia idnica
[71], da extracao assistida por ultrassom de Cu, Fe, Mn, Zn, Ca, K, P, Mg e Na
em amostras de leite de coco por ICP OES [72], entre outros.

Neste trabalho, planejamento Doehlert e funcédo de desejabilidade foram
utilizadas para otimizagdo de uma metodologia com base na diluicdo de
amostras de cerveja em meio acido auxiliada por energia de ultrassom para
determinacdo de Ca, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn por espectrometria de absorcéo

atdmica e Na e K por espectrometria de emissédo atbmica com chama.
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4.2. Experimental
4.2.1. Instrumentacéo

Um espectrometro de absorcdo atdmica com chama da Perkin Elmer
(Modelo AAnalyst 200, Norwalk, CT, Estados Unidos) foi usado para a
determinacao dos metais nas amostras de cerveja. O espectrometro é suprido
com uma lampada de deutério para correcdo da absorcao de fundo. Lampadas
de céatodo oco foram usadas como fonte de radiacdo nas medidas de absorcao
para os elementos Ca, Cu, Fe, Mn, e Zn usando-se 0s comprimentos de onda
(nm) 422,7; 324,7; 248,3; 279,5; 213,9, respectivamente. Para os elementos Na
e K, o mesmo espectrobmetro foi usado no modo emissdo usando-se 0s
comprimentos de onda 589.0 e 766.5 nm, respectivamente. A chama foi mantida
pela mistura de ar atmosférico (fornecido por um compressor (13,5 L min't) e
acetileno (2,0 L min't). A razéo (taxa/vazao) de fluxo de aspiracdo da amostra no
nebulizador foi ajustada para 5,0 mL min-.

Um bloco digestor da Tecnal (Modelo TE 0851, Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil) com 40 cavidades provido com tubos de vidro e dedo frio foi utilizado para
digerir algumas amostras visando sua comparagdo com as amostras tratadas
pelo método desenvolvido. Um banho de ultrassom da Cristofoli (Campo
Mouréo, Parand, Brasil.) foi utilizado para o preparo das amostras apos diluicdo

em meio &cido.

4.2.2. Reagentes e solucdes

Solucdes estoques concentradas dos acidos nitrico (Neon, Suzano, Sao
Paulo, Brasil), cloridrico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), formico (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) e acético (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) utilizadas neste trabalho
foram de grau analitico. Peréxido de hidrogénio 35 % (vv') (Neon, Suzano, Sdo
Paulo, Brasil) foi utilizado juntamente com acido nitrico na decomposicao das
amostras. Solucdes padrdo estoques 1000 mg L (mv?) de Ca, Cu, Mn, Zn, Fe,
Na e K (Specsol, Jacarei, Sdo Paulo) conservadas em HCl 1% (vv!) foram
usadas na construcdo de curvas analiticas e para realizar testes de
adicdo/recuperacdo (testes spike). Solugcdo de surfactante Triton™ X-114
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) 5% (mv?) foi utilizada para o preparo de

solugcbes mais diluidas. Para descontaminacédo preenchia-se as vidrarias com
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uma solucéo de acido nitrico 5% (vv1), apés 12 horas de contato com a solucéo
de acido, as vidrarias foram enxaguadas com agua deionizada e secas em
ambiente livre de poeira. Agua deionizada foi obtida por meio de um sistema

Permution (Labnorte, Salvador Bahia).

4.2.3. Aquisicao das amostras

Amostras de cerveja dos tipos lager, pilsen, puro malte, sem alcool,
cerveja aromatizada (armazenadas em embalagem de latinhas de 350 mL) e a
cerveja tipo Malzbier (armazenada em embalagem de garrafa de vidro) foram
adquiridas em supermercados da cidade de Jequié (Bahia, Brasil). As amostras
foram levadas ao laboratério e armazenadas em temperatura ambiente em
armarios protegidos da luz solar e abertas somente no momento do tratamento.

ApoGs o tratamento as amostras foram conservadas sob refrigeracéo.

4.2.4. Otimizacao do método

Um mix composto pelos seis tipos de cervejas (lager, puro malte, pilsen,
sem alcool, aromatizada e malzbier) em mesma propor¢cdo, previamente
degaseificadas foi utilizado na etapa de otimizacdo. Para a otimizacdo do
método, primeiramente realizou-se o estudo do tipo de acido (nitrico, cloridrico,
acético e formico) a ser utilizado na diluicdo. Ap6s a escolha do &cido, para
otimizar as varidveis (concentracdo do &cido, tempo de sonicacdo e
concentracdo de surfactante) que também podem estar envolvidas com o
desempenho do método de diluicio em meio acido auxiliado por energia de
ultrassom, usou-se um planejamento experimental Doehlert. As variaveis
concentracdo de acido e tempo de sonicacao foram estudadas em 5 niveis e a
variavel concentracdo do surfactante foi estudada em 3 niveis. Funcdo de
desejabilidade foi aplicada com o objetivo de otimizar simultaneamente as
respostas obtidas pela aplicacdo do planejamento. O software Statistica 7.0 foi
utilizado para tratamento dos dados obtidos na aplicacdo da matriz experimental,
modelagem matematica e geracao de graficos. A Tabela 5 apresenta a matriz

experimental e os resultados obtidos.
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4.2.5. Decomposicao acida em bloco digestor

Para realizar a decomposicao por via imida, 10,0 mL de cada amostra de
cerveja foi transferida para um tubo digestor de vidro. Posteriormente, 5,0 mL de
acido nitrico concentrado e 2,0 mL de peréxido de hidrogénio foram
acrescentados a cada tubo, os quais foram levados ao bloco digestor para
aguecimento e digestado simultanea. Acoplou-se o dedo frio e a decomposicéo
foi ser realizada a uma temperatura de 120 °C. ApGs algum tempo, as amostras
liberaram um vapor de cor castanha até que estas adquiriram uma coloracdo
clara. Depois disto, as amostras foram aquecidas até quase secura para
liberarem o0 excesso de acido e entdo finalizou-se o aquecimento.
Subsequentemente, aguardou-se as amostras atingirem a temperatura ambiente
para serem quantitativamente transferidas para um tubo tipo Falcon (lavou-se as
paredes do frasco de decomposicdo trés vezes e incorporou-se a agua de
lavagem a solucéo final), em seguida completou-se o volume para 25 mL. Os
digeridos obtidos foram armazenados em um refrigerador até o momento da

anélise.

4.2.6. Método de preparo da amostra obtido apds processo de otimizacao

Uma aliquota de 5,0 mL da amostra de cerveja deve ser transferida para
um tubo de centrifuga de vidro de fundo cénico. Em seguida, adiciona-se 1,4 mL
de &cido nitrico 2,2 mol L%, cobre-se o tubo com filme plastico e leva-se esta
mistura para ser submetido ao banho de ultrassom por 15 min. Em seguida dilui-
se esta mistura para 10,0 mL com 4gua deionizada, transfere-se o contetdo para
um tubo Falcon com tampa e mantém-se sob refrigeracdo até o momento da

analise.

4.3. Resultados e discusséo
4.3.1. Estudo do tipo de acido

A escolha do tipo de &cido para realizar a diluicdo das amostras foi
realizada através do tratamento do mix de amostras com os quatro diferentes
tipos de &cido utilizando banho ultrassénico por um tempo de 20 minutos. Os

resultados deste estudo sdo apresentados na Figura 6.
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Nota-se que para a maior parte dos metais estudados, o acido nitrico
apresentou respostas médias semelhantes ou maiores que as dos outros acidos.
Provavelmente isto aconteceu devido ao poder oxidante que este acido possui
frente aos acidos organicos fracos e ao HCI. Este comportamento somente nao
foi observado para o Ni e para o Na. Para estes dois metais, o uso de &cido
acético gerou respostas maiores em comparacdo com o uso do acido nitrico, no
entanto, resolveu-se retirar o niquel do estudo pois ele apresentava respostas
muito baixas (muito préximas do branco) além das respostas flutuarem em
grande extens&o.

Para o Na os maiores sinais foram observados quando se utilizou os
acidos acetico e formico, no entanto, o desvio padrao associado as medidas do
acido férmico foi alto optando-se por ndo utilizar este acido nos experimentos.
Além disso, a magnitude das respostas para este metal foram suficientemente
altas e satisfatorias para atender aos objetivos de aplicacdo do método. Assim,
diante destes experimentos, resolveu-se escolher o HNOs para realizar a diluicéo
das cervejas visando a determinagéo de metais por FAAS e FAES, pois a grande

maioria dos metais geraram respostas maiores na presenca deste &cido.
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Figura 6: Estudo da influéncia do tipo de acido no sinal analitico (absorbancia) no método de

diluicdo da cerveja em meio acido. Condi¢cBes experimentais: concentracdo dos acidos 2,0 mol

L, tempo de sonicacdo 20 min. N=2
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4.3.2. Otimizacao do procedimento por matriz Doehlert

As matrizes de planejamento Doehlert vem sendo muito aplicadas na
otimizagdo de métodos analiticos devido as suas caracteristicas e vantagens,
tais como, demandar menor quantidade de experimentos, alta eficiéncia de
modelagem e flexibilidade na escolha do niumero de niveis para as variaveis.
Esta matriz foi utilizada neste estudo para encontrar as melhores condi¢des para
a diluicdo das amostras de cerveja em meio acido.

As varidveis concentragdo de &cido nitrico (CA), tempo de sonicacéo (TS)
e concentracdo do surfactante (CS) foram respectivamente estudadas no
intervalo 0,2 a 1,7 mol L, 10 a 30 min e 0 a 2% vv!. A Tabela 5 apresenta esta
matriz experimental juntamente com as respostas na forma de sinal analitico
(absorbancia ou emissédo). Cada um dos 13 experimentos que constituem a
matriz foi realizado em duplicata para possibilitar a estimativa do erro
experimental.

Funcdo de desejabilidade, usando um algoritmo com o objetivo de
maximizar a resposta, foi utilizada para a modelagem simultanea das sete
respostas obtidas (os sinais dos analitos). A desejabilidade individual, com
objetivo de maximizacéo foi encontrada pela expresséo simplificada:

d; = (x; —x.)/(x;m —x,) Equacdo 1

Onde di é a desejabilidade individual, xi o valor do sinal analitico para um
dado nivel experimental, x. € o menor sinal analitico observado para um dado
metal e xm € 0 maior sinal analitico.

A desejabilidade global (DG) foi obtida pelo calculo da média geométrica

das desejabilidades individuais segundo a expressao abaixo:

DG = z/dCadCudFedMndanNadK

A modelagem por minimos quadrados foi aplicada aos valores da
desejabilidade global para ajustar funcbes que melhor descreva o
comportamento dos dados. A funcdo quadratica foi a que melhor apresentou

capacidade de predicao e localizagdo das condi¢des 6timas.
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Tabela 5: Matriz de planejamento Doehlert e respostas para otimizacédo das varidveis envolvidas
no desempenho da diluicdo de amostras de cerveja em meio acido visando a determinagdo de
metais por FAAS/FAES.

Exp. Variaveis Sinal Analitico
CA TS CS Ca Cu Mn Zn Fe Na K
(mol/L) (min) (%v/v)
1 1,2 30 1 0,0759 0,0022 0,0026 0,0136 0,0057 2711 37075
0,0827 0,0015 0,0028 0,0156 0,0055 2734 35395
2 0,7 25 0 0,2225 0,0028 0,0028 0,0088 0,0029 5859 34723
0,2188 0,0029 0,0034 0,0087 0,0022 5720 34936
3 0,7 25 2 0,1789 0,0016 0,0046 0 0,0735 3294 34937
0,1197 0,0026 0,0027 0 0 3278 34519
4 1,7 25 0 0,2362 0,0024 0,0035 0,0062 0,1057 5969 34753
0,2368 0,0014 0,0046 0,0088 0,1117 5973 35477
5 1,7 25 2 0,1289 0,0024 0,0042 0,0237 0,022 3359 33177
0,1204 0,0035 0,0029 0,013 0,0068 3358 32815
6 0,2 20 1 0,0944 0,0028 0,0034 0 0 3406 36068
0,1067 0,0044 0,0035 0,0032 0,0019 3395 35441
7 1,2 20 1 0,1086 0,002 0,0038 0 0 3238 33709
0,1024 0,0033 0,005 0 0,0178 3279 33458
8 2,2 20 1 0,1017 0,0033 0,0038 0,0135 0,0109 2992 32913
0,0899 0,0032 0,004 0,0159 0,01 3199 31752
9 0,7 15 0 0,2028 0,0031 0,0039 0 0,0063 5786 35183
0,1713 0,0029 0,0041 0 0,012 5915 35544
10 0,7 15 2 0,1089 0,0037 0,0034 0 0 3229 33033
0,1115 0,0027 0,0035 0 0,0008 3318 33873
11 1,7 15 0 0,1889 0,003 0,0049 0,0254 0,0299 5650 33198
0,1765 0,0035 0,004 0,0194 0,0245 5662 32945
12 1,7 15 2 0,0491 0,0035 0,0032 0,0072 0,0083 2963 31212
0,0734 0,0043 0,0031 0,0095 0,0057 2904 31311
13 1,2 10 1 0,0533 0,0041 0,0051 0,0044 0,0049 3237 33972

0,0376 0,004 0,0049 0,0081 0,0081 3170 34067

CA: concentracdo do HNOgs; TS: tempo de sonicacdo e CS: concentracdo do surfactante

A Figura 7 apresenta os perfis de desejabilidade individuais (para cada
metal) e o perfil de desejabilidade global (Ultima linha) obtida pelo ajuste de uma

funcdo matemética quadratica. O valor maximo de desejabilidade global
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alcancado é igual a 0,6823. Quanto mais proximo de 1 este valor estiver, isto
significa que as condi¢cdes otimas para cada resposta (o0 sinal analitico) se

interceptam.
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Figura 7: Perfis de desejabilidade obtidas pelo ajuste de uma funcdo quadratica aos dados de

absorbancia obtidos pela aplicacdo do planejamento Doehlert.

Observando-se a figura 7 € possivel notar que os perfis de desejabilidades
individuais foram bem representados pela desejabilidade global uma vez que as
perdas observadas para as respostas de alguns metais em cada varavel
estudada (CA, TS, CS) podem ser consideradas despreziveis em relacdo aos
demais elementos que apresentaram respostas semelhantes as apresentadas
na DG. Por exemplo, para a variavel CA, dos sete metais estudados apenas dois
(Cu e K) apresentaram maiores di em regido de concentracdo menor que a
concentracdo Otima encontrada para o acido. As di mostraram que o tempo de
sonicacao 6timo variou bastante entre os oito metais resultando em uma DG

praticamente contante em uma faixa que vai de 12 a 25 min.
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Sendo assim, os valores 6timos indicados pelo programa estatistico foram:
concentracgéo final do acido nitrico de 2,2 mol L%, tempo de sonicagdo de 21 min
e ndo adicao de surfactante. Devido a faixa constante no tempo de sonicacéo
(12 a 25 min) apresentada na DG decidiu-se adotar 15 min como valor 6timo
para esta variavel.

As superficies de respostas apresentadas na Figura 8 foram também
obtidas pelo ajuste de uma funcdo quadratica a desejabilidade global. Nelas é
possivel visualizar o comportamento da resposta em funcdo da variacdo dos

niveis das variaveis duas a duas. Estas superficies corroboram os valores
obtidos nos perfis de desejabilidade.

\eoo\® apepiaEieseq

a) TS versus CA

b) CS versus TS

Figura 8: Duas superficies de respostas parciais obtidas pelo ajuste de uma fun¢do quadratica

aos dados obtidos pela aplicacéo do planejamento Doehlert. (a) TS versus CA e (b) CS versus
TS.

4.3.3. Avaliacao de efeitos de matriz

Os estudos de efeito de matriz séo realizados com o objetivo de verificar
possiveis interferéncias provocadas por substancias que fazem parte da matriz
da amostra causando diminuicdo ou aumento do sinal instrumental. Esta
avaliacao é importante para evitar erros na determinagao das concentracdes dos

metais devido a falta de correspondéncia com o meio no qual a curva analitica
foi obtida.
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Para realizar este estudo, foram avaliados os coeficientes angulares das
curvas analiticas construidas nos seguintes meios: (i) solu¢cédo aquosa acidificado
com HNO3z 0,1% vv! e (ii) adicdo dos padroes metalicos a amostra diluida em
HNOs 2,2 mol L conforme as condigdes otimizadas. Intervalos de confianga
para as inclinacdes das curvas analiticas com nivel de confianca de 95% foram
obtidos com a intencéo de verificar suas interseccdes e sdo apresentadas na
Tabela 6. Desta forma, considera-se que nao ha efeito de matriz quando os
intervalos de confianga das inclinagbes apresentam algum subintervalo de
interseccao.

A partir deste critério, verificou-se que a determinacdo dos metais Ca, Cu,
Fe, Mn e Zn foram afetadas por efeitos de matriz. As inclinagdes das curvas
analiticas para estes metais apresentaram magnitude menor quando estas foram
construidas com adigéo de analito as amostras. Ca, Mn e Zn s@o 0s metais que
mais sofreram queda em seus sinais (atingindo quedas de 59, 45 e 32%
respectivamente) e, portanto, maior efeito de matriz. Por outro lado, os sinais
para K e Na, determinados por emisséo, nao sofreram interferéncias da matriz.

Os metais que apresentaram efeito de matriz foram determinados usando-
se as curvas analiticas obtidas por adicdo padrdo. No entanto, para eliminar a
contribuicio do metal proveniente da amostra, subtraiu-se 0s sinais de
absorbancia dos metais (encontrados em cada solugcdo padrdo) dos sinais
encontrados na amostra. Para K e Na, como ndo houve efeito de matriz, utilizou-
se a curva analitica obtida com os padrdes aquosos.

Como a cerveja apresenta cerca de 5% vv! de etanol, ha também a
possibilidade de simular a matriz construindo-se uma curva analitica
acrescentando esse teor de alcool as solugcbes padrédo. O alcool pode alterar a
taxa de nebulizacdo da amostra em comparacdo com as solu¢cbes aquosas
acidificadas usadas na construcdo das curvas analiticas. Porém, esta

abordagem néo foi estudada neste trabalho.
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Tabela 6: Parametros das curvas analiticas para Ca, Cu, Fe, Mn e Zn obtidas em meio aquoso

acidificado e por adicdo padrdo no mix da amostra dissolvida em meio &cido.

Curva analitica

IC* (NC=95%)

RZ

Ca

Em meio aquoso acidificado
Adicdo padrao**

Cu

Em meio aquoso acidificado
Adicdo padrao**

Mn

Em meio aquoso acidificado
Adicdo padrao**

Zn

Em meio aquoso acidificado
Adicdo padrao**

Fe

Em meio aquoso acidificado
Adicdo padrao**

Na

Em meio aquoso acidificado
Adicdo padrao**

K

Em meio aquoso acidificado

Adicdo padrao**

y = 0,0520x + 0,0059
y =0,0216x + 0,620

y =0,0779x + 0,004
y = 0,0667x + 0,0048

y = 0,0941x + 0,006
y =0,0641x + 0,0142

y =0,2804x + 0,0147
y = 0,1539x + 0,0293

y =0,0312x - 0,0002
y =0,0271x + 0,0124

y = 82,587x + 4305,3
y =67,227x + 7727,5

y = 452,66x + 19805
y = 428,91x + 25441

0,0474 —0,0567
0,0186 — 0,0247

0,0762 - 0,0795
0,0638 — 0,0695

0,0877 -0,101
0,0588 — 0,0694

0,2543 - 0,3064
0,1069 —0,1590

0,0298 - 0,0326
0,0205 - 0,0297

57,88 -163,6
56,84 — 99,75

389,4 - 515,9
293,3 — 564,5

0,9940
0,9886

0,9998
0,9986

0,9986
0,9965

0,9975
0,9940

0,9990
0,9968

0,9822
0,9906

0,9942
0,9507

*|C: Intervalo de confianca; **na amostra dissolvida em meio 4cido

4.3.4. Avaliagdo do desempenho do método de diluicho em meio &cido e

aplicagcdo nas amostras de cervejas

As condi¢des otimizadas foram utilizadas na realizacdo de experimentos

para o estabelecimento das caracteristicas analiticas do meétodo. Para se

calcular os limites de deteccdo de cada metal, utilizou-se o desvio padréo

amostral (s) de dez medidas do branco, multiplicou-se por 3 e dividiu-se pelo

respectivo coeficiente angular da curva analitica. O limite de quantificacao foi

calculado de forma semelhante multiplicando-se por 10 ao invés de 3.

A precisao (% do desvio padrao relativo, RSD) foi obtida em termos de

repetibilidade para dez medicdes de uma solucédo 0,5 mg L. A sensibilidade de

um método refere-se a sua habilidade em discriminar pequenas diferencas na
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concentracdo de um analito. A sensibilidade foi avaliada pela inclinacdo das
curvas analiticas (coeficiente angular).
Os valores encontrados para os LDs, LQs, %RSD e sensibilidade obtidos

para o0 método encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: Alguns parametros analiticos de mérito obtidos para o método desenvolvido.

Analito Ca Cu Fe K Mn Na Zn
LD (mg L% 0,075, 0,022 0,036 0,11 0,12 0,038 0,042
LQ (mg LY 0,25 0,073 0,12 0,36 0,38 0,13 0,14
%RSD 4,2 2,8 2,7 4,1 2,2 3,8 4,0

Sensibilidade  0,0216 0,0667 0,0271 428,99 0,1518 67,23 0,0622
(absL mg )

A linearidade é a capacidade de um método em gerar resultados
proporcionais a concentracdo do analito, dentro de uma faixa especificada da
curva analitica. As curvas analiticas foram construidas com solucdes padréo nas
concentragées de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mg L™* menos para os metais Na e
K cujas concentragbes da curva analitica foram de 20, 40, 60, 80 e 100 mg L.
A linearidade das curvas foram avaliadas obtendo-se seus coeficientes de
determinacéo (R?) obtendo-se valores entre 0,9940 e 0,9986.

A exatidao refere-se ao grau de concordancia entre os resultados de
concentracdo encontrados pela aplicagdo de um método na andlise de uma
amostra e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. Neste trabalho, a
exatiddao foi avaliada de duas formas: (i) aplicando-se ensaios de
adicao/recuperacdao (teste spike) dos analitos na amostra e (ii) aplicacdo de um
método padrao (digestdo em bloco digestor) na determinacéo das concentracdes
dos analitos e comparacao dos resultados com aqueles obtidos pela aplicacéo
do método desenvolvido (diluicio em meio acido assistida por ultrassom).

Para os testes spike, as recuperacdes ficaram entre 90 e 113% (Tabela
8). Na comparacdo com o método padréo, utilizou-se o teste t pareado para
avaliar se os resultados gerados (Tabela 8) séo estatisticamente semelhantes.
Utilizando-se um nivel de confianca de 95%, os valores calculados de t sempre
estiveram abaixo do valor critico, mostrando que o método proposto permite

obter resultados com boa exatidao.
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Tabela 8: Resultados dos testes de adicdo/recuperacgéo (teste spike) para dois niveis de
concentragdo (0,5 e 1,5 mg L) no mix das amostras de cervejas tratadas pelo método da

diluicdo em meio acido.

Metal Adicionado (mg L?) Encontrado (mg L1)* Rec (%)
Ca 0 32,5+0,8 -
15 34,2+ 0,5 113
Cu 0 0,076 £ 0,005 -
0,5 0,524 +£ 0,011 90
15 1,53+£0,18 97
Fe 0 0,458 + 0,021 -
0,5 0,948 + 0,024 98
15 2,03 +0,015 105
Zn 0 0,190 £ 0,021 -
0,5 0,757 £ 0,017 113
15 1,81 £ 0,012 108
Mn 0 0,221 £ 0,016 -
0,5 0,703 £ 0,011 96
15 1,79 £ 0,013 105
Na 0 115+ 8 -
20,0 136 £ 11 105
50,0 169 £ 13 108
K 0 59,3+£2,1 -
2,0 61,4+ 3,0 105

* Média + desvio padrao

Na Tabela 9 sé&o apresentados os resultados da determinagéo dos metais
em amostras de cervejas comercializadas em supermercados do municipio de
Jequié/Bahia utilizando a metodologia desenvolvida neste trabalho. As cervejas
foram do tipo puro malte, pilsen, sem alcool, malzbier e aromatizada. As
concentracdes dos metais foram encontradas nas seguintes faixas (mg L?): Ca
(20,4 -37,2); Cu (<LQ); Fe (0,195-0,527); Mn (<LQ a 0,147); Zn (0,101 a 0,188);
Na (36,14 a 90,94) e K (248,7 a 460,5).
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Tabela 9: Resultados (mg L) para determinacdo de metais (N = 3) em amostras de cervejas e

comparacao com duas metodologias.

Metal  Amostra Método da diluicdo* Método Digestdo Acida*  Valor t**
Ca
M 23,1+0,4 24,3 £ 0,05 0,706
AS 32,705 345+0,1 -
P 32,4+0,3 31,4+0,3 -
Mz 37,205 34,6 £0,2 -
Ar 20,4+£0,1 17,7 £0,2
Cu
P <LQ 0,0884 + 0,008 -
AS <LQ 0,154 + 0,005 -
P <LQ 0,0515 + 0,003 -
<LQ 0,139 + 0,002 -
Ar <LQ 0,155 + 0,004 -
Fe
P 0,232 + 0,011 0,228 + 0,004 2,50
AS 0,195 + 0,013 0,161 + 0,008 -
P 0,293 £ 0,011 0,281 + 0,005 -
M 0,527 £ 0,014 0,525 + 0,006 -
Ar 0,213 + 0,0075 0,187 + 0,002
Zn
P 0,152 + 0,003 0,174 + 0,005 -1,35
AS 0,161 + 0,002 0,158 + 0,007 -
P 0,133 + 0,007 0,152 + 0,004 -
0,101 + 0,003 0,119 + 0,003 -
Ar 0,188 + 0,006 0,177 £ 0,008
Mn
P 0,0831 +0,0064 0,0737 £ 0,0012 0,051
AS 0,0938 + 0,0032 0,0817 + 0,0033 -
P <LQ <LQ -
M 0,147 £ 0,024 0,167 + 0,004 -



Na
P 36,14 + 0,25 30,14 £ 0,12 0,623
P 90,94 + 0,89 88,07 £ 0,08 -
M 85,30+ 0,73 96,41 + 0,06 -
Ar 75,7 £ 0,62 59,74 £ 0,04
K
P 362,0+2,8 420,2+0,5 -
AS 460,5 + 5,2 489,7 £ 0,2 -
P 250,4 + 0,93 2242+04 -
M 248,7 £ 0,47 220,9+0,3 -
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*média + desvio padréo;

Obs: M: malte; P: Pilsen; AS: Sem &lcool; Mz: Malzbier; Ar: Aromatizada.

**Existe diferenga significativa entre os dois conjuntos de valores quando o t calculado for maior
que 2,77.

4.4. Conclus®es do capitulo

O tratamento de amostras de cerveja, com base na diluigdo em meio acido,
se constituiu em um método rapido, exato, preciso e confiavel para determinacéo
de metais em cervejas por FAAS e FAES. O estudo dos tipos de acido mostrou
gue o HNO3s apresentou o melhor desempenho e o uso de planejamento Doehlert
possibilitou a otimizacdo simultanea e eficiente das varidveis envolvidas. As
caracteristicas analiticas acessadas foram adequadas e provaram que 0 método
pode ser aplicado para determinacdo dos metais estudados nas amostras de
cerveja de diferentes tipos. A existéncia de efeito de matriz para a maioria dos
metais pode ser contornada utilizando-se o método de calibragdo que utiliza as

solucdes padrédo construidas com a propria amostra ou por simulagdo da matriz.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A aplicacdo de técnicas de analise multivariada de dados na avaliacdo das
concentracbes de metais em amostras de cerveja de diferentes tipos pode
revelar informacdes latentes que ndo seriam percebidas por simples inspecao
visual. Embora as variabilidades das concentragdes dos metais estudados nas
amostras analisadas ndo permitiram a formacgédo de grupos definidos e néo
contaminados por outras amostras a PCA revelou que pode haver
reconhecimento de tendéncia de formacédo de dois grupos. Por outro lado, a
aplicacdo de KSOMs, embora reconhecidamente tenha melhor capacidade de
exploragdo de dados e reconhecimento de padrdes, neste caso restrito, ndo
atendeu aos objetivos de reconhecer os grupos de amostras devido as
caracteristicas das mesmas.

O tratamento de amostras de cerveja, com base na diluicho em meio
acido, se constituiu em um método rapido, exato, preciso e confiavel para
determinacao de metais em cervejas por FAAS. O uso de planejamento Doehlert
possibilitou a otimizacdo simultanea e eficiente das variaveis envolvidas e as
caracteristicas analiticas acessadas foram adequadas e provaram que o método
pode ser aplicado para determinacdo dos metais estudados nas amostras de

cerveja de diferentes tipos.
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In the presemt wark a movel methodology for the determination of Fe, Mn, and Zn by flame atomic absorption spectmometry
in samples of spimlina. commercialized as a food supplement, was developed. Yaniables imvodved in the sample preparation
were aptimized wsing the Dochlert design and desirahility function. The developed method presented guantification limits
of 18, 5.3, and 8.6 mg Il:g"1 precisin, expressed as repeatability (SRSD. 0.5 mg :l:g"1 N=75}of 1.3; 1.8 and 2.3% respec-
tively for Fe. Mn. and Zn. Accuracy was assessed by addition‘recovery test, comparison with apother method adopied as
standard, amd analyxis of certified reference materiaks (Apple leaves NISTIS 15, and Pinus leaves NIST 15735a), shawing that
the method presents adequate acouracy for the determination of the elements studied. The concemtrations of Fe, ¥n, and #n

found were in the mnges from 52.5 toe B36; 7.50 t0 402, and 13.7 0 250 mg ]:g"' respectively.
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Introduction

Arthrosping {Spiruling | platensiv is a spiral-shaped filamen.
tows cyamobacterivm, classified as a blue-green micralgae.
They are microorganisms generally found in tropical and
subtrepical regions in warm water bodies with a high con-
tent of carbonate/bicarbanate compounds, allkaline pH. and
salinity. Under ideal physical conditions and in the presence
of adequate nutrients, it can profiferate rapidly and generate
a large mass of algae. This mass is easily collecied from the
agueous medimm. which enables its cultivation and com-
mercialization on a large scale [ 1-3].

Spirulina has been used ax a food supplement for bumans
amd animals, heing adopted as a sowrce of profeins. miners
als, B vilamins, iron. and antioxidants, such as phyoocyanin
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amd gallic acid. Several benefits of the use spirulina in the
diet kave been researched. such as the prevention of heart
attacks, areriosclerosis, and stroke. Alsa, your consump-
tiom can aveid allergic rhindlis and diseases linked o ohesity
(helping with weight loss). allows the treatment of diabetes,
cambating anemia, amd provide muscle mass gain [4-7).
Spirulina is ofien marketed in a dried form o prevent the
product detericration and to extend its shelf life. [t is avail-
able in poader. capsule and hlet forme Ingesting mane than
recommended amounis of spiruling can couse nawsea, vomit-
ing, ar diarrhea in some people. Allergic reactions cawsed
by ingestion of lrge amounts of spirulica are. however, rare
[E, 59].

Shurry sampling is a sample preparation technigque hased
on dispersing a finely powdered solid in a liquid and intro-
ducing it into equipment aiming at elementzl determina-
tion. The techmique inlents io minimire trestment steps and
increase the amalytical frequency. The following additional
advamtages are: minimization of the risk of contamination
amd loss af volable elements, reductson im the use of como-
sive reagents, application e a wide variety of imorganic and
organic samples, amomg others [ 10, 11].

Slurry sampling has already been applied in the food
industry for the determination of Cu, Cd, Ph, and Cr in

€} Springer
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