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RESUMO

A cerveja € uma bebida alcoodlica atraente por ser leve, refrescante e possuir caracteristicas
sensoriais peculiares. Devido a popularidade e consumo, o desenvolvimento de métodos para
verificacdo de sua qualidade, o que inclui a determinagéo de espécies inorgénicas, é importante.
Nesse sentido, no presente trabalho, foram desenvolvidas estratégias analiticas para a
determinacdo de espécies inorganicas em amostras de cervejas. Na primeira etapa, um método
analitico foi desenvolvido para a determinacao de CI, Fe e Si em amostras de cervejas usando
as estratégias de determinacgdo sequencial e simultanea por espectrometria de absor¢éo atbmica
de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS) em combinacdo com
a espectrometria de absorgdo molecular de alta resolu¢do com fonte continua e forno de grafite
(HR-CS GF MAS). Primeiro, Cl foi determinado usando 600 °C e 1700 °C como temperaturas
de pirdlise e vaporizacdo, respectivamente, empregando In como agente formador da molécula
de InCl. Em seguida, Si e Fe foram determinados simultaneamente, a partir da mesma aliquota
da amostra, usando 2600 °C como temperatura de atomizagdo. Uma solucdo de Pd/Mg foi
utilizada como modificador quimico. O efeito de matriz foi avaliado e os resultados indicaram
a possibilidade da calibragdo externa usando solucOes de padrdes aquosos. Os limites de
deteccéo e quantificacdo foram de 0,05 e 0,17 mg L* para Cl, 0,08 € 0,26 mg L™ para Si, e 2,0
e 6,7 ug L para Fe. Teste de recuperaco apresentaram resultados entre 85 e 120% para 0s trés
analitos. As faixas de concentracdo encontradas nas amostras analisadas variaram entre 106 -
277 mg L para Cl, 15 - 37 mg L para Si, e < 20 - 73 ug L* para Fe. Na segunda etapa, foi
feita uma avaliacdo de diferentes elementos (Be, Ga, In, Sc e Y) como candidatos a padrdes
internos (PI) para a determinagéo de Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Sr, Zn, Ca, Mg, Na, K em
amostras de cervejas empregando a espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por
micro-ondas (MIP OES). O desempenho analitico para cada Pl foi estabelecido baseado em
limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo, testes de adicdo e recuperacdo, e exatidao obtidos
para cada analito. Na presenca dos Pl recomendados, os limites de deteccdo, em mg L7,
variaram de 0,23 a 4,6 para 0os microelementos e de 10 a 620 para o macroelementos. Os limites
de quantificagdo, em mg L?, foram entre 0,78 e 154 e entre 30 e 970 para micro e
macroelementos, respectivamente. Os valores de precisdo das medidas foram menores que
1,0% para todos os analitos. Os métodos desenvolvidos neste trabalho podem ser considerados
de facil aplicacdo, gerando minima quantidade de residuos, e apresentaram caracteristicas
analiticas adequadas, tais como: precisdo, exatiddo e sensibilidade para a determinacdo de
espécies inorganicas em cervejas empregando diferentes técnicas analiticas.

Palavras-chave: cervejas, determinacdo multielementar, padronizacao interna, HR-CS GF
AAS, HR-CS GF MAS, MIP OES.



ABSTRACT

Beer is an attractive alcoholic beverage because it is light, refreshing and has peculiar sensory
characteristics. Due to its popularity and consumption, the development of methods to verify
its quality, which includes the determination of inorganic species, is important. In this sense, in
the present work, analytical strategies were developed for the determination of inorganic
species in beer samples. In the first step, an analytical method was developed for the
determination of Cl, Fe and Si in beer samples using the strategies of sequential and
simultaneous determination by high-resolution continuum source graphite furnace atomic
absorption spectrometry (HR-CS GF AAS) in combination with high-resolution continuum
source graphite furnace molecular absorption spectrometry (HR-CS GF MAS). First, Cl was
determined using 600 °C and 1700 °C as the pyrolysis and vaporization temperatures,
respectively, using In as a forming agent of the InCl molecule. Then, Si and Fe were
simultaneously determined from the same sample aliquot using 2600 °C as the atomization
temperature. A solution of Pd/Mg was used as a chemical modifier. The matrix effect was
evaluated, and the results indicated that external calibration was possible using agueous
standard solutions. The limit of detection and quantification were 0.05 and 0.17 mg L™ for ClI,
0.08 and 0.26 mg L for Si, and 2.0 and 6.7 pg L™ for Fe. Recovery tests presented interval
between 85 and 120% for the three analytes. The concentration range found in the analyzed
samples varied between 106 - 277 mg L™ for Cl, 15 - 37 mg L™ for Si, and < 2073 pg L* for
Fe. In the second step, an evaluation of different elements (Be, Ga, In, Sc and Y') was performed
as candidates for internal standards (1S) for the determination of Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn,
Ni, Sr, Zn, Ca, Mg, Na, K in beer samples using microwave-induced plasma optical emission
spectrometry (MIP OES). The analytical performance for each potential IS was established
based on the limit of detection, limit of quantification, addition and recovery tests and accuracy
obtained in the determination of each analyte. In the presence of the recommended IS, the limit
of detection varied, in mg L%, from 0.23 to 4.6 for microelements and between 10 and 620 for
the macroelements. The limit of quantification, in mg L™, was between 0.78 and 15.4 and
between 30 and 970 for the microelements and macroelements, respectively. The precision
values of the measurements were less than 1.0% for all analytes. The methods developed in this
work can be considered easy to apply, generating the minimum amount of residues and
presented adequate analytical characteristics, such as: precision, accuracy and sensitivity for
the determination of inorganic species in beers using different analytical techniques.

Keywords: beer, multi-element determination, internal standardization, HR-CS GF AAS, HR-
CS GF MAS, MIP OES.
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INTRODUCAO

A cerveja é a bebida alcoolica mais consumida no mundo [1, 2]. Produto fermentado por
meio de microrganismos cervejeiros, a partir de um mosto feito a base de malte de cevada e
agua, com adicdo de lupulo, a cerveja é caracterizada por apresentar uma complexa mistura que
contém mais de 3000 compostos organicos, incluindo carboidratos, proteinas, ésteres,
aminoéacidos, acucares, e polifendis, que sdo responsaveis por suas propriedades sensoriais [1,
3]

Entre os constituintes da cerveja, encontram-se também espécies inorganicas, que
podem estar naturalmente presentes na matéria-prima ou podem ter relagdo com possivel
contaminacdo, proveniente do uso de fertilizantes e de pesticidas durante o cultivo da matéria-
prima. Existe, ainda, a possibilidade de contaminacdo no processo industrial de producdo,
armazenagem e transporte com a possivel migracdo das espécies para o produto por contato
com equipamentos e tanques de estocagem [4, 5].

A avaliacdo do teor de espécies inorganicas em amostras de cervejas é importante
porque, a depender do tipo e da concentracdo, podem influenciar no processo de fabricacdo, na
qualidade da cerveja e na salde do consumidor [5, 6]. Dessa forma, é necessario 0 uso de
métodos analiticos para monitorar essas espécies quimicas.

Diferentes técnicas espectroanaliticas, como a espectrometria de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES) [7], espectrometria de emissdo Gptica com plasma
induzido por micro-ondas (MIP OES) [8], espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP MS) [9], fluorescéncia de raios-X (XRF) [10] e a espectrometria de absor¢édo
atdbmica com chama (F AAS) [11] e em forno de grafite (GF AAS) [12], tém sido utilizadas
para a determinacdo de espécies inorganicas em amostras de cervejas. Entretanto, a
espectrometria de absorcao atdbmica de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS AAS) ainda
foi pouco explorada para esse tipo de aplicagéo.

A espectrometria de absorcdo atbmica de alta resolu¢do com fonte continua apresenta,
como uma das suas principais vantagens, a possibilidade de determinar diferentes espécies
quimicas simultaneamente, e a viabilidade de determinar espécies ndo-metalicas através da
formacgéo de moléculas diatdmicas em fase gasosa, estaveis na chama e em fornos de grafite,
denominada como espectrometria de absor¢do molecular de alta resolugdo com fonte continua
(HR-CS MAS) [13, 14]. A técnica HR-CS AAS ainda possibilita a exploracdo da estratégia de

determinacéo sequencial para as determinacGes realizadas em atomizadores de forno de grafite.
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Neste caso, uma Unica aliquota da amostra € inserida no forno de grafite para a determinacgéo
de mais de um analito, que sdo determinados de forma sequencial, em comprimento de onda e
temperatura de atomizacao especificos, utilizando um mesmo programa de temperatura [13,
15].

Outra técnica que vem sendo utilizada na determinacdo de metais em diferentes tipos de
amostras [16-18] é a MIP OES, técnica multielementar, que possui o custo de operagdo como
uma das vantagens, visto que, o plasma utilizado no equipamento é gerado por nitrogénio
retirado do ar atmosférico [16]. Entretanto, como em outras técnicas que utilizam o plasma
como fonte de excitacdo, atomizacdo e ionizacdo dos analitos, a MIP OES est4 propensa as
interferéncias provocadas pela matriz e pela ineficiéncia nas etapas de introducdo da amostra e
transporte até o plasma. Uma das formas de contornar esses problemas esta no uso da
padronizacdo interna, estratégia na qual um padrao interno (PI) é adicionado as amostras, aos
brancos analiticos e as solucfes de referéncia. Quando a padronizacdo interna é utilizada, o
resultado do sinal analitico é gerado por meio de calculos considerando que analito e Pl s&o
igualmente perturbados pelas variacGes instrumentais e operacionais. Dessa forma, o
desempenho geral do método analitico é melhorado [8].

No presente trabalho, foram propostos dois métodos para a determinacdo de espécies
inorganicas em amostras de cervejas utilizando as técnicas HR-CS GF AAS/MAS e MIP OES.
As particularidades de cada técnica foram exploradas, bem como o tipo de preparo das
amostras, que variou de acordo com o objetivo de cada determinacéo.

No primeiro capitulo, € apresentada uma fundamentacédo tedrica que esta dividida em
duas partes. Inicialmente havera uma breve discussdo sobre a cerveja, incluindo histérico,
matérias-prima, etapas de fabricacdo, tipos de cervejas e as espécies inorganicas que podem
estar presentes na bebida. Em seguida, sera apresentada uma discussdo sobre técnicas analiticas
comumente utilizadas na determinacdo das espécies inorganicas na bebida.

No segundo capitulo, é apresentado um método analitico desenvolvido para a
determinacdo de CI (via molécula de InCl), Si, e Fe em amostras de cervejas por espectrometria
de absor¢do atdbmica e molecular de alta resolugcdo com fonte continua e forno de grafite (HR
CS GF AAS/MAS), explorando as estratégias de determinagdo sequencial e simultanea.

No terceiro capitulo, € apresentado um trabalho no qual diferentes elementos (Be, Ga,
In, Sc e YY) foram investigados como candidatos a padrdes internos. O desempenho analitico de
cada PI foi comparado para a determinagdo multielementar em amostras de cervejas por MIP

OES, ap6s uma simples diluicdo &cida das amostras.
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1.1 UMA BREVE REVISAO SOBRE A CERVEJA

1.1.1 Histéria da cerveja

A histéria da cerveja esta diretamente ligada a historia da civilizacdo em si, sendo a
preparacdo da cerveja a receita mais antiga registrada no mundo. Ha indicios de que as primeiras
bebidas obtidas por processos de fermentacdo foram feitas pelos egipcios por volta de 8000 a.
C. [19, 20]. Os egipcios usavam cervejas, preparadas com ervas nativas, como gengibre, romas
e tamaras, como bebida a ser servida em cerimonias religiosas [21-23].

Durante o inicio da Idade Média, nasceu a bebida que mais se aproximava do que hoje
se conhece como “cerveja”. Nesse periodo, os fabricantes passaram a usar a cevada maltada
como a principal fonte de acucar fermentavel, ingrediente que permaneceu Unico por centenas
de anos [21]. Na Idade Média, a bebida era reconhecida pelo seu valor nutricional e pelas suas
propriedades medicinais por conter ervas, raizes, cascas de arvores e especiarias [24, 25].

O uso do lapulo, como agente amargante e aromatizante, se tornou comum por volta do
século XIII, testado pelos cervejeiros germanicos, que ocuparam a Europa durante o Império
Romano e destacaram-se na arte de fabricar a cerveja. Por volta de 1150, os monges alemaes
também passaram a usar o lupulo na fabricacdo da cerveja e confirmaram que este acrescentava
uma amargura satisfatoria ao paladar e agia como um conservante natural que prolongava o
tempo de conservacao da bebida. Os historiadores acreditam que a ideia do armazenamento a
frio para melhorar o sabor também surgiu dos monges [24, 25].

Ao longo dos anos, a cerveja foi obtendo diferentes caracteristicas, com o trago comum
de ser uma bebida fermentada, obtida a partir dos cereais. A etimoldgica da palavra cerveja tem
origem no latim “cervesia”, designagdo atribuida a “bebida fermentada” [25, 26]. Foi, porém,
no século XIX que a fabricacdo da cerveja recebeu um maior impulso com o isolamento das
leveduras responsaveis pela fermentacdo e a possibilidade de manutencdo dos tanques de
fermentacdo e as adegas que possibilitavam a estocagem a temperaturas relativamente baixas,
durante todo o ano [24, 26].

No Brasil, a histdria da cerveja comegou com a chegada de Mauricio de Nassau com
sua expedicdo holandesa em Recife, a servico da Companhia das indias Ocidentais, em 1637
[24, 27]. Nassau trouxe uma fabrica de cerveja desmontada em um navio e produziu cervejas
durante o periodo que permaneceu no pais (até 1644), de modo que, sua saida também provocou
a estagnacédo da historia da cerveja no Brasil. Essa historia foi retomada somente em 1808 com
a chegada da familia real portuguesa. No periodo, comerciantes estrangeiros, principalmente

ingleses, instalaram-se no Brasil, fazendo vir da Europa, entre outros produtos, a cerveja [24,
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28]. Durante muitos anos, a cerveja inglesa predominou no Brasil, até que surgiu a concorréncia
de importacdo da cerveja alemd, que chegava em garrafas e em caixas, ao contrario das antigas
cervejas inglesas que eram trazidas em barris [27].

A influéncia dos empresarios alemaes contribuiu para o aumento de pequenas fabricas
em territdrio nacional. Aos poucos, as pequenas fabricas nacionais foram surgindo e ganhando
espaco no mercado brasileiro, que antes pertencia as cervejarias estrangeiras. As cervejas
produzidas internamente ja possuiam qualidade e sabor semelhantes as estrangeiras, porém com
precos mais acessiveis [24, 29].

Em 1853, o aleméo Henrique Kremer fundou a Cervejaria Boehmia, marca que segue
em plena atividade nos dias atuais. Entre 1888 e 1889, foram fundadas duas grandes empresas,
a Companhia Cervejaria Brahma no Rio de Janeiro e a Antarctica Paulista em S&o Paulo, que
em 1999 vieram a se fundir criando a Ambev, empresa que domina o mercado até os dias de
hoje. Em 2004, a Ambev fundiu-se com a empresa belga Interbrew, tornando-se a multinacional
AB InBev. Atualmente, a AB InBev é a empresa que possui 0 maior nimero de marcas de

cerveja no mundo [30].

1.1.2 Processo de producéo da cerveja

Conforme a legislagdo brasileira Decreto n°® 9902, de 8 de julho de 2019, artigo 36:
“Cerveja € a bebida resultante da fermentacédo, a partir da levedura cervejeira, do mosto de
cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um processo de coccao
adicionado de lupulo ou extrato de lupulo, hipotese em que uma parte da cevada malteada ou
do extrato de malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro” [31].

Conforme ilustrado na Figura 1.1, a fabricacéo de cerveja pode ser sintetizada em cinco

etapas: maltagem, brassagem, fervura, fermentacdo e maturacéo.



23

Figura 1.1 Resumo do processo de fabricacéo de cerveja

MALTAGEM
_______________ [ ______________l_\ \
| i ""'s'%EXé'F'M_"E
: f “ ' DOSGRAOS i
| .—:,;r,; « ----------------
E ST g 1
\_Crvapa___ Aqua ‘,M{%F_T,_E__
[ COZIMENTO DOS
BRASSAGEM |— GRAOS DE :
\__MALTE MOIDOS _
_____ U
MOSTO
J
FERVURA
. ; . L
5 ADICAO DE = b FERMENTAGAO
| MICRORGANISMOS |
______ CERVEJEIROS | =
__________________ MATURACAO
___________________ Y

Fonte: Adaptado de [32].

O processo de fabricacdo da cerveja inicia-se com o gréo de cevada maduro e saudavel,
um cereal da familia das gramineas (género Hordeum) rico em amido e enzimas [19, 33, 34].
A cevada passa pelo processo de malteacdo, onde se transformara em malte. Esse processo é
iniciado com a umidificacdo dos grdos de cevada com agua, de modo que o teor de hidratacdo
no interior dos grdos aumenta de 12% para cerca de 45% [19, 35].

A agua é utilizada desde o preparo do malte até o processo final na lavagem de garrafas
e barris que irdo estocar o produto e representa cerca de 90% da composi¢cdo da cerveja,
exercendo grande influéncia sobre a qualidade da bebida. A agua ideal para a fabricacdo da
cerveja deve ser insipida e inodora e possuir um pH variando entre 6,5 e 8,0 [32, 36, 37] .

O grdo de cevada umido é entdo levado para germinar durante alguns dias em local
arejado com temperatura em cerca de 16 °C, a fim de evitar perdas de agua. Durante o processo
de germinacdo, ocorre a formacdo de enzimas, principalmente as do tipo amilases, que irdo
degradar os amidos e as proteinas presentes na cevada, convertendo-os em acgucares
fermentaveis na etapa de brassagem. O processo € interrompido por volta do terceiro dia de
germinacdo, quando os brotos da cevada comegam a crescer, indicando que a germinacao esta

atingindo seu ponto ideal com relacéo a ativagédo das enzimas [19, 24, 38].



24

A germinagdo é interrompida com a secagem dos gréos, a temperatura em torno de 50
°C. Essa temperatura permite finalizar as atividades enzimaticas no interior do gréo e produzir
um material estavel que possa ser armazenado com seguranca até o uso na fabricagéo de cerveja.
Por fim, um processo de torrefacdo fard os graos atingirem a coloracao pretendida e o aroma
caracteristico, de acordo com o tipo de malte desejado, e a cevada estara transformada em malte
[19].

Na proxima etapa, o malte passa pelo processo de brassagem (ou mosturacdo) na qual é
moido e cozido, gerando um liquido doce e viscoso conhecido como “mosto”. Esta etapa tem
por finalidade a quebra do amido presente no malte realizada por acdo das enzimas que foram
ativadas na etapa anterior, transformando-o em acucares fermentesciveis. Nessa etapa, ocorre
também a quebra de proteinas e polipeptidios do malte em fracbes menores, que influenciara
na qualidade da espuma e no corpo da cerveja a ser produzida. Em seguida, 0 mosto é fervido
juntamente com o lupulo, passando a ser esterilizado e concentrado [19, 32].

O lapulo € uma planta trepadeira de safra anual, natural de muitas zonas temperadas do
Hemisfério Norte. Para a fabricacéo de cervejas, 0 que interessa séo as flores da planta fémea
ndo-polinizadas. Nelas, estdo presentes um pé amarelo denominado lupulina, 6rgéo reprodutor
da planta que contém os 6leos essenciais responsaveis pelos aromas caracteristicos de Iupulo
na cerveja, dentre eles os aromas citricos, florais, condimentados, herbais e terrosos. Na
lupulina também estdo os a-acidos, que sdo responsaveis pelo amargor e pelo poder
antimicrobiano da bebida. Nas pétalas das flores de lupulo, estdo presentes os polifendis, com
propriedades antioxidantes que protegem a cerveja do envelhecimento e conferem beneficios a
satde do consumidor [32, 39].

Durante a etapa de fervura do mosto, este passa a ser esterilizado com a eliminagéo de
contaminantes advindos da matéria-prima e a concentracdo sera aumentada como resultado da
evaporacdo da agua. Nessa etapa, ocorre também a formacdo e evaporacdo de compostos
volateis indesejaveis, a extracdo de compostos aromaticos desejaveis que vao influenciar no
aroma e sabor da cerveja a ser produzida e a isomerizacdo do lupulo. Na isomerizacdo, os a-
acidos do lupulo sdo convertidos em iso-a-acidos, compostos responsaveis pelo sabor amargo
caracteristico da cerveja [19, 35, 39, 40].

ApoOs o preparo, 0 mosto é resfriado, a fim de adequar a temperatura a inoculagéo da
levedura, e areado com oxigénio que € essencial para a multiplicacdo das leveduras. Em
seguida, 0 mosto recebe as leveduras e é colocado em tanques onde ocorrerd o processo de
fermentagdo. Inicialmente, devido & alta quantidade de oxigénio dissolvido no meio, €

produzido apenas dioxido de carbono e agua. Consumido todo oxigénio, 0 processo de
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fermentacdo é iniciado quando as leveduras passam a absorver os acglcares do mosto,

produzindo diéxido de carbono e alcool como principais produtos da reacdo [19, 32, 36]:
CsH1206 — 2 CO, + 2 C:HsOH + energia + subprodutos

O processo de fermentacdo também libera energia e, por isso, 0s tanques fermentadores
devem ser resfriados durante essa etapa. Como produtos secundarios, sd@o produzidos ésteres
(acetato de etila, acetato de isoamila, acetato de n-propila), acidos (acético, propibnico) e
alcoois superiores (propanol, 2-metilpropanol, 2-metilbutanol, 3-metilbutanol). Esses produtos
garantem as propriedades organolépticas a cerveja, de modo que, a fermentacao torna-se a etapa
mais importante para definir o sabor da cerveja a ser produzida [41, 42].

Apbs a levedura ter fermentado todos os acucares disponiveis no meio, 0 metabolismo
desacelera e, consequentemente, a formag&o de CO; e alcool vai sendo reduzida. As células das
leveduras floculam em conjunto para formar aglomerados que podem precipitar no fundo do
recipiente ou flutuar na superficie do liquido, a depender do tipo de levedura utilizada [19, 43].

As leveduras do tipo Saccharomyces pastorianus sdo utilizadas na producdo das
cervejas de baixa fermentacdo, as cervejas do tipo lager, agem sob temperatura controlada entre
8-14 °C, e tendem a permanecer nas partes inferiores dos tanques. Para as cervejas de alta
fermentacdo, classificadas como ale, a temperatura € mantida entre 18-25 °C e a fermentacao é
feita por leveduras do tipo Saccharomyces cerevisiae, que tendem a situar-se nas partes superior
dos tanques [19, 36, 43].

Concluida a fermentacdo, a cerveja verde, que ainda possui leveduras em suspensdo e
uma parte de material fermentavel, passa por uma fermentacdo secundaria denominada
maturacdo, que dura em torno de 6 a 30 dias. Entdo as leveduras restantes consomem 0s
agucares residuais e mais CO- é produzido. Sob temperatura controlada, entre 0 a 3 °C, ocorrera
a sedimentacgdo das particulas suspensas no meio. O ajuste de aromas também ocorrera nessa
fase por meio da geracdo de ésteres que resultam de reacdes de esterificagcdo entre os acidos e
os alcoois produzidos na fermentacédo [43].

Depois de maturada, a cerveja estara praticamente pronta, restando apenas um processo
de centrifugacéo e de filtracdo para eliminar o restante de leveduras e as particulas em suspenséo
no meio [32, 35]. A cerveja pronta é estocada em tanques e, depois, segue para 0 envasamento
que pode ser feito em garrafas, latas ou barris. Nessa fase, a cerveja é submetida a pasteurizagéo,
a fim de garantir esterilidade microbioldgica e assegurar um maior prazo de validade apds a

fabricacdo. Durante o processo térmico de pasteurizagéo, aplica-se um aquecimento entre 60 -
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70°C em camaras com jatos d’agua em temperaturas escalonadas e posterior resfriamento. A
cerveja nao pasteurizada, comercializada em barris, recebe o nome de “chope”. Nesse caso, a
validade normalmente é fixada em 10 dias para o chope claro, e 15 dias para 0 chope escuro
[32, 35].

Geralmente, quando a producdo é realizada em grande escala, todo esse processo
descrito pode ser concluido em dez dias. J& na fabricacéo artesanal ou em uma microcervejaria,
em que se busca fortes caracteristicas de sabor e aroma, o tempo de producao dura em media

vinte dias, a depender do tipo de cerveja produzida [35].

1.1.3 Tipos de cervejas

No Brasil, como em varios outros paises, a lei permite que o malte de cevada e o lGpulo
possam ser substituidos por seus respectivos extratos, sendo possivel, também, a substituicdo
parcial do malte por cereais maltados ou ndo, como o arroz, trigo, centeio, milho, aveia e sorgo
(todos integrais), denominados adjuntos cervejeiros. No entanto, para ser denominada cerveja,
€ necessario possuir uma proporcao de malte de cevada superior a 55%, em peso, sobre 0 extrato
inicial, como fonte de acUcares [35, 44]. Cada empresa possui autonomia para definir a
proporcdo de malte e adjunto em seus produtos conforme lhe convém, desde que esteja de
acordo com as normas. No entanto, o uso de adjuntos em excesso pode resultar em uma cerveja
pouco encorpada e com baixa qualidade de espuma [44].

A maioria das cervejas possui um teor alcoolico na faixa de 3 a 6% (v/v). Quanto ao
teor alcoolico, as cervejas sdo classificadas como fracas (contendo cerca de 2 a 3% de alcool),
médias (com cerca de 5% de alcool) e fortes (teor alcodlico maior que 5%) [45]. Essa variacéo
esta diretamente relacionada com o tipo de cerveja que se deseja produzir [37, 40].

Geralmente, as cervejas do tipo ale possuem aromas mais intensos e variados
produzidos, principalmente, na fermentacéo [40]. Dentre os estilos ale destacam-se: a stout que
é uma cerveja forte e amarga, produzida com malte tostado; a porter que é uma cerveja mais
suave, se comparada com a stout, pois possui uma menor quantidade de etanol e as
caracteristicas do malte menos pronunciadas; e a weissbier que é uma cerveja clara feita a base
de trigo [32, 36].

As cervejas do tipo lager s@o as mais populares e consumidas. Dentre elas, a cerveja
pilsen destaca-se como a mais conhecida em todo o mundo, criada na cidade de Pilsen
(Republica Tcheca) em 1842. E marcada por ser uma cerveja leve e de sabor suave, possui cor

clara e teor alcoodlico entre 4 a 5% [32, 40].
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Dentre as cervejas do tipo lager, existem ainda a cerveja malzebier, que € uma cerveja
escura e doce porque possui caramelo e xarope de agucar, e aparesenta teor alcoolico na faixa
de 3 a 4,5%; a munchner dunkel que é a cerveja escura avermelhada (proveniente do malte
tostado); e a cerveja dark, que também possui grande aceitacdo por ter um sabor mais forte e
encorpado, coloracéo escura por usar malte torrado e caramelado, e teor alcodlico mais elevado
frente a pilsen, entre 4% a 6% [32, 36].

Comercializa-se, ainda, a cerveja sem alcool, que apesar de possuir propriedades fisico-
quimicas e sensoriais diferentes das tradicionais, passa por processos de fabricacdo semelhantes
aqueles empregados na fabricacdo da cerveja alcoolica. No passado, empregava-se um rigoroso
controle na etapa de fermentagéo para impedir a producédo de etanol acima de 0,5% e uma menor
dosagem de lupulo era aplicada, a fim de evitar a formagao excessiva dos a-hidroxidcidos que
conferem um amargor mais acentuado na cerveja sem alcool [32].

Atualmente, a maioria das grandes industrias cervejeiras empregam a técnica de
destilacdo e recuperacdo de aromas. A cerveja € produzida normalmente e passa por um
processo de desalcoolizacdo, ou seja, uma destilacdo do alcool. Nesta etapa, alguns ésteres
responsaveis pelo aroma da bebida também sdo evaporados; entretanto, eles sdo separados e
depois reintroduzidos na bebida, tornando a cerveja sem alcool uma bebida tdo saborosa quanto
a alcodlica [46].

Apesar da cerveja ser resultado basicamente da combinacdo de agua, malte e ltpulo, o
sabor e 0 aroma ideal que ela deve obter € resultado da combinacdo de uma série de reacdes
quimicas que provém desde a maturacdo da cevada até o processo de envasamento e estocagem
da cerveja pronta [19]. Além de ser uma bebida caracterizada pela presenca de diversos
compostos organicos, a cerveja ainda é fonte de minerais essenciais, incluindo macronutrientes
(Na, K, Ca, Mg e P) e elementos tracos (Fe, Zn, Se, Cu, Mn, Cr, Co e Ni), que também podem
influenciar em suas propriedades nutricionais e organolépticas. Assim, um consumo regular de
cerveja, em quantidade controlada, também pode ser benéfico ao corpo do ponto de vista da

reposi¢cdo mineral.
1.1.4 Espécies inorganicas presentes em cervejas

Algumas espécies inorganicas, que podem proceder da matéria-prima (agua, cevada e
outros graos, e do lupulo) utilizada para a fabricacdo de cervejas, também exercem fungéo
importante quando estdo presentes em niveis adequados. O célcio, por exemplo, é relevante
para se obter uma cerveja estavel e agradavel ao paladar, protege a enzima amilase da

desativacao térmica durante a hidrolise do amido da cevada na etapa de brassagem, estimula o
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metabolismo e a floculacéo da levedura e favorece a coagulacédo proteica durante a fervura do
mosto. O célcio ainda contribui na clarificacdo da cerveja, tornando-a mais limpida. O
magnésio, assim como o calcio, atua como um cofator enzimatico essencial as enzimas da
fermentac&o e respiracdo das leveduras. Em concentragdes acima de 30 mg L, o Mg pode
contribuir com um amargor indesejavel para a bebida [32, 36].

Adicionalmente, esses elementos possuem relagdes benéficas ao consumidor. O célcio
é um nutriente essencial porque esta envolvido na coagulacdo sanguinea, na estrutura do sistema
muscular, ao controlar processos essenciais na contracdo muscular (sistema locomotor,
batimentos cardiacos), e também esta ligado as funcdes de crescimento que séo atividades das
células cerebrais. O magnésio exerce um papel indispensavel no metabolismo do corpo ao ser
apontado como estabilizador das membranas intracelulares e como constituinte e ativador de
muitas enzimas, particularmente aquelas associadas a conversdo de compostos fosfatos ricos
em energia [47].

O sddio contribui para o paladar salgado da cerveja, promovendo um equilibrio de sabor.
No entanto, em concentracdes acima de 200 mg L™, pode ser veneno para as leveduras e
prejudicial a saude do consumidor [48]. O potassio € o macronutriente presente em maiores
teores na bebida. Com concentragdes que variam de 300 a 1000 mg L%, sua origem na cerveja,
assim como a maioria dos outros ions, é proveniente da matéria-prima, principalmente do malte;
e possui funcdo semelhante ao sodio no equilibrio do sabor da bebida [7, 49, 50]. O potassio
também exerce importante funcdo ao metabolismo humano, pois é responsavel por regular a
pressdo osmatica das células, ajudar na contragdo dos musculos e controlar a pressao sanguinea
[50, 51].

Tratando-se de sabor da cerveja, dois importantes ions que devem ser monitorados sdo
cloreto e sulfato. A procedéncia desses ions esta ligada com a agua cervejeira e/ou com adicdo
de alguns sais de minerais, como Ca e Zn, que geralmente sdo dosados nas etapas de fabricacédo
da bebida em forma de CaCl, e ZnSO4. A relacdo entre Cl- e SO+ em uma cerveja é
fundamental para suas caracteristicas sensoriais. O Cl" afeta o sabor da cerveja, aumentando a
sensacdo de corpo e a dogura do malte, principalmente, quando em combinagdo com o sodio.
Entretanto, concentragdes de Cl- acima de 300 mg L%, podem reprimir o sabor suave da bebida
e provocar um efeito negativo na atividade das leveduras. O SO4 ajuda na degradacéo do amido
e das proteinas na etapa de brassagem, intensifica o sabor de lupulo e suaviza o0 amargor. Deve-
se destacar, entretanto, que concentraces de SO42 acima de 300 mg L conferem a cerveja um

sabor sulfurado [48].



29

A cerveja também é citada como fonte rica em silicio, uma vez que, a principal fonte
deste mineral na dieta humana é através dos alimentos derivados de plantas, que acumulam
silicio na forma de fitdlitos. Com altos niveis de Si biodisponiveis, a cerveja é apontada como
uma das principais fontes para a ingestdo de silicio [52]. O silicio ajuda a proteger o corpo
humano dos efeitos tdxicos do aluminio devido a sua capacidade de ligar-se ao aluminio e
elimina-lo do corpo [53, 54]. Além disso, a deficiéncia de Si no corpo humano esta associada a
perda de componentes do tecido conjuntivo, como colageno e elastina, e tem impacto negativo
na densidade mineral 6ssea [55, 56].

Na cerveja ainda estdo presentes os ions metalicos, que a depender da concentragao,
também podem afetar a qualidade da bebida de forma positiva ou negativa. Microelementos
como zinco, manganés, cobre e ferro sdo apontados como importantes para a fisiologia celular
das leveduras ao atuarem como cofatores enzimaticos das enzimas de respiracdo, fermentacéo
e crescimento [5, 57]. Como s&o micronutrientes essenciais para as plantas, eles estardo
presentes no malte e no lUpulo e, geralmente, sdo encontrados nas cervejas em concentracoes
que variam entre 0,05 - 0,1 mg L* [51]. O zinco possui um papel importante na estimulacdo da
levedura através da ativacdo das alcool desidrogenases, um conjunto de enzimas que
contribuem no metabolismo da levedura. Dessa forma, o Zn é, geralmente, dosado durante a
etapa de brassagem, adicionando cerca de 1 g de ZnSO4 para cada 1000 g de mosto [48].

Metais como Zn, Fe e Cu desempenham um importante papel nos processos fisioldgicos
das leveduras atuando na sintese proteica e na composicao fosfolipidica das membranas das
leveduras, sdo importantes para o crescimento e metabolismo das mesmas, e atuam como
cofatores em mais de 100 rea¢Oes enzimaticas durante o processo de fermentacéo [58].

Em especial, as concentracdes de Cu, Fe e Mn devem ser controladas, visto que, em
concentracdes elevadas, podem reduzir as atividades das leveduras. Além disso, tais espécies
metalicas sdo conhecidas por acelerar a ativacdo molecular de espécies reativas contendo
oxigénio (O, OOH:, H202, OH') [59, 60]. As espécies reativas sdo indesejaveis porque podem
formar complexos muito estaveis com diferentes classes de compostos organicos presentes no
meio, incluindo polifendis, alcoois, aminoacidos, acidos graxos e iso-a-acidos. A oxidacao
desses compostos organicos e a formacao de complexos aceleram o processo de envelhecimento
sensorial, com a perda de sabor e aroma, e a instabilidade coloidal da cerveja, caracterizada
pela formagéo de turbidez e diminuigéo da estabilidade da espuma [59, 61]. Estudos sobre as
formas em que as espécies metalicas estdo presentes nas cervejas sugerem que estas possam ser

encontrados em sua forma livre, ou ligadas a compostos fendélicos ou outras espécies organicas.
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Os estados de oxidacdo dos ions metalicos nas cervejas também podem determinar sua
contribuicdo para instabilidade oxidativa [62, 63].

A aptidao dos ions Mn para gerar espécies reativas de oxigénio ainda € considerada
fraca, em comparacdo ao Cu e Fe. Entretanto, foi sugerido que o manganés pode atuar
interagindo com complexos intermediarios na oxidacao de ferro e cobre, aumentando o efeito
catalitico das reagdes que provocam a formacdo das espécies reativas de oxigénio [63, 64].
Concentragdes de Cu, Fe e Mn acima de 50,0 pug L™ sdo suficientes para catalisar as reacoes
oxidativas que resultam na perda mais rapida da qualidade da cerveja ao longo do tempo. Assim
a determinacdo da concentracdo desses metais é de especial importancia e a presenca dos
mesmos deve ser minimizada e/ou controlada durante o processo de fabricacdo de cerveja [65,
66].

Entretanto, o controle da concentracdo dessas espécies metalicas ainda é um desafio
para 0s cervejeiros, visto que, a procedéncia de tais espécies esta ligada a fatores, como a
concentracdo encontrada naturalmente no malte e no ltpulo, que dependem das condi¢fes de
cultivo e processamento, e no potencial de lixiviagdo nos equipamentos das cervejarias. A
cevada maltada e/ou outros grdos de cereais sdo apontados como a maior fonte porque sao
usados em maior quantidade, em relag&o ao lupulo [66].

Um estudo demonstrou que metais como Cu, Fe, Mn e Zn estdo presentes no interior
dos gréos de cevada, no entanto a maior parte desses metais permanecem no bagago dos graos
moidos (61,8% de Cu, 95,2% de Fe, 86,2% de Zn e 77,6% de Mg), que sdo descartados durante
a etapa de lavagem e filtracdo do mosto, dessa forma, apenas uma pequena porcentagem desses
metais permanece no meio. Além disso, as leveduras podem absorver esses metais que,
ocasionalmente, migrardo para 0 mosto, e apenas uma quantidade insignificativa, com relagéo
a concentracao inicial nos grdos de malte, pode ser transferida para a cerveja [67].

O teor de metais presentes no lGpulo pode ser maior quando comparado com o malte,
todavia, o ltpulo é utilizado em uma quantidade muito inferior aquela utilizada de malte na
fabricacdo da cerveja. Particularmente, maiores concentragfes de metais séo relatadas em
cervejas que passam pelo processo de dry hopping [67]. Esta etapa é realizada com o intuito de
extrair os compostos aromaticos de lupulo diretamente na cerveja, visto que, muitos desses
compostos sdo volatilizados durante a fervura do mosto. No dry hopping, a cerveja pronta tem
um contato direto com o lupulo, o que pode ocasionar maior migracéo das espécies metalicas
presentes nas flores de lupulo utilizadas. Em especial, foi relatada maiores concentragdes de Cu
em cervejas de dry hopping, tais concentragdes foram relacionadas com o uso de fertilizantes

que contém cobre e sdo comumente utilizados cultivo de Idpulo [58]. O uso de fertilizantes e
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agrotoxicos nos cultivos de malte e lupulo também é apontado como uma das origens da
contaminagéo de metais como As, Cd, Pb [58, 67].

As espécies metdlicas ainda podem migrar para a cerveja como resultado de
contaminacdo dos equipamentos utilizados nas cervejarias, como as tubulac@es, linhas de
fluidos, vasos e tanques utilizados para a manipulacéo e estoque da cerveja, incluindo as etapas
de fermentacdo, condicionamento, filtragdo e carbonatacdo [5]. O material mais comumente
utilizado na fabricacéo de tanques € o aco cromo-niquel, fato que pode explicar a migracao de
Ni e Cr para a bebida. O aco cobre-aluminio também é utilizado nos revestimentos dos tanques,
embora em menor grau, e pode provocar a migracao de Co e Al para a bebida [61].

Além disso, os recipientes nos quais a cerveja fabricada é armazenada e transportada
(barris, latas, garrafas) podem oferecer riscos de contaminacao por espécies metalicas a bebida.
No caso das embalagens de aluminio, quanto maior a temperatura de armazenamento, mais
rapido podera ocorrer a corrosdo, independente do seu revestimento, e maior serd o acimulo
desse metal na cerveja [5, 6]. O Al confere a cerveja um sabor metélico e amargo e tem sido
alvo de interesse em estudos devido a migracdo das embalagens em latas para a bebida e por
ser apontado como um dos possiveis fatores que contribuem para a doenca de Alzheimer [61,
68]. O estanho também ¢é utilizado como material das latas e pode migrar como um
contaminante para as cervejas. No organismo, um excesso de estanho pode provocar distirbios
nos sistemas nervoso e respiratorio [61].

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 65 do Ministério de Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) [69], de 10 de dezembro de 2019, o teor de contaminantes inorganicos
em cervejas devem obedecer as previsfes contidas na Resolu¢do RDC Anvisa n° 42/2013 para
bebidas alcodlicas fermentadas [70]. Entretanto, apenas As, Pb, Cd e Sn séo listadas como
espécies a serem monitoradas. As concentragdes maximas permitidas para As e Pb sdo de 0,1 e
0,2 mg L%, respectivamente, para as cervejas alcodlicas, e de 0,05 mg L™, para as duas espécies,
nas cervejas sem alcool. Para Cd e Sn, os limites maximos sdo de 0,02 e 150 mg L%,
respectivamente, sem especificagdes com relacdo ao tipo de cerveja. Ainda de acordo com a
resolucdo, 0 monitoramento de Sn € sugerido apenas para as cervejas comercializadas em latas.

Conforme seré discutido a seguir, técnicas espectrométricas de absorcdo atémica e as
técnicas com fonte de plasma tém sido empregadas para a determinacgéo de diferentes espécies

inorganicas em amostras de cervejas.
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1.2 TECNICAS ANALITICAS PARA A DETERMINACAO DE ESPECIES
INORGANICAS EM AMOSTRAS DE CERVEJAS

1.2.1 Espectrometria de absorcéo atdmica

A espectrometria de absor¢do atbmica (AAS) é uma técnica amplamente difundida e
empregada para a determinacdo de espécies inorganicas nos mais diversos tipos de amostras
[71, 72]. Fundamentada na ideia de que cada atomo é capaz de absorver a propria radiacdo, uma
fonte espectral emite radiacdo na faixa UV-vis, de comprimento de onda especifico, que seréa
absorvida por 4&tomos livres no estado gasoso concentrados em uma nuvem eletrénica formada
pelo aumento da temperatura no interior de atomizadores [71, 73].

A espectrometria de absorcdo atbmica pode ser empregada com trés diferentes processos
de atomizag&o: a espectrometria de absor¢do atdbmica com chama (F AAS), a espectrometria de
absorcdo atbmica com atomizacdo eletrotérmica (ET AAS), e a espectrometria de absor¢éo
atdbmica com geracdo de vapor quimico (CVG AAS). A escolha da técnica ideal é determinada
pela natureza quimica do analito e sua concentra¢do na amostra, bem como a composicédo da
matriz [71, 74]. A espectrometria de absor¢do atdbmica com chama é geralmente utilizada para
a excitacdo de 4&tomos e ions com energia de excitacao relativamente baixa, e a determinacéo é
realizada em niveis de mg L?, enquanto a ET AAS é comumente empregada para
determinacdes de concentracdes em niveis trago (ug L) [71, 75]. A espectrometria de absorgéo
atbmica com geracdo de vapor quimico é altamente sensivel, pois 0 analito € convertido em um
composto volatil e transportado diretamente ao atomizador, e possui aplicacdo na determinagéo
de elementos volateis, como As, Sbh, Se, Bi, Cd, Pb e Hg [76, 77].

Nas determinacBes por F AAS, a amostra é uma das etapas cruciais para obter bons
resultados. A solucdo da amostra é aspirada e nebulizada na forma de aerossol em uma camara
de nebulizacgdo, que controla as goticulas que chegardo a chama (cerca de 5 a 10% do volume
da amostra). Na chama, ocorrera processos de dessolvatacio, vaporizacdo e atomizacdo [71]. E
importante que a amostra liquida esteja livre de sélidos dissolvidos, para evitar problemas de
transporte até a chama e, consequentemente, comprometer a sensibilidade da técnica.

Nas determinac6es por ET AAS, a amostra, liquida ou solida, é inserida diretamente no
interior de um tubo, utilizando um programa de aquecimento eletrotérmico através de
aquecimento eletrotérmico. Caso o material do tubo seja grafite pirolitico, entdo, a técnica é
denominada como espectrometria de absor¢do atbmica com atomizacdo em forno de grafite
(GF AAS). No entanto, sdo comuns problemas relacionados as interferéncias provocadas pela
matriz e volatilidade dos analitos [71]. Tais dificuldades podem ser contornadas com uma
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eficiente otimizagdo do programa de temperatura e uma escolha correta de um modificador
quimico [74].

O modificador quimico pode ser adicionado a amostra durante as medidas ou pode ser
impregnado no interior do tubo de grafite (modificador permanente) [78], e tem como fun¢éo
favorecer a separagdo entre analito e matriz, reduzindo as interferéncias na fase de vapor, e
minimizar possiveis perdas do analito durante a etapa de pir6lise [75, 79]. Elementos, como V
[80], Al [81], W e Ir [82], Pd e Pt [83], tém sido propostos como modificadores quimicos na
determinacéo de diferentes elementos por GF AAS. Entretanto, a mistura de Pd/Mg, conhecida
como modificador universal [84, 85], é a mais comumente empregada em tais determinacGes
[86-89].

As fontes de radiacdo convencionalmente utilizadas em AAS sdo as fontes de linhas,
gue empregam lampadas de catodo oco, especialmente elaboradas para emitir a radiacao
especifica para cada elemento a ser determinado, 0 que torna a técnica seletiva e especifica.
Entretanto, o emprego de uma lampada de catodo oco representa uma das limitagdes da
espectrometria de absorcdo atbmica com fonte de linha (LS AAS), ao tornar a técnica
monoelementar, o que ocasiona procedimentos demorados se houver a pretensdo de se
determinar varios elementos em diversas amostras. Além disso, é requerido um estoque de
lampadas, que possuem vida util limitadas [71, 90].

Outra limitacdo das fontes de linhas surge devido a absorcdo ser medida apenas em
intervalos espectrais estreitos, que correspondem a largura de linha atdbmica emitida pela
lampada, restringindo a informacdo sobre o ambiente espectral do sinal analitico, o que pode
causar problemas relativos a absorcéo de sinais de fundo [72, 90].

No ano de 2004, foi comercializado o primeiro espectrometro de absor¢do atdbmica com
fonte continua e de alta resolucdo (HR-CS AAS). O equipamento utiliza uma fonte continua de
alta intensidade associada a um sistema de monocromadores de alta resolucdo, e um detector
de carga acoplada (CCD) [91]. A fonte utilizada é uma lampada de arco curto de xen6nio de
alta pressdo (15 bar, quando fria), constituida por dois eletrodos de tungsténio, cuja emissao
abrange a faixa continua entre 190 e 850 nm, toda a faixa espectral utilizada na AAS. A lampada
é operada a uma poténcia de 300W, de forma que, a intensidade de emissdo é excedida a de
uma lampada de catodo oco em cerca de duas ordens de magnitude [13, 73, 90].

Devido a alta resolucdo e ao detector CCD, na HR-CS AAS, a natureza dos sinais de
fundo e sua distribuicdo espectral tornam-se visiveis, 0 que favorece para que uma medida
apropriada seja tomada para sua correcdo. Adicionalmente, a medida de absorcéo atdmica e do

sinal de fundo ocorrem de forma simultanea, tornando-se possivel a visualizagdo até mesmo
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dos sinais de fundo mais rapidos [13, 73]. O espectrémetro dispde de um sistema para correcao
de interferéncias por um algoritmo de minimos quadrados, que esta baseado na referéncia de
um espectro com 0 mesmo comportamento que a interferéncia em questdo e na subtracdo do
sinal interferente sem alterar o sinal do elemento de interesse [72, 92].

A determinacg&o de espécies inorganicas em amostras de cervejas utilizando técnicas de
AAS é comumente relatada em diferentes estudos, conforme listados na Tabela 1.1. Alguns
autores relataram a necessidade de destruir a matéria organica nas determinac6es por F AAS e
empregaram a digestdo cida como forma de pre-tratamento da amostra [11, 62]. Uma vez que,
a cerveja € uma amostra de matriz complexa, outros tipos de preparo de amostra, como a
diluicdo, podem implicar em problemas de flutua¢es da chama e depdsito de particulas s6lidas
no sistema de introducdo de amostra [11]. Para as determinacGes por GF AAS, a maioria dos
trabalhos empregam apenas a degaseificacdo e diluicdo das amostras como forma de pré-
tratamento, uma vez que toda matriz da amostra € pirolisada e evaporada no forno de grafite, e
nédo séo relatados problemas com relagdo ao sistema de introdugdo das amostras. Todavia, 0
uso de modificador quimico é relatado para contornar possiveis interferéncias provocadas pela
matriz [12, 93, 94].



Tabela 1.1 Determinagdo de espécies inorganicas em cervejas por espectrometria de absor¢do atémica. (continua)
o . Ti Limi ~ A
Teécnica Analitos po <_je Preparo da amostra tes~de Recuperacao, % Referéncia
cerveja deteccdo
Ale (Stout, I . . o 4
Fe. Mn, Cu. Zn. Ca Weissbie) Degaselflce_xgao seguida da digestdo acida
em micro-ondas usando HNOs - - [11]
e Mg Lager concentrado e H202 30% (m/m)
(Pilsen)
% Ag (0,6); Cd (0.,5);
Pré-concentracdo empregando um sistema Cu (3,0);
Alg\]/‘lr?%bcg'yl Ze’Z:]n‘ (lF‘,ﬁg:;) integrado de aprisionamento de atomos Fe (5,0); In (10,0); Mn -- [95]
L (IAT) montado no queimador (1,2); Pb (4,0); Tl
(10,0); Zn (0,1)
Degaseificacdo seguida da digestdo acida 1 ) Cu 100 -101
Cu, Fee Mn (:;ﬁg:;) em placa aquecedora usando HNO3 © Of(lJJ)'((I)\’/IOr? ?3’0?7) Fe 98 — 100 [62]
concentrado e H202 30% (m/m) ' ’ ' Mn 100 - 102
Lager Degaseificacdo seguida da digestdo acida
Fe (Pilgen) em placa aguecedora usando Hz2SO4 - - [96]
F AAS concentrado e H202 30% (m/m)
Lager Pré-concentracdo e separacdo de Pb por 3l i
Pb (Pilsen) extracdo em fase solida 0,36 99.4-101,9 (671
[11Cd 0,002 Cd 99,2
Degaseificacdo seguida da digestdo acida Cr 0,013 Cr90,9
Cd, Cr, Cu, Ni e Pb -- com HNOs concentrado e H202 30% Cu 0,008 Cu 95,2 [98]
(m/m) Ni 0,023 Ni 96,5
Pb 0,009 Pb 104,3
[11 :
Degaseificacdo seguida da dilui¢cdo com Na (0,012);
- K (0,034)
solucdo de HCI 1,0% (v/v) para
. b ue Mg (0,024)
Cu, Fe, Mg, Na, K, determinacdo de macroelementos e
Ale e Lager o Ca (0,0036) - [99]
Mn, and Ca digestdo acida com HNOs concentrado e
H202 30% (m/m) para determinagdo de Fe (0,0028)
microelementos Mn (0,00045)
Cu (0,0067)

'mg L% ng mL?; Bl ug L~ ndo informado; *Determinagéo feita por HR CS F AAS; **Determinacio feita por HR CS GF AAS
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Tabela 1.1 Determinagdo de espécies inorganicas em cervejas por espectrometria de absor¢do atémica.

(concluséo)

Técnica Analitos Tipo de Preparo da amostra Limites de Recuperacéo, % Referéncia
cerveja deteccdo
I_'Iager Apbs degaseificadas, as amostras foram Bl Al (1,9); Cu (2,9); é‘l 11?)3
Al, Cu, Cd, e Pb (pi s<'en € diluidas em HNOz 0,2% na proporgéo de Pb (0,8); u [93]
Dark); sem 11 cd (0.6): Pb 101
alcool ’ v Cd 102
I__?ger Ap0s degaseificadas, as amostras foram Pb 91
Cd, Pb (%;?E)e diluidas em uma solugo contendo 5% de - cd 76 [100]
. Triton X100 + HNOs3 0,2%
sem alcool
- Bl Cu (0,95);
Lager As amostras foram degaseificadas e .
Cu, Fe, Mn (Pilsen) diluidas em &gua na proporcao de 1:9 :\:/le (1,70); - [101]
GF AAS . n (1.50)
Cr total — cerveja tratada com H20z,
HNO3 e HCI sob aquecimento em estufa
cr Lager (105°C) por 17 h; B3 Cr total (0,26) Cr Cr total 93,3 - 96,0 [102]
(Pilsen) Cr (V1) - cerveja + acetato de sodio 3% (VI) (0,68) Cr (V1) 94,3-95,3
+ alizarina 0,001% até um pH final de 5,5
para retencao em coluna cromatografica
Lager P Bl Al (4,8); Al 89 -95
Al, Pb (Pilsen) Degaseificagdo Pb (1,6) Pb 97 -98 [94]
Lager [ Cl (0,05)
**Cl, Fe e Si ; Radiacdo UV BlFe (2,0) 85-120 [12]
(Pilsen) 'sj (0,08)

'mg L% ng mL?; Bl ug L ~ndo informado; *Determinagéo feita por HR CS F AAS; **Determinacéo feita por HR CS GF AAS;
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Na Tabela 1.1, é possivel destacar que a F AAS é comumente empregada para
determinacgOes de elementos que estdo presentes nas cervejas em concentra¢fes mais elevadas,
como Ca, Mg, Zn, Cu, Fe e Mn [11, 62, 96]. Devido a menor sensibilidade da técnica, quando
comparada com a GF AAS, limites de detec¢io na ordem de mg L™ s&o obtidos. A quantificacéo
de elementos em niveis de traco, como Cd e Pb, empregando a técnica, exige etapas de pré-
tratamento da amostra que possibilitem a extracdo e pré-concentracdo do analito [95, 97]. Em
0posicao, nos trabalhos que utilizaram a GF AAS, limites de detecco na ordem de pg L™ foram
alcancados, o que é possivel devido maior sensibilidade que a técnica possui frente a F AAS.

No trabalho de Zambrzycka-Szelewa et al., foi apresentado um método para a
determinacéo sequencial de macro e microelementos (K, Na, Mg, Ca, Cu, Fe e Mn) em amostras
de cervejas por HR CS F AAS [99]. Os resultados mostraram grandes variacdes na
concentracdo desses elementos entre os diferentes tipos e marcas de cervejas analisadas, com
diferengas variando de um fator de 2 (para o K) a um fator de 30 (para o Fe). O potéssio foi
encontrado em maior nivel de concentracdo em todas as amostras com variagdes entre 357 e
855 mg L%, confirmando que a cerveja pode ser uma fonte significativa de K para o organismo
humano. Os resultados ainda mostraram maiores teores de Ca e Mg e menores teores de Na nas
cervejas de baixa fermentacdo (lagers), quando comparadas com as cervejas de alta
fermentacdo (ales). Além disso, varias amostras apresentaram altos teores de Fe e Mn, com
valores maximos de 1,87 e 0,27 mg L, respectivamente. Os autores também ressaltaram a
importancia de um rigoroso monitoramento do teor desses metais durante o processo de
producdo de cerveja.

E importante pontuar que a maioria dos trabalhos listados na Tabela 1.1 incluiu Fe, Cu
e Mn como analitos a serem determinados, 0 que evidencia a importancia da determinacao
dessas espéecies metalicas em amostras de cervejas, pois conforme discutido anteriormente,
concentracdes acima daquelas recomendadas podem comprometer a qualidade e estabilidade
da bebida. Concentragdes de Fe entre 0,0059 - 0,545 mg L, de Cu entre 0,071 - 0,114 mg L},
e de Mn entre 0,044 - 0,207 mg L™ foram reportadas [11, 62, 98].

A acdo desses metais ainda dependera da forma quimica a qual estardo presentes na
bebida, podendo ser livres ou ligados aos compostos organicos. Svedsen et al. realizaram a
especiacdo quimica das espécies de Fe, Cu e Mn em amostras de cervejas através de
determinacdo por GF AAS, empregando a cromatografia por troca i6nica e por exclusdo de
tamanho para a separagdo das espécies [101]. Os resultados do trabalho ainda mostraram que,
provavelmente, o Mn presente na cerveja encontra-se como Mn?*, pois todas as espécies de Mn

foram carregadas positivamente. Em contraste, todas as espécies de Fe foram carregadas
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negativamente, indicando a presenca de complexos de Fe. Para o cobre, espécies negativas e
positivas foram detectadas. O estudo ainda indicou que os provaveis ligantes responsaveis pela
complexacdo de Fe e Cu podem ser fendis poliméricos ou acido fitico.

Em outro trabalho, desenvolvido por Pohl et al., estudou-se a extensdo da complexacéo
organica de ions Mn, Cu e Fe em cervejas, empregando a extragdo em fase sélida como método
de separacéo e posterior determinagéo por F AAS [62]. Os resultados mostraram que, apesar da
maior parte das espécies de Mn predominarem na forma catidnica, cerca de 22-42%
apresentaram estar associadas, formando provaveis complexos com aminoacidos e acidos
organicos de origem primaria ou produtos secundéarios do alcool gerados na fermentacéao. Foi
estabelecido que cerca de 8% do Mn total presente na cerveja estaria complexado com
substancias fendlicas. Tais estudos, sdo de notavel importancia, pois a complexacdo metalica
pode comprometer as propriedades antioxidantes peculiares da bebida.

Outro caso que requer atencao especial refere-se a presenca de espécies potencialmente
toxicas como Pb, Cd e As, que ja foram detectadas em amostras de cervejas como provavel
resultado da contaminacdo da matéria-prima ou dos materiais utilizados nas etapas de
fabricacdo [19]. Soares et al. realizaram a determinacdo de Pb e Cd em trinta e seis amostras de
cervejas comerciais produzidas em setes diferentes estados do Brasil por GF AAS.
Concentracdes médias de 37 ug L de Pb e de 1,6 ug L™ Cd foram relatadas. O estudo ainda
pontuou que ndo houve diferencas significativas entre os resultados encontrados para amostras
de cervejas produzidas em zona rural e aquelas produzidas em zona urbana [100]. Em outros
estudos, foram relatadas concentragbes de chumbo entre 65 - 105 ug L™ [95] e concentragdo
média de arsénio de 6,51 ng g* [103].

Vieira et al. realizaram a determinacdo de cromo total e de cromo hexavalente em
amostras de cervejas lagers por GF AAS com o objetivo de investigar a variabilidade do
contetdo dessas espécies em diversas amostras de cervejas lagers de diferentes estilos,
armazenadas em embalagens de vidro e latas, e estimar a ingestéo diaria de cromo total e cromo
hexavalente através do consumo de cervejas. A extracdo do cromo hexavalente foi realizada
por extracdo em fase solida (SPE) e os limites de detecgdo foram de 0,26 ¢ 0,68 pg L para Cr
total e Cr (V1), respectivamente. O contetido de Cr total variou entre <0,87 e 16,4 nug L7,
enguanto o conteudo médio de Cr (VI), espécie potencialmente toxica, foi entre <2,51 e 13,0
ug L, sendo os maiores valores de Cr total e de Cr (V1) apresentados por uma amostra de
cerveja de baixo teor alcoolico, armazenada em embalagem de vidro. O estudo concluiu que,

ao considerar uma ingestao diaria de 500 mL de cerveja, tal consumo pode contribuir com
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aproximadamente entre 2,28 a 8,64 e entre 1,6 a 6,17% da ingestdo diaria de cromo
recomendada para mulheres e homens, respectivamente [102].

Apesar de muitos trabalhos publicados na literatura empregarem as técnicas de AAS
para a quantificacdo de metais em cervejas, a espectrometria atdbmica envolvendo as técnicas
com fonte de plasma também é comumente empregada para tais aplicac6es devido a capacidade

de determinagdo multielementar de maneira mais pratica.

1.2.2 Técnicas espectrométricas com fonte de plasma

As técnicas espectrométricas, que utilizam o plasma como fonte de atomizacdo e
excitacdo de atomos e ions, sdo: a espectrometria de emissdo dptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS) e a espectrometria de emissdo éptica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES).

Nas técnicas de plasma, assim como em F AAS, o sistema de introducdo da amostra é
considerado uma parte crucial para a eficiéncia da determinacdo. A amostra deve ser
introduzida na forma liquida ou em suspensdo, de modo que, possua condi¢des de ser facilmente
transportadas até o plasma. Caso contrario, a sensibilidade da técnica podera ser comprometida
[104-106].

A maioria dos sistemas de introducdo de amostras utiliza um nebulizador pneumatico
para gerar um aerossol a ser atomizado no plasma, mas apenas cerca de 5% desse aerossol
consegue chegar ao plasma. Se uma grande quantidade de aerossol da amostra chegar ao
plasma, poderd ocorrer a reducdo da temperatura do mesmo, resultando na incompleta
atomizacdo e aumento de interferéncias causadas por componentes da matriz e interferéncias
espectrais [104, 105].

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado possui ampla
aplicacdo no desenvolvimento de metodologias para diversos tipos de amostras em razao de sua
capacidade para determinacdo simultdnea multielementar com baixos limites de detec¢do, boa
precisdo e possibilidade de ampla faixa linear de trabalho [107-109]. Entretanto, as
determinagfes utilizando esta tecnica estdo propensas as interferéncias espectrais e néo
espectrais. As espectrais sdo geradas pela superposicdo de linhas de emisséo e podem ser
resolvidas por meio da escolha da linha de emissdo mais conveniente para cada analito. As
interferéncias ndo espectrais sdo causadas, principalmente, pela ineficiéncia nas etapas de
nebulizacdo, transporte da amostra e pela presenca de elementos facilmente ionizaveis tais
como sddio e potassio que podem reduzir os sinais de emissdo nas linhas idnicas de outros

analitos bem como de outros componentes presentes na matriz [110-112].
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A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado chama atencéo pela
sua alta sensibilidade e aplicabilidade na determinagéo de elementos-trago. Proposta por Houk
et al. em 1980, o acoplamento de um ICP a um espectrémetro de massas resultou em uma das
técnicas mais poderosas para analise multielementar. Com limites de deteccdo na ordem de ng
L, a determinacéo baseia-se na medida da razio massa/carga de ions positivos que sio gerados
no plasma a pressao atmosférica e extraidos através de cones (Skimmer e de amostragem) para
0 espectrometro de massas, uma zona de alto vacuo, na qual estdo localizadas as lentes de
focalizacdo, o analisador de massas e o detector. Os cones possuem a fungédo de extrair uma
representativa populacao de ions e transferi-los para a regido de alto vacuo. As lentes, focalizam
os fons para o analisador de massas e removem fétons e particulas neutras. Ao chegarem no
analisador de massas, os ions sdo separados em funcdo da razdo massa/carga através do
transporte sob acdo de campos elétricos e magnéticos, que modificam suas trajetorias, fazendo
com que, apenas os ions de razdo massa/carga selecionados cheguem ao detector [104, 113].

A técnica ainda oferece diversas possibilidades de quantificacdo para um determinado
analito, j& que a maioria dos elementos se encontra em diferentes formas isotopicas e geram
diferentes massas espectrais em diferentes abundancias. No entanto, as determinacdes por ICP-
MS também estdo susceptiveis aos problemas com interferéncias [114, 115]. As interferéncias
espectrais sdo originadas a partir da formagdo de espécies que possuem a mesma razao
massa/carga do analito, podendo gerar resultados equivocados para a determinacgéo pretendida.
As principais interferéncias ndo espectrais estdo relacionadas ao efeito de matriz [115].

A espectrometria de emissdao Optica com plasma induzido por micro-ondas foi
apresentada ao mercado em 2011 e, desde entdo, vem sendo bastante explorada para
determinacGes multielementares. A técnica esta fundamentada no uso de um campo magnético
de micro-ondas de 2,445 GHz para manter um plasma de nitrogénio sob uma temperatura de
aproximadamente ~5000 K e uma energia em torno de 14,534 eV. O plasma é mantido por um
gerador de nitrogénio que extrai o gas do ar, o que faz a técnica apresentar menor custo
operacional, se comparada as outras técnicas existentes, que mantém o plasma com o uso do
gas de argonio (~8000 K), como a ICP OES e ICP-MS [116, 117]. O N2-MIP é visualizado de
forma axial, e a emissdo dos analitos é medida sequencialmente.

A eficiéncia do MIP OES nas determinac6es multielementares em amostras de cervejas
foi relatada por Leéo et al. [118]. Os autores fizeram um estudo de comparacao entre MIP OES
e F AAS para a analise das amostras apds a decomposi¢do em bloco digestor auxiliado com um
sistema de refluxo com dedo frio, para a determinacédo de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni e Zn. Os

resultados demonstraram maior sensibilidade para a determinacao dos elementos por MIP OES,
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frente & técnica F AAS, apresentando melhores coeficientes angulares para as curvas de
calibracdo, os quais, aliado a uma melhor precisdo (menor desvio padrdo), forneceu baixos
valores de limites de deteccdo e de quantificacdo. O uso do MIP OES ainda possibilitou maior
frequéncia analitica, pois permitiu a analise multielementar, reduzindo significativamente os
custos das determinacdes, ja que necessita de pequenas quantidades de amostra e ndo requer o
uso de gases especiais.

A determinacdo de espécies inorganicas em cervejas e outros tipos de bebidas alcoodlicas
por MIP OES também foi relatada por Gongalves et al.. Neste estudo, 0s autores empregaram
a filtracdo seguida da diluicdo em HNO3 1% (v/v) como preparo da amostra para determinagéo
de Al, Co, Cr, Cu, Mn, Ni e Zn. itrio foi utilizado como padrdo interno para correcio de
possiveis efeitos de matriz e erros instrumentais [119]. O método demonstrou robustez e
exatidao, que foi confirmada por testes de adicéo e recuperacdo, com valores entre 89% e 128%.

Na Tabela 1.2, estdo listados alguns trabalhos para determinacdo de diferentes espécies

inorgénicas em cervejas por meio de técnicas espectrométricas com fonte de plasma.



42

Tabela 1.2 Determinacdo de espécies inorganicas em cervejas empregando técnicas espectrométricas com fonte de plasma. (continua)
Técnica Tipo de Analitos Padrao Preparo da amostra Limites de deteccéo Referéncia
cerveja Interno
Lager (pilsen e e A
. Al, B, Ba, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Degaseificacdo em banho ultrassdnico
daglrgéosfm Sre Zn, Cre Cu; - seguida de digestdo acida - [49, 120]
Lager (pilsen) Cu, Mne Fe -- Degaseificacdo e introduc&o direta [ Cu (1,1); Mn (0,3); Fe (1,1) [121]
ICP OES Lager (pilsene  Al, Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ca, Mg, Na, e .
malzebier) Kep La Degaseificacdo e introducéo direta -- [7]
Degaseificacdo seguida da diluicdo em i . . .
Lager (pilsen) As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Se e Zn Y solugdo de HNO3 1% (v/v) em um fator de Al\s/lg]Z%))CPL:)((C%l)O)CrS‘(ES()ZéiuZ(?])(lFOe) @), [122]
10 vezes ' ' '
. I . —— 21 Al (39,9); As (1,19); Ba (0,65); Cd
Lager (.plls.en e Al As, Ba, Cd, Co. Cr, Cu, Fe, Mo, _Degaselflcagao seguida de digestdo em (0,19), Co (0,36); Cr (3,36); Cu (1,28); Fe
malzebier); Ale ’ - micro-ondas com HNO3 concentrado (69%, X NG : [9]
o Mn, Ni, Se, Sr, Pb e Zn . (77.4), Mo (1,21); Mn (3,44); Ni (2,92); Se
(weissbier) m/m) e H202 30% (m/m) (1.25): St (1,09); Pb (0,93); Zn (19,6)
Degaseificacdo seguida da digestdo acida [ As (1,49), Cd (0,46), Cr (0,35); Cu
Lager - em micro-ondas com HNOs concentrado T e TN 12 o (=T 7]
(artesanal) As, Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb e Zn In (65%, m/m), H20 30% (m/m) e HF (50% (4,12); Fe (2,01); gu 7(3570), Pb (1,06); Zn [57]
m/m) '
Lager (pilsen, . ) .
munchner Ga, In, Sn, Hg, TI, Bi, Digestdo acida em micro-ondas com HNO3
ICP MS dunkel); As, Sb, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Rh concentrado (65%, m/m) e H202 30% [123]
Ale (dark); Sem Zn, Ag, Cd, Rb, Cs, Pb, Th and U (m/m)
alcool
Lager (pilsen Degaseificacéo seguida de filtracdo em (11 Al (0,003); As (0,0004); Ba (0,0009); Cd
gdarE)' : Al, As, Ba, Cd, Ni, Zn, Mn e Pb = membrana de 0,45 um e diluicéo de 20 (0,0011); Cu (0,0013); Cr (0,012); Ni e Zn [124]
' vezes em HNOs concentrado (0,003) Mn e Pb (0,004)
L (pilsen) V. Cr. Co. Ni. As. Se. Mo. Cd. | Degaseificacdo seguida da digestdo em
ager (pilsen); , Cr, Co, Ni, As, Se, Mo, Cd, In, __ :
Ale(weissbier: Sb. Cs. Pb. Bi e U bloco digestor com HNOs concentrado [125]

(65%, m/m) e H202 30% (m/m)

pg LY Png L -- ndo informado.
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(concluséo)

Técnica Tipo de Analitos Padrao Preparo da amostra Limites de deteccéo Referéncia
cerveja Interno
Lager (pilsen): Degaseificacdo seguida da digestdo acida
gle (sl?tout) ’ As, Cd, Pb - em bloco digestor com HNO3 concentrado [ As (5,1); Cd (2,5); Pb (8,6) [126]
(65%, m/m) e H202 30% (m/m)
ICP-MS o
A:;e(”;grl:b?gle Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Degaseificacdo seguida da diluicdo em
’ .. Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Sc,Rhelr [127]
stout, porter); Sr U Ve zn HNOs 1% (v/v)
Lager ( t
Lager (Pilsen, e . S . . . .
. . __ Degaseificacdo seguida de digestdo acida [11Ca (7,0); Fe (10,0); K (2,0); Mg (7,0);
(\?VZ:'S‘gbé'r‘i Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, Nie Zn em bloco digestor Mn (1,0); Na (2,0); Ni (1,0); Zn (15,0) [118]
Filtracdo em papel de filtro com didametro 1 . . . .
MIP OES  Lager (Pilsen) Al Co, Cr, Cu, Mn, Ni e Zn Y de poros 0,45 um seguida da diluigio em 4 Al (20) is%c))-(ril?%zfoirz(ﬂ)éo%g (10); Mn [119]
vezes com solugdo de HNOs 1% (v/v). ’ '
. S x [ Al (4,60); Ba (4,20); Co (1,12); Cr
Lager (Pilsen, . Diluicdo em solugdo de HNO3 1,0 mol L I sl 2 it g S
Dark e Pl 2, €18, €I BV, F, AT N, S0, Be, Gae In na proporc¢do de 1:4 (amostra: solugdo (0’25)’_ o (0’80)_’ i (3’03)_’ Mn (0’23_)’ A [8]
Zn, Ca, Mg, Nae K L (1,17); Sr (0,46); Zn (3,80); Ca (300); Mg
artesanal) acida)

(10,0); Na (620); K(260)

Wpg LY B ng L -- ndo informado.
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Conforme os dados expostos na Tabela 1.2, é possivel destacar que ainda existem poucas
publicacdes empregando MIP OES para a determinagdo de espécies inorganicas em amostras
de cervejas. Por outro lado, observa-se maior niumero de publicagdes utilizando ICP OES e
ICP-MS para esse tipo de amostra, técnicas mais antigas e bem estabelecidas. E notavel também
que a maioria dos trabalhos publicados emprega a digestdo &cida como principal forma de
preparo das amostras de cervejas, j& que se trata de uma matriz com uma alta carga de
compostos organicos, que podem comprometer a introducdo da amostra no sistema, bem como
o transporte até o plasma e gerar resultados equivocados.

E importante atentar-se que, para a determinacdo de elementos facilmente ionizéaveis,
como Ca, Mg, Na e K, condi¢cfes adequadas de diluicdo da amostra devem ser consideradas.
Amostras contendo altas concentracdes de sais dessas espécies podem comprometer o sistema
de introducdo de amostras, provocando o entupimento do nebulizador e o acimulo de sélidos
na tocha, assim como podem provocar a extingdo do plasma [128]. Em ICP-MS,
particularmente, altas concentracfes de macroelementos podem provocar a contaminacao das
lentes e a deposicdo de materiais sélidos nos orificios dos cones. A presenca Ca, Mg, Na e K
ainda pode ocasionar efeitos de matriz, e interferir nos sinais analiticos de outros elementos a
serem quantificados [104]. A variacdo nas concentracGes dessas espécies encontradas em
alguns trabalhos listados na Tabela 1.2 foram entre (mg L™): Na (8,4 - 129,6); K (245,6 - 636,0);
Mg (43,1 - 203,4); Ca (5,68 - 127,00). Estes valores mostram que a cerveja é uma excelente
fonte repositora desses eletrélitos essenciais ao bom funcionamento do organismo humano [19,
118].

Apesar de ser relatado a necessidade da diluicdo ou digestdo acida no preparo de amostras
de cervejas, na literatura foi encontrado trabalhos relatando a determinacdo direta de macro e
microelementos em cervejas por ICP OES [7, 121], empregando apenas a degaseificacdo em
banho ultrassdnico como preparo da amostra, visto que, a presenca de CO, também pode causar
interferéncias e extinguir o plasma [129]. Asfaw et al. ressaltaram a importancia da criteriosa
atencdo na escolha das linhas analiticas utilizadas para a determinagdo direta em amostras de
cervejas por ICP OES [121]. Os autores também destacaram que, a poténcia de radiofrequéncia
deve ser suficientemente alta para obter resultados precisos, e recomendaram a utilizacdo do
nebulizador tipo V-groove, indicado para solucfes que contém altos teores de sais dissolvidos.

O trabalho desenvolvido por Alexa et al. teve como principal objetivo verificar se os
microelementos investigados poderiam ser encontrados nas amostras de cervejas em
concentragOes que oferecessem riscos a saude de quem a consumisse de forma moderada [9].

Vinte e quatro amostras de diferentes tipos de cervejas produzidas em cinco paises foram
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analisadas por ICP-MS. Todas as amostras apresentaram concentragoes de Cd e Fe menores
que os limites de deteccdo estabelecidos para o método. Poucas amostras permitiram a detecgao
e quantificacdo de Al. O Mn foi o elemento que apresentou maiores concentracdes, seguido por
Sr, Al, Co, Se e Cr. Os resultados da pesquisa também mostraram diferencas significativas na
determinacdo do mesmo elemento entre os tipos de cervejas em alguns paises, 0 que é
justificavel, pois a maioria dos metais presentes na cerveja provem da matéria-prima com
diferentes formas de procedéncia, cultivo e estocagem [5, 19]. Além da influéncia da matéria-
prima, a agua utilizada em todas as etapas da fabricacdo exerce grande influéncia na presenca
desses microelementos no produto. Os resultados obtidos pelo trabalho possibilitaram concluir
que o consumo de cerveja, com moderacdo, ndo oferece nenhum efeito adverso a satde, com
relacdo a toxidade dos microelementos analisados, pois nenhum deles foi encontrado em
concentracdes que comprometessem a saude do consumidor [9].

O trabalho de Rodrigo et al. teve como objetivo estudar a composi¢do mineral de 125
amostras de cervejas, de diferentes estilos fabricadas em diferentes paises, por ICP-MS [127].
Nesse estudo, maiores concentra¢es dos macroelementos Ca, K e Mg foram observadas nas
cervejas do estilo India pale ale (IPA, tipo ale), enquanto as cervejas do tipo lager apresentaram
as menores concentracfes desses minerais. Os autores pontuaram os diferentes tipos de
leveduras utilizadas na fabricacao desses tipos de cervejas como uma provavel explicagdo para
essa diferenca. As cervejas lambic, que séo fermentadas naturalmente sem a adi¢ao de leveduras
e geralmente envelhecidas em barris de carvalho, apresentaram os maiores niveis de Al, Cd,
Co, Cr, Fe, Mn, Ni. Cervejas mais robustas como a porter e a stout, que sdo cervejas escuras,
apresentaram maiores concentra¢fes de Zn, Sr e Mo. Em comparacdo as cervejas fabricadas
em diferentes paises, ndo houve diferencas entre as cervejas do mesmo estilo. Assim, os autores
concluiram que o estilo da cerveja teve maior relevancia na composicdo mineral do que a
origem ou o tipo de recipientes que estavam armazenadas, 0 que pode ser explicado pelos
diferentes processos de fermentacdo, visto que, a depender do tipo, algumas leveduras
consomem as espécies minerais presentes no mosto durante a fermentacéo.

A anélise de cervejas por ICP-MS também foi investigada por Voica et al., que
encontraram os seguintes resultados em termos de concentragdes, em mg L™: Al (0,064 -2,617);
Ba (0,0052 - 0,0757); As (0,0006 - 0,0087); Cd (<LQ - 0,0004); Pb (0,0004 - 0,0126); Zn (<LQ
- 0,7042); Mn (0,004 - 0,231); Cr (0,020 - 0,441); Ni (<LQ - 0,187); Cu (0,026 - 0,073); Fe
(0,212 - 4,216) [124]. O estudo mostrou que todas as concentra¢gdes dos metais determinados

estavam dentro de limites seguros a saude.
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Passaghe et al. analisaram diferentes tipos de cervejas por ICP-MS para determinacao de
Cr, Cd, Ni, Pb, Zn, Cu, Fe e As [57]. Os pesquisadores também concluiram que as cervejas
analisadas nao representavam nenhum risco real a saude dos consumidores, ja que esses metais
foram encontrados em baixas concentragdes (ordem de pg L™).

Apesar das informacOes sobre o teor total de metais em cervejas ser de extrema
importancia para a estimativa da absorcéo desses metais pelo organismo humano, deve-se levar
em conta que os efeitos ndo dependem apenas da concentracdo total do elemento, mas também
da forma como eles estdo presentes na amostra, considerando a biodisponibilidade (e também
a bioacessibilidade) para os seres humanos. A absor¢do dessas espécies pelo sistema gastrico
depende crucialmente da forma quimica em que encontram-se presentes [5].

Alguns autores relataram a especiacao de espécies como Fe [101, 130], Cu e Mn [101],
As [103], Cr [102] e Se [131] em amostras de cervejas empregando técnicas de absor¢do
atbmica e espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS) [94, 101-103, 130, 132] e as técnicas
de plasma [131]. Nesses trabalhos, foram destacados a importancia de tais estudos para
determinar a forma como essas espécies estdo presentes e como podem implicar na qualidade
da cerveja bem como na saude do consumidor, uma vez que, a toxidade dos elementos pode ser
diferente, conforme a disponibilidade de suas espécies.

A cerveja contém varias classes de compostos organicos, como os polifendis, proteinas,
aminoacidos, dentre outros, que possuem alta capacidade de ligar-se aos metais através dos
atomos doadores N, O e S. Dessa forma, o equilibrio existente entre ions metalicos
complexados e ndo-complexados também sdo responsaveis pela qualidade da bebida, bem

como, pelas suas propriedades nutricionais [5, 19, 37].
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CAPITULO

2

DETERMINACAO SEQUENCIAL E SIMULTANEA DE CLORO,
FERRO E SILICIO EM AMOSTRAS DE CERVEJAS POR
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA E MOLECULAR DE
ALTA RESOLUGCAO COM FONTE CONTINUA E FORNO DE
GRAFITE
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2.1 INTRODUCAO

A cerveja é uma bebida alcodlica popularmente conhecida e comercializada na maioria
dos paises do mundo. Comparada com outras bebidas alcodlicas, como as bebidas destiladas, a
cerveja possui importancia do ponto de vista nutricional, pois contém diversos compostos
organicos em sua composi¢do, como vitaminas, carboidratos e antioxidantes, bem como as
espécies inorganicas [99, 133].

A presenca de espécies inorganicas em amostras de cervejas podem estar relacionadas a
procedéncia da matéria-prima, a adicdo de sais inorganicos (CaSOs, MgSQ4, ZnSOs, dentre
outros) que algumas cervejarias utilizam para controlar o pH, ajustar o sabor e aprimorar 0
desenvolvimento da fermentacdo, ou como resultado de contaminagdo durante as etapas de
fabricacdo e estocagem da bebida [19, 99]. Dessa forma, € necessario o desenvolvimento de
métodos analiticos para monitorar essas especies.

O cloreto esté entre os ions presentes na cerveja e possui relacao direta com o sabor da
bebida. O ferro catalisa uma série de reacdes na etapa de fermentacdo e influencia em
propriedades como estabilidade de sabor, formacao de névoa, qualidade de espuma e coloracao,
uma cerveja com alto teor de ferro pode apresentar gosto metalico [48, 99, 134].

A determinacéo de silicio em cervejas também é relevante porque o silicio esta ligado a
fungBes bioldgicas no metabolismo, e torna-se fundamental a sua ingestdo através dos
alimentos, sendo os cereais, apontados como principais fontes de silicio biodisponiveis. Dessa
forma, a cerveja é também apontada como fonte repositora de silicio ao organismo humano [52,
56].

A determinacdo de ferro e silicio em cervejas é comumente realizada por técnicas
instrumentais como GF AAS [101, 135], F AAS [11, 130], ICP OES [7, 136] e ICP-MS [9,
124]. Entretanto, geralmente, essas técnicas ndo sdo usadas para a determinacdo direta de ndo
metais, como o cloreto. A determinacdo destas espécies na forma atdmica é desafiadora porque
elas possuem altos potenciais de ionizagcdo, e as principais linhas de ressonancia em
comprimentos de onda abaixo de 190 nm, regido UV de vacuo ndo alcancada pelos maioria dos
equipamentos dpticos disponiveis [71, 72, 137]. Assim, a maioria dos estudos relatados na
literatura para a determinagéo de cloreto em amostras de cervejas séo reportados empregando
a cromatografia de ions (IC) [138, 139], eletroforese capilar [140, 141] ou técnicas analiticas
classicas como a condutimetria, coulometria e titulagdes potenciométricas [142-144].

A espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolugdo com fonte continua abriu
caminho para a determinagdo indireta de espécies ndo-metalicas através da formacdo e

determinacdo de moléculas diatbmicas que séo estaveis em atomizadores de chama e forno de
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grafite [145]. Neste caso, a técnica é denominada de espectrometria de absor¢do molecular de
fonte continua com alta resolucédo (HR-CS MAS).

Tendo em vista que, os elétrons de uma molécula, ao realizarem uma transicéo eletronica,
podem ocupar também diferentes niveis vibracionais e rotacionais, o espectro observado na
HR-CS MAS ¢é resultante de contribui¢des vibracionais (com linhas continuas) e contribuicdes
rotacionais (picos estreitos e agudos). A visualizagdo dessas estruturas é possivel gracas ao
monocromador duplo e ao detector CCD, que néo estdo disponiveis nos instrumentos de AAS
convencional (LS AAS) [71, 92].

A determinacdo de Cl baseada na formac&o de diferentes moléculas na fase gasosa foi
explorada em diferentes estudos. Tinas & Akman reportaram a determinacéo de Cl via molécula
diatbmica de GaCl (em 249,060 nm) com temperaturas de pirdlise e vaporizacao otimizadas de
500 e 1100 °C, respectivamente [146]. Pode-se considerar que os autores utilizaram uma
temperatura de vaporizacdo relativamente baixa, quando comparada aquela usada para a
vaporizacdo do MgCl, em 2500 °C, reportada por Medeiros et al. [147]. Em outros trabalhos,
foram relatados a determinacéo de Cl via moléculas de AICI [148, 149], SrCl [150, 151], CaCl
[152, 153], e InCI [12, 154].

Outra vantagem apresentada nas medidas realizadas por HR-CS AAS € que, além da
absorcdo do analito, é possivel observar também os elementos que absorvem radiacdo dentro
da faixa espectral coberta pelo detector. Este recurso tem possibilitado a exploragédo de
estratégias para evitar e/ou corrigir interferéncias espectrais. E possivel realizar determinacdes
empregando linhas de absorcdo secundarias a fim de contornar problemas relacionados a
sobreposicdo de linhas [13, 73].

O uso de linhas secundérias nas determinacdes por HR-CS AAS permite explorar a
estratégia de determinacdo simultanea de diferentes analitos que possuem linhas de absorcéo
na mesma janela espectral. Esta possibilidade confere a técnica um carater multielementar,
permite um aumento na frequéncia analitica do método e um menor consumo de tubos de
grafite, uma vez que, um Unico programa de temperatura pode permitir a determinacao
simultanea de dois ou mais elementos [74]. No entanto, para possibilitar o uso de um Unico
programa de aquecimento, é necessario que os analitos apresentem comportamento térmico
semelhantes [13, 14, 72].

Boschetti et al. [155] realizaram a determinacdo simultanea de Mo (313,259 nm) e Ni
(313,410 nm) em amostras de vinhos e de corretivos de solos utilizando a espectrometria de
absorcdo atbmica de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS). O

modificador quimico NH4H2PO4 foi usado para a eliminacdo de uma interferéncia espectral



50

observada nas analises. Os autores relataram uma interferéncia espectral do Fe em 313,411 nm
sobre o sinal analitico do Ni (313,410 nm). Para corrigir essa interferéncia, as amostras e 0
material de referéncia certificado (CRM) foram analisados também na linha alternativa do Fe
(312,565 nm), que possui sensibilidade semelhant mg L e aquela que estava causando a
interferéncia com o Ni. Assim, o sinal do Fe foi subtraido no comprimento de onda de 311,411
nm, obtendo-se apenas o sinal analitico do Ni.

Ozbek avaliou a determinacdo simultanea de quatro elementos por HR-CS GF AAS.
Cobalto (344,364 nm), ferro (344,388 nm), niquel (344,626 nm) e potassio (344,641 nm) foram
determinados em amostras de &guas [156]. Em outros trabalhos, foi possivel a determinacgéo
simultanea empregando HR-CS AAS para a quantificacdo de Ba, Co, Fe e Ni em nozes [157],
Fe e Zn em sangue [158], Cd, Fe e Sn em alimentos enlatados [159], Co, Fe, Ni e Pb em
nanotubos de carbono [160], Cd e Fe em flocos de cereais [161], Ni e V em petrdleo [162], Mo
e Tiem fluidos biol6gicos [163], Co, Al e Fe em aguas residuais [164], e Co, Fe e Ni em cimento
asfaltico de petroleo [165].

A técnica de HR-CS GF AAS ainda possibilita explorar a estratégia de determinacéo
sequencial. Neste caso, 0s analitos possuem diferentes volatilidades e utiliza-se uma
temperatura de atomizacdo para cada elemento. A determinacéo é feita com uma Unica aliquota
da amostra, onde primeiro, o elemento mais voltil é determinado (com uma menor temperatura
de atomizacdo), e em seguida, uma rapida mudanca na linha de absorcao permite uma segunda
atomizacdo para a espécie quimica mais refrataria [13, 72].

Aleluia et al. propuseram a determinacao sequencial de Cd (em 228,802 nm) e Pb (em
217,001 nm) em amostras de formulagdes farmacéuticas organicas por HR-CS GF AAS [166].
O programa de temperatura foi estabelecido utilizando a temperatura de pirélise de 800 °C para
os dois analitos. Cadmio foi atomizado primeiro em 1400 °C e, em seguida, a temperatura foi
aumentada para 2200 °C para a atomizacdo do Pb. Em outros trabalhos, foram relatadas a
determinacédo sequencial de Cd e Cr em biomassa [167] e erva-mate [168], e de Cd e Cu em
leite em pé e formula infantil [169].

Dessa forma, o trabalho apresentado a seguir, teve como objetivo desenvolver um
método analitico para a determinacdo de Cl (via molécula de InCl), Si e Fe em amostras de
cervejas por espectrometria de absorcdo atdmica e molecular de alta resolu¢cdo com fonte
continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS/MAS), explorando as estratégias de determinagéo

simultanea e sequencial.
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2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método analitico para a determinacdo de Cl (via molécula de InCl), Si,
e Fe em amostras de cervejas por espectrometria de absorcdo atdbmica e molecular de alta
resolucdo com fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS/MAS), explorando as

estratégias de determinacdo sequencial e simultanea.

2.2.2 Objetivos especificos

- Estudar as condicGes de formacao da molécula InCl;

- Otimizar o programa de temperatura do forno de grafite por curvas de pirdlise e
vaporizacao/atomizacdo para amostras de cervejas;

- Obter as caracteristicas analiticas do método desenvolvido (limite de detec¢do e quantificacao;
precisdo e exatiddo) e valida-lo;

- Aplicar o método desenvolvido em amostras de cervejas.

2.3 EXPERIMENTAL

2.3.1 Instrumentacéo

As medidas de absorcdo atdmica e molecular foram realizadas com um espectrometro
de alta resolucdo com fonte continua Modelo ContrAA 700 da Analytik Jena AG (Jena,
Alemanha), equipado com uma lampada de xendnio de arco curto XBO 301 com uma poténcia
nominal de 300 W, operando em modo hot-spot. Tubos de grafite revestidos piroliticamente
com plataforma integrada fornecidos pelo mesmo fabricante foram utilizados para as
determinacg6es. O gés de purga utilizado foi o argdnio (White Martins, Brasil) com 99,998% de
pureza em uma vazdo de 2,0 L min em todas as etapas, exceto durante a vaporizagio da
molécula InCl e na atomizacdo simultanea de Fe e Si, etapas em que o fluxo foi interrompido.
Para a determinacdo de Cl via molécula de InCl, as medidas foram realizadas em 267,2181 nm.
Linhas de absor¢do secundarias em 252,7435 e 252,8508 nm foram usadas para as medidas de
Fe e Si, respectivamente. Os sinais analiticos foram medidos como valores de absorvancia
integrada, Aint (area do pico), obtidos usando a area de pico do pixel central: cinco pixels foram
usados para a determinacgéo de InCl e trés pixels para Fe e Si. O programa de temperatura do

forno de grafite otimizado usado para todas as determinagdes é apresentado na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 Programa de temperatura para a determinacédo de Cl (via InCl), Fe e Si em amostras

de cervejas por HR-CS-GF AAS/MAS.

Etapa Temperatura, Rampa, Tempo, Vazao do gas,
°C °Cst s L min'

Secagem 1 90 6 25 2
Secagem 2 120 5 10 2
Pirdlise ® 600 100 20 2
Vaporizacao ? 1700 1400 5 0
Aquecimento e mudanga do comprimento de onda

Pirolise P 1000 300 8 2
Atomizacéo ® 2600 FP 6 0
Limpeza 2700 500 5 2

3Cl via InCl; " Fe e Si; "etapa de pirdlise requerida pelo programa do equipamento. FP: full power.

As amostras de cervejas foram degaseificadas em banho ultrassénico (Ultrasonic

Cleaner, Cristofoli, China).

Um sistema de radiacdo UV (Figura 2.1) foi usado para decomposi¢do das amostras. O

sistema era composto por uma lampada de 15 W coberta por um tubo de PTFE de 30 cm (3,5

m de didametro e 0,8 mm de didmetro), instalado em uma caixa de madeira com 50 cm de

comprimento, 29 cm de altura e largura de 29 cm, com interior pintado de preto [170].

Figura 2.1 Sistema de radiacdo UV utilizado para decomposic¢ao das amostras de cervejas.

Caixa de madeira

Bomba peristaltica
- Tubo de PTFE

,’<—u

Fonte de radiacao UV

Amostra de cerveja+
H,0, 30% (m/m)

Adaptado de [170].
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Como método comparativo para a determinagdo de Si e Fe, as amostras de cervejas
foram submetidas a digestdo acida em forno de micro-ondas (modelo Ethos EZ, Milestone,
Sorisole, Italia), equipado com um rotor com capacidade para dez frascos TFM® (PTFE
modificado). Apos digestdo, as determinacGes foram feitas por ICP OES (modelo 720 series,
Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). O equipamento foi operado em condi¢Ges conforme
recomendado pelo fabricante, com uma poténcia de 1,10 kW, vazdo do fluxo de gés de 15 L
min, vazdo do gas auxiliar de 1,5 L min™, e vazdo do gas de nebulizacdo de 0,75 L min?,
usando um nebulizador do tipo V-Groove e cdmara de nebulizacdo do tipo Sturman-Master. As
determinagGes foram feitas em 259,940 nm para Fe e em 251,611 nm para Si.

Como procedimento comparativo para a determinacdo de Cl, as amostras de cervejas
foram degaseificadas, filtradas e diluidas em agua ultrapura na propor¢do de 1:10, e foram
analisadas por um cromatografo de ions (IC, modelo 930 Compact IC Flex, Metrohm, Suica)
equipado com um auto-amostrador compacto (modelo 863) com 36 posi¢cGes, uma bomba
(modelo 882, Compact IC plus 1), e um detector condutimétrico (modelo 945, Professional
Detector Vario). As determinacdes foram feitas usando uma coluna Metrosep A Supp 5 (modelo
Metrosep A Supp 5, 150/4.0), com uma solugdo de Na;CO3 3,2 mmol Lt e NaHCO3 1,0 mmol
L utilizada como fase mdvel em uma taxa de fluxo de 0,7 mL mint. Uma coluna supressora
(modelo MSM, Metrohm), usada para reduzir a condutividade da fase mdével, foi regenerada
periodicamente com agua e uma solugdo de H2SO4 50,0 mmol L™,

2.3.2 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes usados foram de pureza de grau analitico. Agua ultrapura foi obtida
usando um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA). Todo o material de vidro foi
descontaminado com solucdo de HNO3 a 10% (v/v) por pelo menos 12 h. Apos esse periodo, 0
material foi lavado com &gua deionizada e seco em ambiente livre de poeira.

Solugdes padrdo de Fe e Si 1000 mg L (SpecSol, Brazil) foram usadas para preparar
solugbes padrdo de referéncia (diluidas em HNO3 1,0 mol L) para as curvas de calibragio e
experimentos de adi¢do e recuperacdo. Uma solugdo padrdo de CI 1000 mg L™ foi preparada
pela dissolucéo de cloreto de sédio (Merck, Darmstadt, Alemanha) em uma solucdo de HNO3
1,0 mol L1, Essa solugéo foi diluida para preparar uma solucéo de CI- 10 mg L.

Uma solucéo estoque de In 30 g L™ foi preparada a partir da dissolugdo de nitrato de
indio (I11) hexahidratado (St. Louis, MO, EUA) em agua. O modificador quimico foi preparado
pela mistura de uma solugdo de Pd(NOs)2 10 g L™ e uma solugdo de Mg(NO3)22,5 g L%, seguida

pela diluicdo em &gua para uma concentracédo final de Pd 0,2% (v/v) e Mg 0,05% (v/v).
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Para estudo da influéncia de diferentes soluc6es de cloreto na formacéo da molécula de
InCl, foram preparadas solugdes estoques de cloreto de amonio (Merck, Darmstadt, Alemanha),
cloreto de potassio (Merck, Darmstadt, Alemanha), cloreto de sodio (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e cloreto de céalcio (Merck, Darmstadt, Alemanha) 1000 mg L.

Para estudo de interferentes, uma solugdo estoque de fluoreto 100 mg L foi preparada
pela dissolugdo de fluoreto de sodio (St. Louis, MO, EUA) em &gua.

Acido nitrico (65%, v/v) (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi usado para a digestio em
micro-ondas e no preparo das solucdes das amostras e dilui¢do das solucbes padréo. Peroxido
de hidrogénio (30%, m/m) (Merck, Darmstadt, Alemanha) também foi usado na digestdo das
amostras e na decomposi¢do das amostras por radiagcdo UV.

Curvas de calibracéo foram preparadas na faixa de concentragdo de 0,010 -3,00 mg L™
para Fe; 0,10 - 10,0 mg L™ para Si; e 0,50 - 50,0 mg L™ para CI. O procedimento proposto foi
aplicado para a analise de dez amostras de cervejas, adquiridas em supermercados da cidade de
Salvador, Bahia, Brasil.

2.3.3 Pré-tratamento das amostras por radiacdo UV

Inicialmente, as amostras foram submetidas a banho ultrassénico por 30 min para
degaseificacdo. Em seguida, 5,0 mL de cerveja e 2,0 mL de H202 30% (m/m) foram colocados
em um sistema em linha fechado usando radiacdo UV. Uma bomba peristaltica foi empregada
para impulsionar a solugdo da amostra sobre o tubo de PTFE a uma taxa de fluxo de 2 mL min
! por 20 min, conforme proposto por Felix et al. [171].

Ao final da exposicéo a radiacao, foi observada variacdo de temperatura de 24 a 30 °C.
Posteriormente, a amostra foi coletada e o volume ajustado para 50,0 mL com solucdo de HNO3
1,0 mol L. Todas as amostras foram preparadas em triplicata. As solucdes de branco foram
obtidas pelo mesmo procedimento usado para as amostras.

2.3.4 Digestao das amostras assistida por micro-ondas

Para o procedimento de digestdo, 5,00 mL de cada amostra de cerveja degaseificada
foram colocados em frascos TFM® (PTFE modificado) e digeridos com 2,0 mL de HNOs3
concentrado e 2,0 mL de H20. (30%, m/m). O programa de aquecimento foi realizado em trés
etapas: 1) 5 min de rampa para atingir 180 °C, I1) 10 min mantendo a temperatura a 180 °C, e
I11) 20 min de ventilagdo. Apds o resfriamento, as amostras foram transferidas para tubos de

polietileno e o volume foi ajustado para 15,0 mL com agua deionizada. A digestdo de todas as
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amostras foi realizada em triplicata e as solu¢Ges dos brancos analiticos também foram obtidas
da mesma maneira. Esse procedimento digestdo foi baseado em trabalho prévio [10].

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Investigacdo da formacéo da molécula de InCl

A formacao de uma molécula no estado gasoso depende, principalmente, de sua energia
de dissociacdo. Quanto maior a energia de dissociagdo, mais termicamente estavel serd a
molécula [172]. O cloreto de indio possui energia de dissociagdo de (439 + 8) kJ mol™ [173].
Este valor de energia de dissociacao € relativamente alto, indicando que a molécula de InCl
formada na fase gasosa é estavel [174] e permite a determinacdo de Cl por HR-CS GF MAS,
como jé relatado na literatura [12, 154, 175].

A maior banda de absorcéo da molécula InCl, localizada na regido UV entre 267 e 268
nm, é resultado da transicdo de banda vibracional 0-0 na transicdo eletronica X'* — CI
[176]. A formacdo eficiente de moléculas de InCl é altamente dependente da quantidade de In,
que deve estar em excesso com relacdo ao Cl, para garantir uma reacdo quantitativa e alcancar
a maior sensibilidade nas medidas [172].

Dessa forma, a influéncia da quantidade de In no sinal analitico para determinacdo do
Cl via formacao de InCl foi investigada em uma solugdo aquosa de NaCl contendo 0,10 pg de
Cl (um volume de 10 pL de uma solucéo de concentragdo de 10 mg L) e em uma amostra de
cerveja (dopada com 0,10 pg CI°). Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 2.2.
Figura 2.2 Avaliacdo da massa de In sobre a intensidade do sinal de absorcdo molecular do

InCl na presenca de 0,10 ug de Cl em uma solucdo aquosa de NaCl (@) e em uma amostra de
cerveja dopada com 0,10 ug de C1 (A).
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 2.2, € possivel observar que 0s
resultados obtidos foram semelhantes nas duas situa¢des, onde a absorvancia integrada méxima
foi obtida na presenga de 15 pg de In, permanecendo praticamente constante acima desse valor.
O excesso de In é importante para garantir a conversdo de ClI- em InCl. Nesses tipos de
determinacdes, o0 halogénio tende a ser totalmente convertido na molécula de interesse quando
esta na presencga de um excesso do metal em que seré ligado, aumentando assim a sensibilidade
analitica [172].

As energias de dissociacdo de moléculas, como AICI, MgCl, CaCl e SrCl, que podem
ser formadas e causar interferéncia quimica na analise de InCl, possuem valores de 502, 312,
409 e 406 kJ mol™?, respectivamente [146]. Essas energias sio menores do que aquela relatada
para o InCl (439 + 8 kJ mol™), com excecdo do AICI. Dessa forma, a presenca de Al poderia
ser um interferente para a formacdo da molécula InCl, competindo com o In para a formacao
de AICI. No entanto, esta espécie metalica estd presente nas amostras de cervejas em
quantidades muito mais baixas do que a quantidade de In usada no procedimento para a
formacéo da molécula InCl e ndo seria um agente competidor para a formacao de AICI.

O efeito da competicdo entre ClI" e F* na formacdo de InCl e InF, respectivamente,
também deve ser considerado, uma vez que a energia de dissociacdo do InF (506 + 14,6) kJ
mol ™ é maior que a do InCl (439 + 8 k] mol™?), e a presenca de F~ poderia diminuir a quantidade
de In disponivel para a formacéo de moléculas de InCl [172].

Para verificar essa possivel interferéncia, foram realizados testes na presenca de fluoreto
de sédio em concentragBes crescentes entre 0,10 e 10,0 mg L. Foi observado que o fltor
reduziu a sensibilidade para a determinacdo de InCl quando presente em concentragdes
superiores a 5 mg L. Dessa forma, esta interferéncia também n&o afetou a sensibilidade do
método proposto, uma vez que a concentracdo de F~ em amostras de cerveja esta muito abaixo
de 5 mg L. As concentrages tipicas de fluoreto em cervejas variam entre 0,08 € 0,71 mg L
[6].

O perfil e a intensidade do sinal analitico obtido para a molécula de InCl formada a
partir de diferentes sais de cloretos, como NaCl, KCI, CaCl, e NH4Cl também foram avaliados.
Conforme observado na Figura 2.3, ndo houve diferencas significativas entre os valores de
absorvéancia integrada obtidos para as moléculas de InCl formadas a partir dos diferentes sais.
Assim, optou-se pela solucdo de NaCl para otimizar as condic¢des analiticas do método.
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Figura 2.3 Avaliagdo da influéncia de diferentes solugdes de cloreto (contendo 0,10 pg de Cl)
na formacéo da molécula de InCl.
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2.4.2 Otimizacdo do programa de temperatura

A temperatura de pirélise (Tpir) € a temperatura de vaporizagdo (Tvap) para a molécula
InCI, bem com a temperatura de atomizacdo simultanea (Tam) para Si e Fe foram investigadas
em duas condicdes, sem modificador quimico (Figura 2.3) e na presenca do modificador Pd/Mg
(Figura 2.4). Esta avaliacdo foi realizada usando uma amostra de cerveja dopada com 10,0 mg
LYdeCl, 1,0mgL *deSie0,10 mg L de Fe.

Figura 2.4 (a) Curvas de pirdlise e (b) vaporizagao para Cl (0), avaliando possiveis perdas de
Si (A) e de Fe (0); (¢) curvas de atomizagdo para Si (A) e Fe (0), para os experimentos realizados
sem modificador.
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Figura 2.5 (a) Curvas de pir6lise ¢ (b) vaporizagdo para Cl (m), avaliando possiveis perdas de
Si (A) e de Fe (®); (c) curvas de atomizacdo para Si (A) e Fe (@), para os experimentos

realizados na presenca do modificador Pd/Mg.
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Nas Figuras 2.4 e 2.5 (a) e (b) é possivel observar que ndo houve perdas de Si e Fe
durante as etapas de pir6lise e vaporizacdo do InCl. Nota-se, ainda, que um aumento na
sensibilidade do sinal, para Cl e Si, foi obtido quando os estudos foram realizados na presenca
do modificador quimico Pd/Mg (Figura 2.5), comparado com os resultados obtidos sem 0 uso
do modificador (Figura 2.4). Melhor simetria dos picos analiticos também foi observada nos
estudos realizados na presenga do modificador. Resultados semelhantes foram obtidos nos
testes realizados em solucBes aquosas contendo os analitos na mesma concentragdo em que
foram dopados na cerveja. Diante desses resultados, todos os experimentos subsequentes foram
realizados com uma amostra de cerveja dopada com os analitos na presenca de Pd/Mg como
modificador.

O uso de Pd/Mg como modificador quimico foi relatado anteriormente para
determinacéo de Cl via molécula InCl em amostras de agua usando HR-CS GF MAS [175]. O
uso do modificador pode reduzir a volatilizacdo do CI durante as etapas de secagem e pirolise,
aumentando a sensibilidade. Provavelmente, 0 Mg atua na eliminagdo da matriz, enquanto Pd
forma ligacdes com CI (PdxCly), impedindo a volatilizacdo dessas espécies [172, 177].

O uso de modificadores quimicos é recomendado para a determinacdo de Si, porque
moléculas (SiCa, SiO) e carbonetos refratarios (SiC) podem ser formados no forno de grafite
durante as etapas de aquecimento, o que pode afetar a precisdo dos resultados, com a formacéo
de picos duplos e pouca repetibilidade [178, 179]. Metais de transi¢cdo, como Pd, quando usados
como modificadores quimicos reagem com o Si e formam silicidas (MxSiy) que sdo estaveis
sob as condicGes do forno de grafite, diminuindo a interacdo entre Si e O [180]. No caso da

determinacédo de Fe pelo HR-CS GF AAS, nenhuma diferenca na sensibilidade foi observada
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para a analise na presenca ou auséncia do modificador, como relatado em trabalhos prévios
[181, 182].

Na Figura 2.5 (a), estdo expostos os resultados do estudo da Tpir para o InCl, que foi
estudada na faixa de 400 a 1000 °C, enquanto Tvsp para InCl foi fixado em 1800 °C, e a Tam
para Si e Fe foi fixado em 2600 °C. Os sinais de Aint para o InCl apresentaram valores mais
altos na temperatura de 600 °C. Dessa forma, esta temperatura foi fixada como 6tima para a
pirdlise de InCl. A Figura 2.5 (b) mostra a investigacéo da Tvap para InCl na faixa entre 1300 e
2200 °C, sendo a temperatura de 1700 °C apresentada como a mais favoravel a vaporizacao da
molécula, com valores mais altos de Aint € picos analiticos simétricos. Ainda na Figura 2.5 (b),
pode ser observado que os sinais analiticos para Si e Fe permaneceram constantes durante a
vaporizacdo do InCl, indicando que ndo houve perda desses analitos durante esta etapa.

Apos estabelecer as Tpir € Tvap para InCl, os valores de Taom para determinacéo
simultanea de Si e Fe foram avaliados conforme ilustrado na Figura 2.5 (c). O comportamento
térmico de Si e Fe foi monitorado simultaneamente na faixa de temperatura entre 2200 e 2650
°C. Embora o valor de Aint para o Si continue a aumentar com 0 aumento da temperatura,
conforme Figura 2.5 c, a Tatwm foi fixada em 2600 °C, tendo em vista que picos simétricos foram
obtidos para 0 Si nesta temperatura, e que este analito encontra-se de forma abundante nas
amostras de cerveja. Uma temperatura de atomizagdo mais alta reduziria a sensibilidade para
determinacéo de Fe e diminuiria a vida atil do forno de grafite.

Uma vez que a aliquota da amostra injetada no forno ja havia sido evaporada, a
otimizacdo de uma segunda Tpir N30 era necessaria. A temperatura de pirolise para a
determinacdo simultanea de Si e Fe, descrita na Tabela 2.1, é uma etapa obrigatoria devido a
configuragdo do programa do instrumento. Na prética, o resfriamento do forno de grafite ndo
ocorre. Apds a vaporizacdo do InCl (a 1700 °C), a faixa espectral muda rapidamente para a
regido que compreende as linhas analiticas de Fe e Si e a temperatura aumenta para 2600 °C
para garantir a atomizacgéo desses analitos. Dessa forma, o tempo total da medida por injecao
para a determinacdo desses trés elementos é de cerca de 2 -3 min, o que é claramente menor
que o tempo necessario para a determinagdo desses trés analitos separadamente (7-10 min).

Na Figura 2.6, € mostrado o espectro tridimensional de absorvancia em funcédo de tempo
e de comprimento de onda obtido nas proximidades da linha de absor¢do molecular de InCl a
267,2181 nm (Figura 2.6 a), e os espectros de absorvancia para Fe e Si dento da mesma janela

espectral em 252,7435 nm e 252,8508 nm, respectivamente (Figura 2.6 b).



60

Figura 2.6 a) Espectro de absor¢do da molécula diatdmica InCl (absorvancia de 0,10 pg de Cl1
e 15 ng de In); b) espectro de absor¢do de Fe e Si (1,0 ng e 10 ng, respectivamente) na presenca
de Pd/Mg como modificador quimico.
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2.4.3 Desempenho analitico e testes de recuperacao

As curvas de calibracdo foram obtidas com o uso de padres aquosos e por técnica da
adicdo padrdo em uma amostra de cerveja ap0s o pré-tratamento usando radia¢do UV e peroxido
de hidrogénio. Ao comparar as inclina¢cdes das curvas de calibracdo (Tabela 2.2), foi observado
que 0 método proposto pode ser conduzido usando calibragdo externa com padrbes aquosos, 0
que € visto como uma vantagem, visto que, a calibracdo externa aumenta a praticidade do
método.

Os limites de deteccdo (LD) e os limites de quantificacdo (LQ) foram calculados como
trés e dez vezes o desvio padrdo de dez medi¢Bes das solugdes dos brancos analiticos,
respectivamente, divididos pela inclinagdo da curva de calibragdo. A precisdo foi estabelecida
avaliando o desvio padréo relativo (%, RSD) de dez repeticdes de medidas realizadas em uma
amostra de cerveja e de um padrdo aquoso. Todos os valores de % RSD encontrados foram
inferiores a 2,0 % para os trés analitos nos dois casos. Os parametros analiticos do método
proposto estdo listados na Tabela 2.2.



61

Tabela 2.2 Pardmetros analiticos obtidos para a determinacéo de Cl (via InCl), Si, e Fe por HR-CS GF
AAS/MAS.

Analito Inclinacdo 12 Inclinagéo 2° LD* LQ* RSD, %
(n=10)
Cl 0,0397 £ 0,0045 0,0398 + 0,0043 0,05 0,17 1,46°
(R =0,9949) (R =0,9955) 1,55¢
Si 0,104 £ 0,002 0,108 + 0,008 0,08 0,26 1,80°
(R =0,9998) (R=0,9912) 1,95¢
Fe 0,9253 + 0,0062 0,9135 + 0,0086 2,0 6,7 1,57¢
(R =0,9992) (R =0,9927) 1,83¢

! Coeficiente angular das curvas de calibragio obtidas de padrSes em meio aquoso.  Coeficiente angular das curvas de
calibragdo obtidas pela adi¢io dos analitos em uma amostra de cerveja. RSD obtido da analise de uma amostra de cerveja. ¢
RSD obtido de uma solugdo aquosa com 1,0 mg L% de CI, 1,0 mg L de Si, e 0,10 mg L™ de Fe. LD: limite de detec¢do. LQ:
limite de quantificacdo. R: coeficiente de correlagdo. RSD: desvio padrio relativo. *LD e LQ em mg L™ para Cl e Sie em pg
L para Fe.

Testes de adicdo e recuperacdo foram realizados em trés amostras de cervejas com
quatro diferentes concentracdes dos analitos: 0,50; 5,0; 50,0 e 100,0 mg L™ para Cl; 0,10; 1,0;
10,0 e 25,0 mg L para Si; e 0,010; 0,050; 0,10 e 1,0 mg L™* para Fe. Os resultados desses testes
estdo descritos na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Resultados de recuperacdo (%) obtidos pelos testes de adicdo e recuperagdo para a
determinag&o de Cl, Si e Fe em amostras de cervejas por HR-CS GF AAS/MAS.

Analito Concentracgéo adicionada, Recuperacéo, %
mg L™ Amostral  Amostra2  Amostra 3
Cl 0,5 120 118 118
5,0 116 116 117
50,0 101 106 108
100,0 106 105 108
Si 0,10 96 95 94
1,0 106 102 104
10,0 94 104 102
25,0 102 102 98
Fe 0,01 85 87 87
0,05 108 98 93
0,10 105 102 97

1,00 95 92 94
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Os resultados para as recuperacfes dos analitos adicionados as amostras de cerveja
foram considerados satisfatorios, com valores entre 101 e 120% para Cl, 94 e 106% para Si e
85 e 108% para Fe.

2.4.4 Determinacao de Cl, Fe e Si em amostras de cervejas

Um sistema de digestdo usando radiacdo UV e peroxido de hidrogénio foi utilizado no
tratamento das amostras para as determinagdes por HR-CS GF AAS/MAS. Considerando que
este procedimento é uma boa alternativa para o pré-tratamento de matrizes ricas em compostos
organicos, com baixa risco de contaminacdo e manipulagdo minima da amostra, a associacdo
do HR-CS GF AAS/MAS com o pré-tratamento da amostra de radiacdo UV teve a intencdo de
permitir o desenvolvimento do método, de acordo com os principios da quimica verde, evitando
0 uso de &cidos concentrados e possibilitando a minimizacdo da geracdo de residuos. Testes
preliminares foram feitos usando diluicdo &cida como metodologia de preparo da amostra. No
entanto, foi observado um aumento na sensibilidade, principalmente com relacédo ao silicio,
quando a amostra foi tratada com HO: e exposta a radiagdo UV. Dessa forma, esse
procedimento foi utilizado na preparacédo de todas as amostras.

O método proposto foi aplicado para a determinacédo de Cl, Fe e Si em dez amostras de
cervejas do tipo lager, estilo pilsner. Os resultados obtidos para Si e Fe pelo método proposto
foram comparados com aqueles obtidos por ICP OES apds digestdo da amostra, enquanto 0s
resultados obtidos para Cl foram comparados com resultados obtidos por cromatografia i6nica
(Tabela 2.4). A comparacdo dos resultados para cada elemento foi feita através do Teste t
pareado com um nivel de confianca de 95%. N&o foram observadas diferencas significativas
entre os resultados obtidos por diferentes técnicas e diferentes preparo da amostra,
demonstrando boa exatiddo do método proposto para a determinacdo desses elementos em

amostras de cervejas.
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Tabela 2.4 Determinacao de Cl, Si e Fe em amostras de cervejas pelo método proposto (HR-CS GF
AAS/MAS) e pelos métodos comparativos (IC e ICP OES) (n = 3).

Cl,mg L* Si,mg L* Fe, ug L
Amostra L ir-cs IC HR-CS ICPOES  HR-CS ICPOES
GF MAS GF AAS GF AAS
Amostral ~ 267+2 2711 2142  19%1 @l+2x  22+1
Amostra2  266+3  270+1 2511 25+1 (20+3)  15+2
Amostra3  129+3  128+1 2+1  23%1 22+1)  23+1
Amostra4  131+2 1321 27£2  26+1 <20 13+1
Amostra5  277+1  276+1 37+2  35+1 (36+1)  37+2
Amostra6 ~ 150+2  158+1 2741  28+1 @3+1)  4l+1
Amostra7 ~ 237+2  235+1 30£2  29+1 33+1) 36+l
Amostra8  220+1  218+1 18+1  17+1 (56+1)  57+2
Amostra9  215+2  211+1 1541  14+1 @6+1)  47+1
Amostral0  106+1  104+1 18+1  18+1 73+1  70+3

HR-CS GF AAS/MAS: espectrometria de absorcdo atdbmica e molecular de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite;
IC: cromatografia ibnica; ICP OES: espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado. *Resultados em
parénteses estdo entre o limite de deteccéo e limites de quantificacdo, considerando a diluigdo da amostra.

Os dados da Tabela 2.4 mostram uma variagdo entre 106 e 277 mg L™! na concentragio
de Cl encontrada nas diferentes amostras de cervejas analisadas. Esses valores concordam com
os relatados na literatura, que indicaram valores entre 82,4 e 404,0 mg L™ [183]; 101 e 247 mg
L [141] ou uma concentracio média de 200 mg L™ [138] para a determinagdo de cloreto em
amostras de cervejas.

Para o Si, foram encontradas concentracdes entre 15 e 37 mg L™ nas amostras de
cervejas analisadas. Esses resultados também podem ser comparados com aqueles encontrados
em trabalhos anteriores, que relataram concentracfes de Si em amostras de cerveja entre 9 - 39
mg L [52], 15,8 e 58,8 mg kg™ [184] e entre 16,3 - 70,1 mg L [185].

O teor de silicio em cada tipo de cerveja depende principalmente da origem da cevada
usada na fabricag&o de cerveja. Altas quantidades de silicio sdo acumuladas na casca de cevada,
0 que faz com que o malte de cevada seja a principal fonte de silicio na cerveja [186]. No
entanto, o teor de silicio pode variar de acordo com o tipo e origem da cevada, bem como a
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quantidade de malte usado na fabricacdo de cerveja. O trigo e outros cereais, que Sao
adicionados como adjuntos cervejeiros, possuem menos silicio do que a cevada, portanto, a
cerveja com maior quantidade de adjuntos possui menor concentracdo de Si [55, 186].
Provavelmente, no presente estudo, as amostras que apresentaram menores teores de silicio,
possuem maior quantidade de adjuntos em sua composicéo.

A determinacdo do ferro por HR-CS GF AAS foi realizada utilizando uma linha
analitica secundaria para permitir a determinacdo simultdnea com o Si. Como consequéncia, a
sensibilidade do método proposto foi menor que a do método comparativo. As concentracdes
de ferro nas amostras analisadas variaram entre <20 pg L™ e 73 pg L. Esses valores sdo
comparaveis aqueles relatados em trabalhos anteriores, que estavam entre 2,1 e 73,3 pug L[57];
<10,1 - 86,0 pg L [12] ou em uma concentragdo média de 58 pg L [101].

2.5 CONCLUSOES

O método desenvolvido permitiu a determinacdo de Cl (via molécula InCl), Fe, e Si em
amostras de cervejas atraves das estratégias de determinacao sequencial e simultanea por HR-
CS GF AAS/MAS. O uso de In possibilitou a formacdo e estabilidade da molécula de InCl, e a
consequente determinacdo de CI. A andlise foi favorecida pela presenca do modificador
quimico Pd/Mg e teve a vantagem de permitir o uso de solugdes de padrbes aquosos para
calibracdo. Parametros analiticos, como limites de deteccdo, limites de quantificacdo, precisdo
e exatiddo, foram adequados para a proposta do trabalho. O método apresentou resultados
confidveis e demonstrou ser rapido e de facil aplicacdo, considerando que o tempo de anélise é

menor do que aquele necessario para a determinacdo dos trés analitos separadamente.
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CAPITULO

3

AVALIACAO DA PADRONIZACAO INTERNA NA DETERMINACAO
MULTIELEMENTAR DIRETA EM AMOSTRAS DE CERVEJAS POR
ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA
INDUZIDO POR MICRO-ONDAS
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3.1 INTRODUCAO

A cerveja é uma bebida alcodlica complexa caracterizada pela presenca de diversos
compostos organicos, que sdo responsaveis por suas caracteristicas organolépticas. Entretanto,
espécies inorganicas podem migrar para a bebida por estarem naturalmente presentes na
matéria-prima, ou como resultado de contaminagdo durante as etapas de fabricacdo e estocagem
[1].

O monitoramento do contetdo de espécies inorganicas em cervejas é importante porque,
a depender da concentracdo, tais espécies podem influenciar na etapa de fermentacéo da bebida,
na modificacdo das suas particularidades sensoriais e ainda, comprometer a salde do
consumidor [5]. Dessa forma, é importante o desenvolvimento de métodos analiticos para
monitorar essas espécies.

A espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas é uma técnica
vantajosa por apresenta baixo custo operacional quando comparada as outras técnicas
espectrométricas com fontes de plasma (ICP OES e ICP-MS), uma vez que, o plasma é mantido
por nitrogénio extraido do ar atmosférico. Para a maioria dos elementos, o MIP OES possui
sensibilidades semelhante aquelas alcancadas por ICP OES [187, 188] e seu uso tem sido bem-
sucedido em muitas aplicacbes visando a determinacdo multielementar em amostras de
diferentes naturezas como bebidas [8, 118, 119], 6leo combustivel [189], vinagre [190],
alimentos [191, 192], chocolates [193], amostras farmacéuticas [194] e amostras geoldgicas
[195]. Entretanto, assim como o ICP OES e o ICP-MS, o MIP OES pode apresentar problemas
das flutuacdes do sinal relacionados a complexidade da matriz e ao transporte e nebulizacdo de
amostras, provocados pelas diferentes viscosidades das amostras e a presenca de sélidos
dispersos [118].

Os efeitos de matriz em MIP OES tém sido relatados em amostras que contém altos
teores de elementos facilmente ionizaveis como Ca, Na e K, concomitantes mais comuns
encontrados em amostras ambientais e de alimentos, inclusive em amostras de cervejas [118,
196]. O MIP OES pode ser mais afetado por tais interferentes quando comparado ao ICP OES,
uma vez que, o plasma de nitrogénio é mais frio que um plasma de argdnio tipico [197, 198].

Zhang & Wagatsuma avaliaram a influéncia de sddio e calcio no sinal de emissao
atdmica de varios elementos gerados no plasma de nitrogénio e concluiram que a presenca de
Na e Ca diminui a temperatura de excitagdo e aumenta a densidade eletronica no meio [199].
Como consequéncia, o equilibrio de ionizacdo para a formacdo de atomos neutros e suas
respectivas emissdes € mudado. Assim, enquanto a maioria das linhas atdbmicas testadas exibiu

efeitos de melhoria, todas as linhas idnicas deram efeitos de supressdo na presenca de Na e Ca.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Baranyai et al., que relataram aumento da
intensidade de linhas atbmicas de Ca, K, Mg, Cu, Zn e Fe na determinacdo por MIP OES em
amostras contendo alto teor de sodio [200], e por Serrano et al., que avaliaram o efeito do célcio
nos sinais de linhas atbmicas e idnicas para a determinacdo de elementos como As, Co , Cu,
Mg, Mn, Mo, Sc, Se, Sr e Zn por MIP OES [196].

Por outro lado, estudos indicam que, quando comparado com o ICP OES, o MIP OES é
significativamente mais tolerante as amostras preparadas em meio organico, principalmente,
quando um fluxo de oxigénio é adicionado junto ao sistema de introducdo da amostra [116,
187, 196]. No estudo realizado por Serrano et al., os autores apontaram a MIP OES como uma
técnica robusta para analise elementar em amostras de matrizes complexas, destacando que esse
tipo de plasma sofre menos interferéncias nao-espectrais para matrizes contendo carbono e
enxofre [196]. A explicacdo pode estar relacionada ao fato da ionizacdo de carbono e enxofre
no MIP OES ser menos favorecida pela menor temperatura do plasma de nitrogénio.

O bom desempenho do MIP OES em meio organico foi observado por Silva et al. na
determinacéo de fosforo a partir de fosfolipidios presentes em amostras de carnes usando MIP
OES [201]. Os fosfolipidios foram extraidos usando uma mistura de cloroférmio e metanol,
seguido de simples diluicdo do extrato lipidico em metanol. Carneiro et al. relataram a
determinacdo multielementar de elementos traco (Al, Ba, Cu, Cr, P, Ni, Ti e Zn) em amostras
de 6leos vegetais comestiveis por MIP OES apds o procedimento de extracdo induzida por
quebra de emulsdo [202]. As amostras foram tratadas com a mistura de HNO3z (30% v/v) e
Triton X-100 (30% v/v), seguida de uma etapa de agitacdo e aquecimento. A fase aquosa,
contendo alta carga orgénica de Triton X-100, foi coletada, e a determinagéo foi feita por MIP
OES. Os parametros analiticos foram adequados ao método, com recuperac@es variando entre
90 e 106%. Entretanto, visando contornar possiveis flutua¢fes instrumentais causadas pela
introducdo de solventes organicos, os autores ressaltaram o uso da padronizacéo interna.

A padronizacdo interna € uma estratégia analitica que baseia-se na comparagado do sinal
analitico com o sinal de um elemento de referéncia, o padrdo interno (PI), previamente
selecionado, de modo que, o PI deve ser adicionado na mesma concentracdo em todas as
solucBes de referéncias, nas amostras e nos brancos. Quando a padronizagéo interna € usada,
todos os célculos sdo fundamentados na hipdtese de que tanto o sinal do analito como o do Pl
sdo perturbados igualmente pelas alteragcBes nas condi¢des experimentais e que ambos sdo
influenciados pela matriz da amostra de forma semelhante. Assim, a razéo entre os dois torna-

se independente da fonte com que estdo sendo provocados [203, 204].
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O uso de Pl é comumente utilizado para contornar problemas relacionados as
interferéncias de matriz, assim como aqueles referentes a introducéo e ao transporte inadequado
da amostra até o plasma. Como consequéncia, uma melhoria na precisdo e exatiddao dos
resultados € obtida [205, 206]. No entanto, para que o PI seja eficiente na correcao dos sinais,
é importante que 0 mesmo ndo esteja presente nas amostras e que ndo apresente linhas de
interferéncias espectrais com os elementos a serem determinados. Ainda é necessario
considerar que, tanto o analito como o Pl devem possuir propriedades fisico-quimicas
semelhantes [207, 208].

Estudos sisteméticos visando a escolha correta do padrdo interno utilizando diferentes
técnicas analiticas como F AAS [209, 210], GF AAS [211, 212], ICP OES [204, 213] e ICP-
MS [214] foram relatados. A estratégia também tem sido relatada para melhorar o desempenho
analitico de métodos para determinacdes multielementares por MIP OES, especialmente em
analises de amostras com matrizes complexas como a cerveja [118, 119].

No trabalho apresentado a seguir, foi realizada uma investigacdo de diferentes
elementos (Be, Ga, In, Sc e Y) como possiveis padrdes internos, através da comparacdo do
desempenho analitico obtido por cada um deles, na determinacdo multielementar em amostra

de cervejas por MIP OES ap0s a simples diluicdo acida das amostras.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Investigar diferentes elementos (Be, Ga, In, Sc e Y) como possiveis padrdes internos e
comparar 0 desempenho analitico obtido por cada um deles visando a determinacdo

multielementar em amostras de cervejas por MIP OES.

3.2.2 Objetivos especificos

-Otimizar as condicGes operacionais do MIP OES para a determinacdo multielementar
na matriz proposta;

-Estudar a diluicdo adequada da amostra que possibilite maior sensibilidade analitica
para determinacédo dos analitos;

-Avaliar 0 uso de Be, Ga, In, Sc e Y como padrdes internos;

-Obter as caracteristicas analiticas do método desenvolvido (limite de deteccdo e
quantificacdo; precisao e exatidao) e valida-lo;

-Aplicar o método desenvolvido em amostras de cervejas.
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3.3 EXPERIMENTAL
3.3.1 Instrumentacao

As medidas foram realizadas por um espectrometro de emissdo Optica com plasma
induzido por micro-ondas, modelo MP-AES 4100/4200 da Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, USA) acoplado com um gerador de N2 liquido, modelo 4107 (Agilent Technologies),
utilizado como fonte de gés para o plasma. O sistema de introducdo da amostra foi composto
por um amostrador automatico SPS 3, uma camara ciclénica de passagem dupla e um
nebulizador inerte modelo OneNeb. As condicdes instrumentais do MIP OES séo apresentadas
na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. CondicGes instrumentais do MIP OES para a determinacdo multielementar em
amostras de cervejas.

Parametros Condigdes
Tempo de integragéo, s 3
Tempo de estabilizacdo, s 20
Velocidade da bomba peristaltica, rpm 15
NUmero de replicatas 3
Correcéo de fundo Auto

Parametros instrumentais como o fluxo de nebulizacdo e a posicdo da tocha (zona de
observacdo analitica do plasma) foram otimizadas para cada elemento pelo software MP Expert
(Agilent Technologies) usando uma solucdo multielementar contendo os analitos e os padrdes

internos. Os resultados dessa otimizacdo estdo expressos na Tabela 3.2.



70

Tabela 3.2. Pardmetros instrumentais otimizados para a determinagcdo multielementar em
amostras de cervejas por MIP OES.

Elemento Atbmica Linha espectral, Posicdo da tocha Taxa de nebulizagao,
/ibnica nm L min
Al I 396,152 0 1,00
Ba 1 455,403 0 0,55
Co I 340,512 0 0,65
Cr I 425,433 -10 0,95
Cu I 324,754 0 0,70
Fe I 371,993 0 0,75
Mn I 403,076 0 0,80
Ni | 352,454 -10 0,70
Sr 1 407,771 0 0,65
Zn | 213,857 0 0,45
Ca I 317,933 10 0,50
K I 769,897 20 0,90
Na | 330,237 0 0,95
Mg | 518,360 -10 0,75
Be* | 265,062 0 0,45
Be* I 313,107 0 0,75
Be* | 234,861 0 0,75
In* I 230,606 0 0,75
In* | 325,608 0 0,75
In* | 451,131 -10 0,95
Sc* I 361,383 0 0,55
Ga* I 294,364 10 0,80
Ga* | 417,204 0 0,75
Y* 1 437,494 0 0,55
Y* 1 377,433 0 0,55
Y* 1 417,753 0 0,55
*Usado como padrao interno. I- linha atdmica; 11- linha idnica.

Como método comparativo, as amostras de cervejas foram digeridas em sistema fechado
com aguecimento com forno de micro-ondas, modelo Mars 6 (CEM, EUA), equipado com
tubos pressurizados, tipo XPRESS (260°C/500 psi). As determinacgdes foram feitas utilizando
um espectrémetro de emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), modelo
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720 series (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA) sob as condic¢des operacionais descritas
na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Condicdes operacionais para determinacdo multielementar por ICP OES em
amostras de cerveja.

Parametro Valor

Poténcia, kW 1,10

Vazdo do plasma, L min™ 15

Vazdo do gas auxiliar, L min™ 15

Nebulizador V-Groove

Cémara de nebulizacdo Sturman-Master

Vazao de nebulizagdo, L min' 0,75

Linha espectral, nm Al 394,401 Ba 455,403
Co 228,615 Cr 267,716
Cu 213,598 Fe 238,204
Mn 257,610 Ni 221,648
Sr 421,552 Zn 213,857
Ca 315,887 Mg 285,213
Na 568,821 K 769,897

3.3.2 Reagentes, solucdes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. As solucdes foram preparadas
usando agua ultrapura (resistividade maior que 18,0 MQcm) obtida a partir do sistema de
purificacdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA). As vidrarias utilizadas foram
descontaminadas previamente em solu¢do de HNO3z a 10% (v/v) durante 12 h, lavadas em
seguida com agua ultrapura e secadas ambiente livre de poeira.

Solugdes estoque de Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Sre Zn (1000 mg L) e de Ca, Mg,
Na e K (4000 mg L) (SpecSol, Quimlab Quimica e Metrologia, S&o José dos Campos, Brasil)
foram usadas para preparar as solugdes de referéncia (diluidas em HNO3 1,0 mol L), usadas
em todos os experimentos. Solugdes estoques dos padrdes internos Be, Ga, Sc, Ine Y (SpecSol,
Quimlab Quimica e Metrologia, S30 José dos Campos, Brasil) 1000 mg L* foram
apropriadamente diluidas para que estivessem nos brancos, nas solucdes de referéncia e nas
amostras diluidas em concentracdo final de 1,0 mg L.

Acido nitrico (67% Merck, Darmstadt, Alemanha) foi usado no procedimento de

digestdo por micro-ondas, no preparo de todas as solucbes de referéncia e na diluicdo das
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amostras de cerveja. Perdxido de hidrogénio 30% (m/m) (Merck, Darmstadt, Alemanha)
também foi usado no procedimento de digestdo das amostras.

O procedimento proposto foi aplicado na anélise de sete amostras de cervejas do tipo
lager (Pilsen, Malzbier e artesanal) adquiridas em supermercados da cidade de Cruz das Almas,

Bahia, Brasil.

3.3.3 Procedimento analitico para determinacdo multielementar em amostras de cervejas
por MIP OES

Dois mililitros de cada amostra de cerveja degaseificada e 200 uL de uma solugédo
contendo 50,0 mg L™ de Be, Ga, In, Sc e Y foram diluidos para 10,0 mL usando uma solucéo
de HNOs 1,0 mol L%, de modo que houvesse uma concentragéo final de 1,0 mol L de cada Pl
na solucdo. Solucdes de brancos analiticos também foram preparados com a adi¢do do Pl na
mesma concentracdo. Todas as amostras foram preparadas em triplicata.

Curvas de calibracdo usando a adi¢éo de padréo e calibracdo externa foram preparadas
nas faixas de concentragéo entre 0,010 - 5,00 mg L para Co, Al, Sr, Cr, Fe, Mn, Zn, Ni, Ba e
Cu; 0,1 - 200,0 mg L™t para Ca, Mg e Na e entre 0,1 - 500,0 mg L para K.

3.3.4 Procedimento de digestdo das amostras

Inicialmente, as amostras de cervejas foram sonicadas por 30 min para degaseificacao.
Em seguida, 2,0 mL de cada amostra de cerveja degaseificada foram colocados em um
recipiente de Teflon™ PFA (perfluoroalcoxi) e digeridos com 2,0 mL de HNO3 concentrado e
2,0 mL de H202 30% (m/m). O programa de aquecimento do forno de micro-ondas foi realizado
em trés etapas: 1) 20 min de rampa até 130 °C, Il) 10 min mantidos a 130 °C e I1I) 20 min de
ventilagdo. O procedimento de digestdo das amostras foi feito baseado em procedimento
proposto por Bellido-Milla et al. [11].

Apbs a digestdo, as amostras foram transferidas para frascos de polietileno e o volume
foi ajustado para 10,0 mL com &gua. A digestdo de todas as amostras foi realizada em triplicata.

Brancos analiticos foram obtidos da mesma forma.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Estudo da diluicdo da amostra

A introducdo direta das amostras de cervejas ou em forma de solucdo com alta
concentracdo da amostra no equipamento ndo foi possivel, visto que, na cerveja existem
compostos organicos que podem estar presentes no meio em forma de suspensdo, o que causa
interferéncias (espectral e ndo espectral), bem como a obstrucdo do sistema de introducéo da
amostra, dificultando o transporte da amostra até o plasma [115, 118]. Dessa forma, foram
realizadas sucessivas diluicdes da amostra em solucéo de acido nitrico 1,0 mol L™, e os sinais
analiticos foram observados a fim de permitir a determinagdo multielementar por MIP OES
com sensibilidade adequada e sem problemas de deposi¢do de matéria organica no interior do
equipamento. Os resultados desse estudo estdo ilustrados na Figura 3.1.

Figura 3.1 Avaliacdo de diferentes porcentagens de diluicdo das amostras de cervejas

observando os sinais analiticos de cada elemento para a determinacdo multielementar em
amostras de cervejas por MIP OES.
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Conforme Figura 3. 1, o aumento do sinal analitico foi observado para todos os analitos
quando a propor¢do da amostra aumentou de 5 para 20%. No entanto, quando a solucgéo foi
preparada com 30% da amostra foi observado a diminuigdo do sinal analitico para alguns

elementos, como Al, Fe e Cr, provavelmente provocado por dificuldades no transporte da
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amostra e uma consequente diminui¢do na quantidade de solugéo entregue na tocha. Conforme
discutido anteriormente, esse fato também pode estar relacionado as interferéncias da matriz,
causada principalmente por elementos facilmente ionizaveis, como sodio, calcio e potassio, que
podem causar reducdo nos sinais de emissdo de linhas idnicas quando presentes em altas
concentragdes, confirmando a necessidade da diluicdo da amostra [215, 216]. Diante desses
resultados, as amostras de cervejas foram diluidas na proporcao de 1:4 (amostra:solucdo de

HNO3 1,0 mol L), ap6s a degaseificacdo das amostras.

3.4.2 Avaliacéo da padronizacdo interna

A padronizagdo interna é baseada na comparagéo de sinais analiticos relacionados aos
analitos com um PI. Um bom PI ndo pode estar presente na matriz da amostra e precisa ter
propriedades semelhantes as dos analitos. Nesse sentido, Be, Ga, In, Sc e Y foram avaliados
como PI para contornar possiveis efeitos de matriz e para corrigir erros e flutuacdes nos sinais
analiticos de amostras de cervejas.

Um dos aspectos sobre a selecdo de um PI determinado pela espectrometria de emisséo
atdbmica esta relacionado ao uso de linhas atbmicas ou i6nicas [206, 207]. Dessa forma, foram
selecionadas diferentes linhas de emisséo do mesmo candidato a PI, conforme Tabela 3.2.

A correcdo do sinal analitico pela padronizacdo interna foi feita usando a Equacédo 1
[217]:

I.=1x % Equacgéo 1
onde | é o sinal analitico obtido na quantificacdo do analito, I, € a média dos sinais analiticos
obtidos para o Pl nas solucOes de calibracdo e brancos analiticos, lp; 0 sinal analitico obtido
para o Pl na solucdo da amostra e Ic é o sinal analitico corrigido.

O primeiro estudo acerca do Pl mais adequado para as determinacGes foi realizado
através da avaliacdo do efeito de matriz. Dessa forma, foram analisadas as inclinacdes obtidas
pelas equagdes das curvas de calibracdo (a). As equacOes das curvas de calibracdo foram
obtidas pela adicdo de padrdo de cada analito e pela curva de calibracdo externa com padrdes
aquosos. Adicionalmente, a avaliacdo das inclinacdes foi realizada para as curvas obtidas com
e sem a correcdo dos sinais analiticos pelos candidatos a PI. Quando as inclinagcdes estavam
proximas umas das outras, a raz&o entre os coeficientes angulares (acerveja + padrao)/Qpadrio) tendeu
a aproximar-se de 1, significando que ndo havia efeito de matriz [218, 219]. Os resultados desse

estudo encontram-se na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Razéo entre os coeficientes angulares das curvas obtidas pela adi¢do de analito (20% de cerveja) e pelas curvas de calibracéo externa

em meio acido.

Elemento  Sem PI Be Be Be In In In Sc Ga Ga Y Y Y
265,062 313,107 234,861 230,606 325,608 451,131 361,383 294,364 417,204 437,494 377,433 417,753
nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
Al 0,906 0,900 0,909 0,955 1,063 1,051 0,781* 0,934 0,900 0,940 1,027 0,987 0,989
Ba 0,956 0,928 0,960 1,041 0,980 0,982 0,859* 0,971 0,955 1,039 1,102 1,059 1,061
Ca 0,903 0,950 0,913 0,972 0,927 0,922 0,808* 0,921 0,922 0,979 1,060 0,932 1,023
Co 1,007 0,994 1,011 1,096 1,033 1,034 0,905 1,029 1,007 1,094 1,173* 1,127* 1,130*
Cr 0,992 0,979 1,008 1,080 1,018 1,018 0,900 1,015 0,993 1,077 1,155* 1,110* 1,112*
Cu 0,980 0,966 0,983 1,066 1,005 1,006 0,881* 0,999 0,979 1,065 1,137* 1,093 1,095
Fe 0,982 0,987 0,986 1,070 1,026 1,000 0,883* 1,081 0,980 1,062 0,839*  0,800*  0,823*
K 1,020 0,903 0,792* 1,004 1,042 1,040 0,723* 0,821* 1,186* 0,760* 0,934 0,933 0,925
Mg 0,922 0,911 0,953 1,014 0,950 0,929 0,801* 0,968 0,966 0,989 0,784* 0,751* 0,773*
Mn 0,983 0,969 0,986 1,069 1,008 1,009 0,882* 1,003 0,984 1,067 1,140* 1,095 1,098
Na 1,075 1,100 1,087 1,180* 1,156* 1,055 1,164* 1,183* 1,023 1,172* 1,355* 0,885* 0,912
Ni 0,979 0,966 0,985 1,066 1,004 1,003 0,877* 1,000 0,983 1,062 1,137* 1,093 1,095
Pb 1,008 1,007 1,098 1,029 1,013 1,012 0,867* 0,821* 1,015 1,018 1,138* 1,092 1,120*
S 0,999 0,984 1,001 1,005 1,004 1,001 0,845* 0,826* 0,923 0,991 1,133* 1,146* 1,132*
Zn 1,014 0,986 1,003 1,089 1,025 1,027 0,901 1,015 0,998 1,087 1,158* 1,113* 1,115*

*razdo fora da faixa 0,900-1,100.
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Considerando uma diferenca de 10% como aceitavel [220, 221], foi definido que, para
as razdes obtidas na faixa de 0,900-1,100, o PI estaria corrigindo possiveis efeitos da matriz
[222-224]. Dessa forma, com base nos dados da Tabela 3.4, Sc, Y e In (em 451,131 nm) foram
descartados como possiveis Pl para a aplicacdo do trabalho proposto, uma vez que, a corre¢do
dos sinais analiticos por esses candidatos a Pl, impactou em valores de razdes (a(cerveja +
padrio)/Qpadrao) fora da faixa de 0,900 - 1,100.

Ainda de acordo com os dados apresentados na Tabela 3.4, foi possivel observar que
para todos os analitos, a razéo entre as inclinacdes ficou dentro da faixa desejada quando as
medidas foram realizadas sem a corre¢do do PI, indicando que ndo ha efeito de matriz e a
consequente possibilidade de determinacgéo direta dos analitos nas amostras de cervejas pelo
procedimento de diluicdo acida e calibracdo externa. Dessa forma, considerando apenas esse
aspecto, o uso do Pl para a correcdo do efeito da matriz seria dispensavel.

No entanto, a padronizacdo interna ndo € usada apenas para eliminar ou reduzir os
efeitos causados pela matriz da amostra. O Pl também pode ser utilizado para melhorar os
parametros analiticos como precisdo [225, 226], recuperagdo do analito [227, 228] e exatidao
[204, 213, 229]. Assim, considerando que tais parametros também podem ser usados como
critérios de selecdo do Pl, a escolha do Pl mais adequado para a determinacdo de cada analito
foi realizada com base nos resultados de preciséao, recuperacao do analito e exatiddo, avaliando
os resultados obtidos quando cada um dos Pls foi utilizado.

Os valores de precisdo (expressos em termos de desvio padrdo, % RSD) listados na
Tabela 3.5, foram determinados com e sem a correcdo dos Pls (Be, In, Ga), a partir de dez

repeticdes de amostras contendo 0,50 e 3,00 mg L™ de cada analito.
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Tabela 3.5 Valores de precisdo, expressados em porcentagem de RSD (n=10), para a
determinacdo multielementar direta em amostras de cervejas.

Elemento Concentragéo, RSD, % (n = 10)

mg L? Sem Be Be Be In In Ga Ga
PI 265,062 313,107 234,861 230,606 325608 294,364 417,204

05 0,53 0,71 0,52 1,20 0,63 1,00 0,55 1,00
, 0,70 0,72 0,61 0,50 0,77 0,60 0,41 0,64
05 0,30 0,67 0,90 0,41 0,30 0,40 0,57 0,75

Ba 30
) 0,53 0,57 0,72 0,50 0,57 0,26 0,43 0,63
05 0,60 0,68 0,64 043 0,50 0,33 0,52 0,55
Co 3.0 0,56 0,66 0,77 0,62 0,41 0,46 0,50 0,54
05 0,71 0,45 0,48 0,75 0,48 0,67 0,40 0,71

Cr 30
) 0,90 0,87 0,75 1,00 0,73 0,38 0,65 0,80
05 0,82 0,61 0,47 0,72 0,38 0,74 0,52 0,92
Cu 3,0 0,66 0,51 0,60 0,70 0,70 0,47 0,50 0,43
05 0,80 0,96 0,88 0,81 0,80 1,10 0,84 0,95
. 0,70 0,62 0,55 0,68 0,52 0,19 0,33 0,40
0,5 0,79 0,64 0,54 0,74 0,52 0,82 0,47 0,77
Mn 30 0,81 0,78 0,62 0,66 0,82 0,55 0,65 0,68
05 0,57 0,54 0,41 0,65 0,40 0,40 0,44 0,61
. 0,68 0,80 0,87 0,37 0,80 0,27 0,52 0,32
05 1,76 4,00 3,92 0,86 4,00 4,30 0,90 4,30
Zn 30 1,96 1,70 1,65 0,16 1,62 1,08 0,94 1,90
05 1,63 1,63 0,63 0,97 1,50 1,08 1,45 1,31

Sr 30
. 0,96 1,50 0,96 1,96 1,63 1,08 1,62 1,63
05 0,67 1,31 1,43 0,63 1,27 0,92 1,30 0,57
Ca 30 0,40 0,68 0,90 0,28 0,75 0,32 0,48 0,66
05 0,70 0,60 0,38 0,72 0,32 0,54 0,45 0,74
Mg 30 0,60 0,55 0,88 0,50 0,62 0,42 0,58 0,60
05 0,78 0,38 0,26 0,75 1,00 1,04 0,80 1,00
Na 3,0 0,82 0,48 0,59 0,76 0,90 0,86 0,42 1,20
05 0,71 0,70 1,20 1,15 0,90 0,90 0,48 0,87

30 0,62 0,83 1,40 0,44 1,15 0,47 0,54 0,90
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Estudos relataram que uma das principais vantagens do uso do Pl em determinagdes que
empregam plasma € o aprimoramento da precisdo do método [228, 229]. A razdo para esta
melhoria esta relacionada a compensacao de problemas relacionados ao transporte da amostra,
bem como aqueles provocados pela presenca de elementos concomitantes da matriz, que podem
afetar os processos de atomizagéo, excitagdo e ionizagcdo do analito no plasma, e alterar as
intensidades de emissao [228].

No entanto, de acordo com resultados listados na Tabela 3.5, ao comparar os valores de
precisdo obtidos para 0 mesmo analito, € possivel observar que valores proximos foram obtidos
para as medidas realizadas na presenca e na auséncia dos PIs. Esses resultados, sugerem que o
MIP OES é uma técnica de boa precisdo, conforme relatado em publica¢des que utilizaram a
técnica para analisar amostras de diversas matrizes [188, 189, 230]. Os resultados expostos na
Tabela 3.5 ainda indicaram que considerando apenas a precisdo do método proposto, o uso do
PI também poderia ser dispensado.

Na etapa seguinte, a influéncia do PI foi avaliada através de testes de adigdo e
recuperacao, visto que, esses resultados também foram usados anteriormente como critério para
selecionar o Pl mais adequado para a determinacGes multielementares [213, 219, 225, 227]. Os
testes de recuperacdo foram realizados em quatro concentracgdes diferentes: 0,05; 0,5; 1,0 e 3,0
mg L para Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Sr e Zn; 30,0; 50,0; 80,0 e 100,0 mg L para Ca,
Mg, Na; e 50,0; 150,0; 300,0 e 500,0 mg L para K. As porcentagens de recuperacio (% R),

apresentadas na Tabela 3.5, foram calculadas usando a Equacao 2:

%R = Rs = Ro Equacéo 2
Rad
onde Rs é o resultado das amostras com a adicdo dos analitos, R, é o resultado das amostras

sem adi¢d0, e Rag é a concentragdo de analito adicionado nas amostras.
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Tabela 3.6. Resultados dos testes de adi¢do e recuperagdo com diferentes candidatos a Pl para

a determinacao multielementar em amostras de cervejas por MIP OES. (continua)
Elemento Concentragéo Recuperaco, %
adiCioné}ga’ Sem Be Be Be In In Ga Ga
mg L Pl 265,062 313,107 234,861 230,606 325,608 294,364 417,204
0,05 84 83 90 82 90 78 87 85
Al 0,50 108 110 90 92 106 78 92 91
1,00 105 111 95 96 92 86 90 96
3,00 114 108 106 102 94 88 94 93
0,05 109 116 93 132 98 116 103 76
Ba 0,50 108 110 93 126 105 121 104 133
1,00 107 112 88 127 111 120 108 134
3,00 111 115 86 124 109 122 110 130
0,05 105 101 89 112 103 88 81 81
Co 0,50 105 114 90 108 105 85 82 80
1,00 105 113 90 102 110 84 85 79
3,00 119 110 92 101 109 82 88 80
0,05 111 108 123 134 110 122 98 115
cr 0,50 100 106 111 133 98 104 89 110
1,00 96 108 107 122 102 100 90 106
3,00 117 108 112 122 104 96 92 98
0,05 103 110 107 132 103 106 85 117
Cu 0,50 105 125 109 131 104 104 88 116
1,00 103 128 108 123 111 102 91 114
3,00 118 126 112 116 116 103 93 115
0,05 111 84 118 108 86 92 92 96
Fe 0,50 102 116 122 105 88 94 94 93
1,00 91 108 117 90 92 94 90 94
3,00 121 118 119 105 96 102 118 88

3,00 107 112 90 99 94 92 107 96
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Tabela 3.6 Resultados dos testes de adi¢do e recuperacdo com diferentes candidatos a Pl para

determinacdo multielementar em amostras de cervejas por MIP OES. (continua)
Elemento  Concentragao Recuperacao, %
adlmoné}ga’ Sem Be Be Be In In Ga Ga
mg L Pl 265,062 313,107 234,861 230,606 325,608 294,364 417,204
0,05 109 107 104 117 93 103 91 114
Mn 0,50 102 111 97 105 86 92 90 103
1,00 98 112 95 97 92 88 91 100
3,00 107 112 90 99 94 92 107 96
0,05 107 98 93 117 84 94 85 111
Ni 0,50 104 130 90 107 82 85 82 110
1,00 104 122 91 102 88 85 87 108
3,00 117 118 93 98 89 84 86 98
0,05 111 102 94 94 86 86 107 102
Zn
0,50 104 86 96 111 88 92 98 105
1,00 113 85 96 113 92 88 105 107
3,00 117 120 92 99 90 87 107 113
0,05 113 103 111 121 88 86 86 84
St 0,50 109 112 110 118 90 84 92 88
1,00 112 117 105 115 96 88 90 94
3,00 134 125 97 116 98 92 87 96
30,0 124 105 102 124 112 114 112 104
Ca
50,0 97 98 93 114 108 113 105 105
80,0 101 106 98 111 106 108 106 94
100 95 114 112 105 114 105 103 91
30,0 129 111 112 108 88 105 103 108
Mg
50,0 91 98 103 112 102 104 106 107
80,0 97 99 97 110 102 103 104 93

100 105 106 104 108 106 107 107 95
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Tabela 3.6 Resultados dos testes de adi¢do e recuperacdo com diferentes candidatos a Pl para

a determinacdo multielementar em amostras de cervejas por MIP OES. (concluséo)
Elemento  Concentragao Recuperacao, %
admorl]_e}?a’ Sem Be Be Be In In Ga Ga
mg Pl 265,062 313,107 234,861 230,606 325,608 294,364 417,204
30,0 82 86 81 108 107 87 87 87
Na
50,0 109 88 93 113 106 92 104 96
80,0 102 92 107 110 106 105 109 108
100 97 94 108 111 114 105 112 112
50,0 138 126 118 138 122 114 118 115
K
150 95 112 114 9201 112 95 94 94
300 91 111 112 a1 112 91 92 97
500 105 108 110 106 108 104 104 103

Os resultados apresentados na Tabela 3.6 foram considerados satisfatorios, uma vez que,
valores de recuperacdo entre 90 e 119%, foram obtidos para a maioria das concentragdes
adicionadas quando a padronizacdo interna foi aplicada. Para a maioria dos elementos, 0s
resultados obtidos com a padronizacéo interna foram semelhantes aos resultados obtidos sem
padronizacdo interna, indicando que esses resultados ainda ndo foram suficientes para
estabelecer qual Pl seria mais adequado para a determinacéo de cada analito nas amostras de
cerveja. Novamente, considerando apenas os resultados das recuperacdes, o uso do Pl também
ndo seria necessario para a determinacgdo de multielementar usando MIP OES.

Entretanto, foi realizada uma terceira etapa que envolveu a avaliacdo da exatiddo nas
determinag6es por MIP OES. Para esta abordagem, os resultados obtidos nas determinacdes
por MIP OES ap6s a diluicdo das amostras de cervejas, foram comparadas com os resultados
obtidos por ICP OES (considerados como valores de referéncia) apds a digestdo das amostras.
Neste caso, foi observado melhoria na exatiddo das determinagdes na presenca do PI, que foi
comprovada pela andlise da faixa de erros obtida nas medidas realizadas na auséncia e na

presenca do PI. A porcentagem dos erros, foi calculada usando a seguinte Equacéo 3:

Cm Ci ~
Y x 100 Equacéo 3
i

onde Cp séo os resultados encontrados, em termos de concetragéo, nas determinagdes por MIP

erro (%) = (

OES e Ci séo os resultados encontrados para as determinacdes feitas por ICP OES. Os resultados

dos erros calculados encontram-se na Tabela 3.7.
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Tabela 3.7 Faixas de erros encontrados comparando os resultados obtidos por ICP OES e MIP
OES.

Padrao interno Analito Erro, %
Menor Maior
Sem Pl * 15,7 89,5
Co 0 2,7
Be (313,107 nm) Al 0,2 8,8
Sr 0 1,8
Be (265,062 nm) Cr 0 9,3
Be (234,861 nm) Fe 14 54
Mn 0 2,1
Zn 0 4.8
Ga (417,204 nm) Ni 0 0,8
Ca 0 8,3
Mg 0 4,1
Ga (294,364 nm) Na 0 2,6
In (230,606 nm) Ba 0 18,1
Cu 1,2 3,0
In (325,608 nm) K 0,36 1,2

* Faixa de erro para todos os analitos para as medidas feitas sem PI.

Conforme mostrado na Tabela 3.7, valores mais proximos daqueles encontrados por ICP
OES foram observados quando um PI apropriado foi utilizado nas determinac6es dos analitos
por MIP OES, com excecdo do Co, para o qual nenhuma melhoria na exatiddo foi observada
com o uso de PIl. Enquanto os erros chegaram a um valor de 89,5% quando nenhuma
padronizacdo interna foi empregada, Be (313,107 nm) foi eficiente para determinar aluminio e
estréncio, com erros entre 0,2-8,8% e entre 0 e 1,8%, respectivamente; Be (265,062 nm) foi
eficiente para determinacgéo de cromo, com erros entre 0 e 9,3%; e Be (234,861 nm) foi eficiente
na melhoria da exatidao para a determinacédo de ferro, manganés e zinco, com erros entre 1,4 e
5,4%; 0 e 2,1% e entre 0 e 4,8%, respectivamente. Além disso, Ga (417,204 nm) foi selecionado
para a determinacédo de niquel, calcio e magnésio, com erros entre 0 e 0,8%; 0 e 8,3% e entre 0

e 4,1%, respectivamente; e Ga (294,364 nm) foi escolhido para a determinacdo de sédio, com
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erros entre 0 e 2,6%. O uso de In (230,606 nm) como PI foi indicado para as determinacdes de
béario e cobre, com erros entre 0-18,1% e 1,2-3,0%, respectivamente; e In (325,608 nm) permitiu
a determinacdo de potassio, com erros na faixa de 0,36-1,2%.

A melhoria na exatidao dos resultados também foi observada em trabalhos anteriores
para as medidas realizadas com a correcdo empregando PI, quando os resultados foram
comparando com aqueles nos quais nenhuma correcéo foi feita [204, 213, 229]. A avaliacéo da
exatidao analitica mostrou que uma escolha adequada de um Pl pode fazer uma diferenca
substancial na validacdo dos resultados obtidos em um método analitico que tem como objetivo
a determinacdo multielementar utilizando MIP OES.

A selecdo de um Unico PI para todos os analitos ndo foi possivel. Este fato ja havia sido
apontado anteriormente, quando foi afirmado que um Unico Pl ndo pode, simultaneamente,
fornecer a melhor correcdo para todos os elementos em uma determinacdo multielementar
[231]. No entanto, vale salientar que, o0 mesmo Pl foi capaz de melhorar os resultados de
diferentes analitos por meio de alteracdo da linha monitorada, indicando que a sele¢do da linha

de emissdo também é um paradmetro importante na padronizacao interna.

3.4.3 Desempenho analitico e aplicacdo do método

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do método proposto foram
calculados como trés e dez vezes o desvio padrdo de dez medidas do branco analitico,
respectivamente, dividido pela inclinacdo da equacdo da curva analitica. Os valores de LD e
LQ obtidos com a padronizacdo interna foram semelhantes aqueles obtidos sem a corre¢édo
pelos PI. E importante ressaltar que a introducao direta da amostra ndo foi possivel devido as
limitacdes da técnica em relacdo ao transporte e nebulizacdo da amostra. Assim, as amostras de
cerveja precisaram ser diluidas com uma solucédo de acido nitrico, afetando os valores de LD e
LQ. A Tabela 3.8 apresenta os parametros analiticos para o método proposto. O Pl escolhido

para cada analito foi aquele que apresentou melhor eficiéncia na exatiddo do método.
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Tabela 3.8 Pardmetros analiticos para a determinacdo multielementar direta em amostras de
cervejas usando MIP OES ap6s a diluicdo das amostras em meio acido.

Analito Padrdointerno LD,ugL? LQ,puglL- Equagcao de R?
! calibragao (n =5)

Al Be (313,107 nm) 4,60 15,4 lc = 48737x — 7451 0,9996
Ba In (230,606 nm) 4,20 1,40 lc = 342227x - 5734 0,9998
Co _ 1,12 4,00 lc =12185x — 12 0,9998
Cr Be (265,062 nm) 0,25 0,84 lc =41790x — 2842 0,9990
Cu In (230,606 nm) 0,80 2,62 Ic =104787x — 3238 0,9998
Fe Be (234,861 nm) 3,03 10,1 lc =8670x — 64 0,9998
Mn Be (234,861nm) 0,23 0,78 lc = 45937x — 389 0,9998
Ni Ga (417,204 nm) 1,17 3,90 le = 14506x — 5 0,9998
Sr Be (313,107 nm) 0,46 1,50 lc = 485667x — 27046 0,9995
Zn Be (234,861 nm) 3,8 12,6 lc =930x + 238 0,9992
Ca Ga (417,204 nm) 300 970 lc=762x + 234 0,9996
Mg Ga (417,204 nm) 10 30 lc=4211x — 292 0,9994
Na Ga (294,364 nm) 420 620 Ic = 328,72x — 3081 0,9988
K In (325,608 nm) 100 260 lc =11323x + 131253 0,9916

LD: limite de deteccdo; LQ: limite de quantificacdo; Ic: sinal analitico, cps; x: concentragdo do respectivo analito

(em pg L™); R% coeficiente de determinagéo.

3.4.4 Determinagdo multielementar direta em amostras de cervejas

O procedimento proposto foi aplicado na andlise de sete amostras de cervejas dos tipos

lager (pilsen, malzbier e artesanal) por MIP OES apds a dilui¢cdo das amostras com uma solugdo

de &cido nitrico 1,0 mol L™ na proporcéo de 1:4 (amostra: solugdo acida) e com a padronizagéo

interna utilizando o PI escolhido para cada analito. Os resultados apresentados na Tabela 3.9,

foram comparados com aqueles obtidos por ICP OES ap06s a digestdo das amostras. Um Teste

t pareado mostrou que ndo houve diferencas significativas entre os resultados obtidos pelos dois

métodos (nivel de confianca de 95%).
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Tabela 3.9. Determinagdo multielementar em amostras de cervejas por MIP OES na presenca do P1, e por ICP OES ap06s digestdo acida (n=3) *

Analito Amostras
PI** Bl B2 B3 B4 B5 Cl D1
MIPOES ICPOES MIPOES ICPOES MIPOES ICPOES MIPOES ICPOES MIPOES ICPOES MIPOES ICPOES MIPOES ICPOES
Sem Pl Co 190+3 185+4 142 +3 142 +7 130+4 128+ 6 169+1 170+ 4 9%6+1 95+3 114+2 113+1 192+4 195+5
Al 41+2 38+2 31+1 34+2 <15 <15 <15 <15 4021 4012 318+2 319+3 55+1 52+1
Be
313,107 nm
Sr 131+1 130+1 328+3 3261 331+£3 3372 4731 47515 446 £ 2 447 £5 52+1 53+1 129+1 129+2
Be
265,062 nm Cr 31+1 30+1 3B+l 36+1 34+1 331 36+1 371 31+1 31+1 32+1 32+1 3B+l 32+1
Fe 52+1 55+1 83+2 86+ 1 <10 <10 <10 <10 73+1 72+2 <10 <10 671 68+ 3
B
e Mn 88+1 88+2 150+1 151+1 161+1 160+ 8 0+1 91+2 145+1 146 £5 91+1 93+5 134+2 136 £2
234,861 nm
Zn 108 +1 108 +1 57+1 55+1 97+1 97+6 140+ 1 141+1 165+1 164 +3 66+ 1 63+3 93+1 95+1
Ni 605+ 4 600 + 2 405+1 4071 433+3 4365 610+4 610+ 10 322+2 318+7 347+1 348 +2 538 +2 540+ 6
Ga
417,204 nm Ca 26+1 25+2 77+1 771 70+1 70+1 83+1 83+3 112+1 112+2 13+1 12+1 18+1 18+1
Mg 73+1 75+2 75+1 76+1 79+2 79+3 76+1 76+1 75+1 74+1 25+1 24+1 75+1 74+11
Ga
294.364 nm Na 52+1 51+1 63+1 62+2 63+1 62+1 74+1 76+2 171+1 171+1 94+1 94+1 97+1 98+5
Ba 5+1 6+1 13+1 11+1 14+1 13+1 14+1 13+1 114 +1 116 7 147 +1 154 +6 27+1 27+2
In
230,606 nm
Cu 53+1 54+4 79+1 806 80+2 81+3 68+ 1 70+1 68+ 1 70+4 29+1 30+1 65+1 675
In
325,608 nm K 515+7 520+ 3 544 + 2 548 + 11 4917 494 £ 11 548 + 1 546 + 3 515+7 520+ 3 248+ 3 251+12 519+ 12 517+ 10

Pl: padrédo interno; MIP OES: espectrometria de emissdo dptica com plasma induzido por micro-ondas; ICP OES: espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado; B: cerveja Pilsen; C: cerveja
Malzbier; D:cerveja artesanal. *Concentragdo em pg L para Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Sr e Zn e em mg L™ para Ca, Mg, Na e K. **Padrdes internos usados apenas nas determinagdes por MIP OES.
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Conforme os dados da Tabela 3.9, é possivel destacar que o potassio foi o elemento que
apresentou maiores concentracfes em todas as amostras. O teor de K encontrado esté de acordo
com estudos anteriores [7, 10, 118]. A origem dessa espécie na cerveja, assim como 0s outros
macronutrientes, como calcio, magnésio e sodio, vem da matéria-prima (malte e lGpulo) ou das
leveduras. Diferentes niveis de sodio foram encontrados nas amostras analisadas, variando entre
51e171mg L™

Conforme discutido anteriormente, a presenca de Ni, Zn, Mn, Cu e Fe na cerveja
também pode estar relacionada a matéria-prima da bebida, pois tais espécies sdo
micronutrientes essenciais para as plantas. Entretanto, é recomendado um limite maximo de 0,1
mg Lt dessas espécies em amostras de cervejas [5]. Os dados da Tabela 3.9 mostram que os
valores encontrados nas amostras de cervejas analisadas foram abaixo do valor recomendado.
Trabalhos anteriores relataram concentracdes de Fe e Cu entre 0,09 - 4,2 mg L e entre 0,02 -
0,07 mg L%, respectivamente [49, 124].

As concentracdes de ferro e aluminio, para algumas amostras, ficaram abaixo do LQ:
10,1 e 15,4 pg L, respectivamente. As concentracdes de Ba variaram na faixa de 5-154 ug L
! sendo o maior valor obtido para a amostra de cerveja escura (Malzbier). As concentracdes de
Sr variaram de 52 a 475 g L%, com menor concentragdo para a amostra de cerveja escura. As
concentragdes previamente relatadas para essas espécies variaram entre 9,95-60,00 pg L™ e 50-
760 pg L para bario e estroncio, respectivamente [9, 120]. O cromo foi a espécies que
apresentou menor concentracdo em todas as amostras, com valores variando entre 30-36 g L
!, Alguns autores relataram valores entre 25,6-441,7 e entre 1,03-118,15 pg L™ [57, 124]. Os
resultados para o cobalto variaram entre 95-195 pg L. Embora esses elementos sejam
essenciais e contribuam para as necessidades dietéticas diarias, o conteido pode ser decorrente
da composicao dos ingredientes e de qualquer possivel contaminagdo no processo de fabricacédo
[45].

As diferengas encontradas nos valores de um mesmo analito para diferentes amostras
de cerveja podem implicar em diferentes caracteristicas das cervejas como aroma, sabor e
quantidade de espuma, e estdo diretamente ligadas ao processo de fabricagdo, origem da
matéria-prima, propriedades do solo onde os cereais e o lupulo foram cultivados bem como a
eficiéncia nas etapas de fabricacdo. Os valores encontrados se assemelham aos descritos na
literatura para a determinacéo de espécies inorganicas em cervejas utilizando técnicas analiticas
como ICP OES [7, 122, 130, 232], ICP-MS [9, 57, 123, 124], fluorescéncia de raios X por
reflexdo total (TXRF) [10], F AAS [11, 62] e GF AAS [93, 101].
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As concentragcBes de espécies inorganicas em amostras de cerveja encontradas em

trabalhos anteriores estdo relatadas na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 Concentracéo de espécies inorganicas em amostras de cervejas. (continua)
Analito Tipo de cerveja Faixa de concentracdo  Valor médio  Referéncia
Co comercial; artesanal 0,08 -0,57" 0,19 [123]

pale barley; dark barley; pale 0,169 - 0,481" 0,270 [9]
wheat; dark wheat
Al comercial 64,6 — 2617,6" 538 [124]
pale barley; dark barley; pale 70,1 - 223" 122 [9]
wheat; dark wheat
pilsen; ndo alcodlica; dark -- 10 [93]
pilsen 10 — 225* 55 [7]
Sr pale barley; dark barley; pale 50,7 - 212" 123 [9]
wheat; dark wheat
comercial 100 — 760" 280 [120]
Cr comercial 25,6 - 441,7" 156,6 [124]
artesanal 1,03-118,15" 12,2 [57]
pilsen 10 — 104* 33 [7]
Fe artesanal 2,11 -73,29" 19,5 [57]
lager, dark; de baixo teor 57 — 1065" 240 [49]
alcodlico
lager 94,8 -107,3* 101,4 [130]
lager 80 — 345* 216 [62]
Mn comercial 422317 82 [124]
comercial 30 - 260" 150 [120]
pilsen; ndo alcodlica; dark 110 — 355* 205 [233]
lager 70 — 165* 142 [62]
Zn commercial; artesanal 550 — 2580" 1416 [118]
comercial 10 - 980" 30 [120]
pilsen; ndo alcoolica; dark 52-231* 160 [233]
pilsen 10 - 87* 39 [7]

-- ndo mencionado; *concentracdo em pg L*; **concentracdo em mg L.
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(concluséo)

Analito Tipo de cerveja Faixa de concentracdo  Valor médio  Referéncia
Ni comercial 5,2-187,1" 36 [124]
artesanal; comercial <7-1130" 160 [10]
Ba comercial 52757 26 [124]
pale barley; dark barley; pale 9,95 - 60" 23 [9]
wheat; dark wheat
comercial 10 - 50" 30 [120]
Cu comercial 25,9 - 73,6* 50 [124]
artesanal 16,64 — 3670,30* 1530,13 [57]
pale barley; dark barley; pale 27,3 - 109* 81,3 [9]
wheat; dark wheat
pilsen; ndo alcodlica; dark 38 — 160* 109 [233]
lager 71 - 114* 104,5 [62]
Ca lager, dark; de baixo teor 19,8 - 107,9™ 57 [49]
alcodlico
commercial; artesanal 5,6—127,0" 38 [118]
pilsen 15 - 40** 23 [7]
Mg lager, dark; de baixo teor 43,1 -266,6™ 84,4 [49]
alcoolico
comercial; artesanal 456 —96,6™ 71 [118]
pilsen 29 - 85** 55 [7]
Na lager, dark; de baixo teor 8,36 — 103,03™ 40 [49]
alcoolico
commercial; artesanal 27,8-91,6" 52 [118]
pilsen 12 - 69** 35 [7]
K lager, dark; de baixo teor 200,2 - 832,9™ 406 [49]
alcodlico
commercial; artesanal 245,6 - 636,0” 411 [118]
pilsen 223 - 407** 313 [7]

-- ndo mencionado; *concentragdo em pg L; **concentragdo em mg L.
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3.5 Conclusotes

O método proposto permitiu a determinacéo de Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Sr, Zn,
Ca, Mg, Na e K em amostras de cervejas por MIP OES empregando a calibragdo externa com
a padronizacdo interna. Cada analito respondeu de maneira diferente quando a padronizacao
interna foi aplicada, melhorando a exatidao e o desempenho analitico geral do método. Embora
a introducdo direta da amostra no equipamento ndo tenha sido possivel, a determinacao foi
possibilitada apds a simples diluicdo com uma solugéo de &cido nitrico, evitando assim, o pré-
tratamento demorado da amostra com aquecimento e reagentes concentrados. Parametros
analiticos, como LD, LQ, precisdo e exatiddao foram adequados ao objetivo do trabalho. O
método é de facil aplicacdo e implementacdo, demonstrando assim, que MIP OES é uma técnica

promissora para analises de rotina.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho possibilitou o desenvolvimento de estratégias analiticas para a
determinacdo de espécies inorganicas em amostras de cervejas. Os métodos desenvolvidos
demonstraram ser simples, rapidos e confidveis, empregando o minimo de preparo das amostras
e a viabilidade de calibracdo utilizando padrdes aquosos.

O uso de HR CS GF AAS/MAS permitiu a determinacdo Cl, Si e Fe através das
estratégias de determinacdo sequencial e simultanea. O uso de In como agente formador da
molécula de InCl mostrou ser vidvel, sendo a molécula de InCl termicamente estavel para a
determinacédo de Cl. Além disso, o uso da mistura Pd/Mg como modificador quimico garantiu
a eliminacdo de interferéncias e a estabilidade térmica dos analitos até o momento de
vaporizacdo/atomizacdo. O método mostrou ser eficiente para a determinacao desses analitos
em amostras de cervejas, entretanto, o uso de linha de absorcdo secundaria de Fe para
possibilitar a determinacdo simultdnea com o Si, implicou em menor sensibilidade analitica
para a determinacdo de Fe nas amostras. A combinacdo de tais estratégias mostrou-se vantajosa,
visto que, o tempo de analise é reduzido quando comparado aquele necessario para a
determinacdo dos trés elementos separadamente, impactando ainda, na maior vida atil do forno
de grafite e, consequentemente, no menor custo de analise.

O estudo da padronizacao interna demostrou a importancia da escolha correta do padrao
interno para a exatiddo do método em determinagfes multielementares em amostras de cervejas
por MIP OES. Além disso, foi evidenciado que um unico padrdo interno nao € suficiente para
a correcdo de todos os elementos em uma determinacdo multielementar. Fatores como
propriedades quimicas semelhantes do PI e do analito, bem como a escolha correta da linha de
emissdo de ambos, podem influenciar na eficiéncia da correcao do sinal analitico.

Como perspectivas futuras, pretende-se realizar um estudo sobre a aplicagéo e eficiéncia
de modificadores quimicos na determinacdo de ndo-metais via moléculas diatdmicas por HR-
CS GF MAS. Nesse caminho, planeja-se também o desenvolvimento de metodologia para a
determinacdo indireta de aminoacidos em cervejas através da determinacdo de N via molécula
de NO por HR-CS GF MAS.

Tendo em vista a importancia de conhecer a forma como as espécies metalicas estéo
disponiveis nas cervejas e o impacto que essas formas podem trazer a estabilidade da bebida e
a saude do consumidor, sugere-se desenvolver métodos que permitam a especiacao de Se, Fe,
Cu, Cr e As nesse tipo de amostra por técnicas de absorcdo ou emissdo atbmica. Em especial,

pretende-se investigar a determinacéo de arsénio por geracdo de hidreto em MIP OES, nesse
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caso HG-MIP OES, estratégia ainda pouco explorada utilizando esta técnica e que, ainda ndo
foi aplicada em amostras de cervejas.

Além disso, € interessante aplicar o meétodo desenvolvido no presente trabalho
utilizando a padronizacdo interna na determinacdo multielementar em grande quantidade de
amostras de cervejas por MIP OES e separar os resultados em grupos que distinguem as
similaridades e/ou diferengas entre as amostras atraves de técnicas de analise multivariadas,
com as metodologias de analise de componentes principais (PCA) e analise de agrupamento
hierarquico (HCA). Nesse sentido, também ¢é de especial relevancia determinar a
biodisponibilidade e bioacessibilidade de cada espécie analisada nas amostras para entender o

quanto elas podem ser absorvidas pelo organismo humano ao consumir a cerveja.
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APENDICES
Tabela 3.11 Parametros analiticos para a determinacdo multielementar em amostras de cervejas
por MIP OES com diferentes candidatos a PI. (continua)
Analito Padrdo interno LD, pg L? LQ, ug Lt Equacio de calibragio R?
(n=5)
Al Sem PI 6,00 19,7 le =47144x - 3524 0,9989
Be (313,107 nm) 4,60 15,4 Ic = 48737x — 7451 0,9996
Be (234,861 nm) 4,30 15,0 lc = 46015x-2734 0,9994
Be (265,062 nm) 4,50 158 I = 52369x -3616 0,9905
Ga (417,204 nm) 5,00 16,0 lc = 40868x - 1838 0,9996
Ga (294,364 nm) 4,70 155 lc = 59253x-14745 0,9864
In (230,606 nm) 5,70 20,4 lc = 41304x - 2022 0,9992
In (325,608 nm) 5,80 195 le = 43207x-2239 0,9994
Ba Sem PI 4,60 1,50 lc =354129x +574 0,9999
Be (313,107 nm) 6,60 2,22 lc = 366242x -30274 0,9989
Be (234,861 nm) 5,02 1,63 le= 345667X + 6237,04 0,9996
Be (265,062 nm) 6,50 2,01 le =366242x - 30274 0,9986
Ga (417,204 nm) 6,80 2,25 e =306975x + 10649 0,9995
Ga (294,364 nm) 4,80 1,60 Ic = 445339x - 83046 0,9928
In (230,606 nm) 4,20 1,40 Ic = 342227x — 5734 0,9998
In (325,608 nm) 7,95 2,75 lo= 324535x +8823,1 0,9997
Co Sem Pl 1,12 4,00 Ic = 12185x — 12 0,9998
Be (313,107 nm) 2,84 9,47 lc= 8966,1x - 1160,5 0,9966
Be (234,861 nm) 2,52 8,42 le= 8463,9x - 278,13 0,9998
Be (265,062 nm) 1,30 4,45 le=8111x -479 0,9992
Ga (417,204 nm) 10,8 35,0 le=751,7x - 131,99 0,9998
Ga (294,364 nm) 0,91 3,50 le= 10902 - 2487,8 0,9880
In (230,606 nm) 1,20 4,00 lc= 8379x -554 0,9991
In (325,608 nm) 2,46 8,13 le= 7947,1x- 197,23 0,9998
Cr Sem PI 0,25 0,85 lc =44675x -2577 0,9993
Be (313,107 nm) 0,56 1,87 lc =46188x - 6328,9 0,9963
Be (265,062 nm) 0,25 0,84 Ic = 41790X — 2842 0,9990
Ga (417,204 nm) 0,10 0,36 o= 38730x - 1047,3 0,9999
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Tabela 3.11 Pardmetros analiticos para a determinacdo multielementar em amostras de cervejas

por MIP OES com diferentes candidatos a PI. (continua)
Analito Padrdointerno  LD,pugL? LQ,ugL?' Equagéo de calibragéo R?
(n=5)

Cr Ga (294,364 nm) 0,45 1,50 lc=56115x - 13189 0,9876
In (230,606 nm) 0,35 1,18 lc=4170x -3211,4 0,9989
In (325,608 nm) 0,32 1,03 lc = 40945x- 1372,9 0,9997

Cu Sem Pl 0,79 2,70 lc =108423x - 1377 0,9999
Be (313,107 nm) 0,72 2,40 lc =112165x - 10217 0,9981
Be (234,861 nm) 0,66 2,22 1c=105823x + 369,57 0,9999
Be (265,062 nm) 0,72 2,34 le=112165x - 10217 0,9981
Ga (417,204 nm) 0,78 2,60 le= 91377x + 12726 0,9950
Ga (294,364 nm) 0,87 2,97 lc =136443x - 83046 0,9928
In (230,606 nm) 0,80 2,62 e = 104787x — 3238 0,9998
In (325,608 nm) 0,95 3,15 lc= 99351x +1890,2 0,9999

Fe Sem Pl 4,30 14,30 lc = 8875x - 175 0,9997
Be (313,107 nm) 3,35 11,10 lc = 9239 - 983,56 0,9913
Be (234,861 nm) 3,03 10,10 I = 8670x — 64 0,9998
Be (265,062 nm) 3,80 12,70 lc = 8376 x - 361,23 0,9993
Ga (417,204 nm) 3,60 12,00 lc = 7697 +62,12 0,9999
Ga (294,364 nm) 3,40 11,50 I = 11104x - 2001 0,9933
In (230,606 nm) 4,10 14,50 lc = 8030,4x + 32,10 0,9980
In (325,608 nm) 4,30 14,30 lc = 8180,4x + 33,13 0,9998

Mn Sem Pl 0,34 1,14 le = 47064x-1155,6 0,9999
Be (313,107 nm) 0,34 1,13 lc = 46808x + 2168,3 0,9883
Be (234,861 nm) 0,23 0,78 lc = 45937x — 389 0,9998
Be (265,062 nm) 0,30 0,98 lc = 44026x - 1501,9 0,9998
Ga (417,204 nm) 0,30 1,00 Ic =39680x + 4747,3 0,9951
Ga (294,364 nm) 0,27 0,89 lc= 59189 - 12339 0,9902
In (230,606 nm) 0,37 1,24 I = 39680x + 4747,3 0,9880
In (325,608 nm) 0,34 1,15 lo =43151x + 46,856 0,9999
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Tabela 3.11 Pardmetros analiticos para a determinacdo multielementar em amostras de cervejas

por MIP OES com diferentes candidatos a PlI. (continua)
Analito Padrdointerno LD, ugL* LQ,ug Lt  Equacdo de calibracgio R?
(n =5)

Ni Sem Pl 1,15 3,50 lc =16736x-531 0,9998
Be (313,107 nm) 1,15 3,81 lc= 14310x - 1871,7 0,9974
Be (234,861 nm) 0,88 3,00 lc= 16335x - 257,99 1
Be (265,062 nm) 1,54 5,13 lc = 15656 x-559,4 0,9996
Ga (417,204 nm) 1,17 3,90 le = 14506X — 5 0,9998
Ga (294,364 nm) 1,45 4,86 e =21053x-4408 0,9896
In (230,606 nm) 1,36 4,53 = 16174x -696,11 0,9995
In (325,608 nm) 1,34 4,48 lc= 15337x - 5,7005 0,9998

Sr Sem Pl 054 1,81 lc = 469438x+15291 0,9997
Be (313,107 nm) 0,46 1,50 Io = 485667 — 27046 0,9995
Be (234,861 nm) 1,08 3,62 lc = 44870x + 59934 0,9965
Be (265,062 nm) 0,65 2,18 lc = 439118 + 9120,4 0,9980
Ga (417,204 nm) 0,95 3,17 I = 395960x +69699 0,9944
Ga (294,364 nm) 0,96 3,20 1c=590853 - 95809 0,9943
In (230,606 nm) 071 0,23 lc= 453662 + 5975,5 0,9996
In (325,608 nm) 2,72 9,07 1c=430107x + 24988 0,9991

7n Sem Pl 6,60 22,0 lc = 967X +201 0,9906
Be (313,107 nm) 4,20 135 le = 912X +242 0,9983
Be (234,861 nm) 3,80 12,6 e = 930X + 238 0,9992
Be (265,062 nm) 11,71 12,78 lc = 901,25x +1092,8 0,9904
Ga (417,204 nm) 18,60 62,20 lc = 814,19x + 11456 0,9873
Ga (294,364 nm) 18,70 29,20 lc = 1275x - 1,021 0,9998
In (230,606 nm) 19,43 64,78 lc =942,33x + 1075 0,9919
In (325,608 nm) 17,84 26,10 I = 891,88x + 1080,4 0,9858

Ca Sem Pl 337 950 Ic = 882 - 156 0,9998
Be (313,107 nm) 201 670 lc = 909,3x -760,31 0,9988
Be (234,861 nm) 230 743 lc =875,28x - 521,8 0,9974
Be (265,062 nm) 330 975 Ic = 832-482 0,9991
Ga (417,204 nm) 300 970 e = 762x + 234 0,9996
Ga (294,364 nm) 310 965 = 763x +230 0,9993
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Tabela 3.11 Pardmetros analiticos para a determinacdo multielementar em amostras de cervejas
por MIP OES com diferentes candidatos a PI.

(concluséo).

Analito Padrdointerno LD, ugL* LQ, ug Lt Equacio de calibragio R?
(n=5)

Ca In (230,606 nm) 821 2738 lc = 852,75x - 267,47 0,9999
In (325,608 nm) 578 692 lc =8134,7x -94,1 0,9992

Mg Sem PI 10 33 lc =4863-2021 0,9989
Be (313,107 nm) 19 63 lc =129194x + 85243 0,9904
Be (234,861 nm) 53 177 lc =4821,2x - 4130 0,9978
Be (265,062 nm) 48 16 lc = 4584-3750 0,9983
Ga (417,204 nm) 10 30 lc=4211x — 292 0,9994
Ga (294,364 nm) 42 134 lc = 6079,1x - 12047 0,9877
In (230,606 nm) 27 92 lc =100000x + 188277 0,9865
In (325,608 nm) 32 18 lc = 4085x - 123 0,9986

Na Sem Pl 430 635 lc = 334,47x - 3045 0,9985
Be (313,107 nm) 442 626 lc = 334,24x - 3025 0,9952
Be (234,861 nm) 445 632 lc = 345,30x - 3085 0,9956
Be (265,062 nm) 450 630 lc = 325,42x - 3024 0,9866
Ga (417,204 nm) 434 626 lc = 325,47x - 3021 0,9980
Ga (294,364 nm) 420 620 lc = 328,72x — 3081 0,9988
In (230,606 nm) 448 640 lc = 267,62x - 3181 0,9865
In (325,608 nm) 436 638 lc = 284,23x - 3105 0,9898

K Sem PI 114 342 lc = 30371x+60021 0,9934
Be (313,107 nm) 115 340 lc = 12645x + 90147 0,9953
Be (234,861 nm) 110 335 lc=12352x + 82293 0,9923
Be (265,062 nm) 114 337 lc=11659x + 130533 0,9963
Ga (417,204 nm) 183 333 lc=10438x + 132518 0,9952
Ga (294,364 nm) 186 335 1c=38434x - 12037 0,9992
In (230,606 nm) 103 255 1c=11910x + 11710 0,9971
In (325,608 nm) 100 260 lc =11323x + 131253 0,9916
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Tabela 3.12 Determinagdo multielementar em amostras de cervejas por MIP OES com diferentes candidatos a PI. (continua)
Amostras
Analito Sem Pl Be 313.107 nm
B:1 B2 Bs Ba Bs Ci D: B1 B> Bs Bs Bs Ci D1

Co 1903 142+ 3 1304 169x1 9%+l 114+ 2 192+4 178+1 135+1 123+1 155+1 98+1 110+1 180+1
Al 35+1 30+1 <LQ <LQ 410+1 3001  49+1 41+2 31+1 <LQ <LQ 402+1  318+2 55+1
Sr 156+1 345+1 337411 486+1 456+1  52+1  138+5  131%1  328%3 3313  473%1 44632 52+1 129+1
Cr 25+1 28+1 2841 301 31+1 25+1 30+2 351 37+1 37+1 39+1 41+1 35+1 39+1
Fe 5242 9+1 <LQ <LQ 6342 <LQ 49+3 15+1 12£1 <LQ <LQ 60+1 <LQ 52+1
Mn 64+1 128+ 3 128+5 71+1 133+1 69+1 110+ 68+ 1 123+1 1231 731 1331 721 108 +2
Zn 103+2 58+1 99+1 143+1 1561 69+1 92+1 0+1 78+1 701 115+1 152+1 751 85+1
Ni 585+6 444+10 422+10 577+4 318+20 340+04 545+50 531 40+1 38+1 51+1 30+1 31+1 50+1
Ca 25+1 79+2 69+2 83+1 119+1 13+1 16+1 22+1 72+2 62+2 741 115+1 10+1 14+1
Mg 71+1 80+1 76+3 74+1 70+1 24+1 80+ 2 641 72:1 68+2 66+ 1 66+ 1 23+1 73+1
Na 41+1 50+1 55+1 70+1 170+ 1 98 +1 93+3 48+1 58+1 62+1 741 1711 102+1 1071
Ba <LQ 4+1 4+1 <LQ 118+1  154%1 121 <LQ 71 71 2+1 111+1  135+1 141
Cu 47+1 671 65+4 601 581 15+1 48+1 51x1 70£1 671 61+1 64+1 24+1 531
K 512+1 521+4 497+11 548+4  511+7 250+2 512.+14 510+1 5121  504+2  542+1  502+1  304%1  520%2

*Concentragio em ug L para Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Sre Zn e em mg L para Ca, Mg, Na e K.
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(continuacao)

Amostras
Analito Be 265,062 nm Be 234.861 nm
B1 B2 Bs B4 Bs Ci D1 B1 B2 Bs B4 Bs Ci D1

Co 1801 1401 1311 167x1 1001 1151 204 £ 10 1901 150+ 1 141+ 1 175+ 1 111+1 125+ 1 197+ 1
Al 41+ 1 36+1 25+1 <LQ 402 £ 2 29+1 56 +1 58+1 54+ 1 43+ 1 17+ 1 40+ 1 287+ 1 71+ 1
Sr 147+ 1 326+ 1 33z1 33z1 445+ 1 55+ 1 151+1 160+ 1 323+ 1 323+ 1 453+ 1 430+ 1 71+ 1 150+ 1
Cr 311 3/5x1 34x1 36x1 31x1 321 3B+l 50+ 1 52+ 1 52+ 1 54+ 1 55+ 1 50+ 1 531
Fe 50+ 1 73+ 1 <LQ <LQ <LQ <LQ 62¢1  52+1  83%2 <LQ <LQ 73+1 <LQ 67+1
Mn 66+ 1 126+ 1 13+1 751 135+ 1 73+ 1 120+ 1 88+1 1501 161+1 M0+1 145+ 1 91+1 134+2
Zn 110+ 1 58+ 1 97+ 1 136+ 1 170+ 1 72+ 1 90+ 1 108+1 57x1 9711 140+1 165+1 66+1 9311
Ni 54+ 1 32+1 41+ 1 56+ 1 31+ 2 331 57+ 1 53+ 1 41+ 1 40+ 1 53+ 1 31+1 321 51+1
Ca 24+1 74 +2 66 £ 2 79+2 115+1 14+1 18+1 25+ 2 731 65+ 1 78+ 1 112+ 1 15+ 1 18+ 1
Mg 66+ 1 76+ 1 74+ 1 72+ 1 68+ 1 24+ 1 83+ 1 65+ 1 731 71+ 1 70+ 1 66+ 1 26+ 1 751
Na 51+ 1 61+ 1 67+1 81+ 1 1831 110+ 2 122+1 50+ 1 59+ 1 65+ 1 77x1 66+ 1 103+ 1 109+ 1
Ba <LQ 51 61 <LQ 114 +1 1151 15+1 16+ 1 24+ 1 251 201 125+ 1 153+ 1 321
Cu 50+ 1 70+ 1 70+ 1 64+ 1 64+ 1 22+ 1 57+1 67+1 85+ 1 84+ 1 791 791 401 70+ 1
K 475+ 1 658+ 3 617+ 2 504+ 2 657+ 2 270+ 1 640+ 1 465+ 1 638+ 3 631+ 2 503+ 1 627+ 1 265+ 1 644+ 2

*Concentragio em ug L para Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Sre Zn e em mg L para Ca, Mg, Na e K.
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(continuacéo)

Amostras
Analito Ga 417,204 nm Ga 294,364 nm
Bl B2 B3 B4 B5 C1 D1 Bl B2 B3 B4 B5 C1l D1

Co 165+ 1 134+ 1 126+ 1 152+ 3 103+ 1 116+ 1 180+ 2 177+ 1 138+ 1 128+ 1 157+ 1 105+ 1 116+ 1 177+ 1
Al 33+1 28+ 1 16+ 2 <LQ 437+ 2 315+ 1 49+ 1 58+ 1 53+ 2 43+ 1 21+1 358+ 1 236+ 1 68+ 1
Sr 161+ 2 356+ 1 35+ 1 497+1 4901 518+ 1 152+ 1 147+ 1 295+ 1 286+1 4001 390+ 1 64+ 1 13241
Cr 23+1 26+ 1 25+ 1 27+ 1 29+ 1 23+1 31+1 50+ 1 52+ 1 51+ 1 53+ 1 54+ 2 50+ 1 53+ 1
Fe 12+1 <LQ <LQ <LQ 58+ 1 <LQ 53+ 1 301 28+1 10+1 <LQ 70+ 1 10+ 1 63+ 1
Mn 63+ 1 13+ 1 131+1 71x1 140+ 1 70+ 1 116+ 1 78+ 1 128+ 1 130+ 1 83+ 1 135+ 1 82+ 1 114+ 1
Zn 115+ 1 58+ 1 110£1 142+ 1 154+ 1 72+1 90+ 1 116+ 3 602 112+1 140+ 1 158+ 1 66x 1 95+ 1
Ni 605+4  405+1  433+3  610+4  322+2  347+1  538%2  490%3 376+ 2 360£1 4653 282+ 1 290+1 4551
Ca 261 771 701 831 1121 131 18+1 23+1 67+2 58+ 1 69+ 2 102+ 1 13x1 15+ 1
Mg 73x1 751 79+ 1 761 75+ 1 25+ 1 75+ 1 61+ 1 68+ 1 65+ 1 62+ 1 61+1 24+ 1 68+ 1
Na 53+ 1 60+ 3 64+ 2 703 174+ 3 94+ 1 98+ 1 52+ 1 63+ 1 63+ 1 74+ 1 171+ 1 94+ 1 97+1
Ba <LQ <LQ <LQ <LQ 118+ 1 155+ 1 71 16+ 1 23+2 23+1 18+1 114+ 2 138+ 2 29+ 1
Cu 47+ 1 68+ 1 66+ 1 60+ 1 61+ 1 14+ 1 51+ 1 63+ 1 80+ 2 76+ 1 72+1 73+1 38+ 1 64+ 1
K 425+ 1 538+ 1 570+ 1 553+ 1 544+ 1 263+ 1 547+1 4181 572+ 1 534+1 4341 563+ 1 235+ 1 273+ 1

*Concentragdo em ug L para Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Sre Zn e em mg L para Ca, Mg, Na e K.
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Amostras

Analito In 230,606 nm In 325,608 nm

Bl B2 B3 B4 B5 C1 D1 Bl B2 B3 B4 B5 C1 D1
Co 185+ 1 142+ 1 1301 164+ 1 96+ 1 1161 184+ 1 190+ 1 145+ 1 1341 168+ 1 102+ 1 1161 192+ 1
Al 301 13+1 14+ 1 14+ 1 390+ 1 143+ 1 201 43+ 1 381 301 301 401 301 56% 1
Sr 153+ 2 320+ 1 3101 4411 424+1 60+ 1 135 1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cr 39+1 42+1 42+1 44+ 1 45+ 1 41£1 44%1 34+ 1 37+1 36+ 1 38+1 40+ 1 34+ 1 38+1
Fe 21+ 1 18+1 <LQ <LQ 65+ 1 <LQ 58+ 1 161 12+1 <LQ <LQ 64+ 1 <LQ 56+ 1
Mn 73+ 1 130+ 2 130+ 1 80+ 1 136% 2 77+ 1 113+ 1 70+ 1 132+ 2 132+ 1 77+ 1 138+ 1 74+ 1 114+ 1
Zn 111+ 1 55+ 1 112+ 1 135+ 2 150+ 3 70+ 1 92+ 1 1102 54+ 1 110+ 1 132+ 2 152+ 1 72+ 1 93+ 2
Ni 534+2 409+ 1 387+ 1 532+ 1 301+ 1 314+1 4931 <LQ <LQ <LQ <LQ 612+ 1 247+ 1 13+1
Ca 23+ 1 73+ 1 63+ 1 761 112+ 1 15+ 1 12+1 24+ 2 78+ 2 68+ 1 81+ 1 121+ 1 11+1 14+ 1
Mg 77+ 1 761 71+ 1 70+ 1 67+ 1 23+ 1 75+ 1 68+ 1 78+ 1 74+ 1 72+1 69+ 1 24+ 1 77+ 1
Na 50+ 2 59+ 3 64+ 1 761 170+ 1 103+ 1 106+ 1 51+ 1 62+ 2 67+1 80+ 1 183+ 2 109+ 1 114+ 1
Ba 5+1 13+1 14+ 1 14+ 1 114+ 1 147+ 1 27+ 1 <LQ 8+1 8+1 2+1 117+1 147+ 1 15+ 1
Cu 53+ 1 79+ 1 80+ 1 68+ 1 68+ 1 29+ 1 65+ 1 54+ 1 74+ 2 72+1 66+ 1 66+ 1 24+ 1 55+ 1
K 512+ 1 544+1 4953 546+ 2 515+ 1 247+ 1 518+ 1 515+ 1 544+1 4911 548+ 1 515+ 1 248+ 1 519+ 1

*Concentragdo em ug L para Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Sre Zn e em mg L para Ca, Mg, Na e K.



