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Resumo: Compostos carbonilicos podem estar presentes em cervejas artesanais,
sendo provenientes do processo de fermentacéo. Este trabalho teve como objetivo
identificar e quantificar esses compostos em diferentes tipos de cervejas artesanais
utilizando HPLC-DAD. As amostras foram derivatizadas com solucao de 2,4-DNPH,
em meio acido. Apos, as amostras foram injetadas no sistema cromatografico. A
cerveja clara tipo pilsen apresentou a maior concentragao total de compostos
carbonilicos (13,72 mg L"). O aceltaldeido foi o C.C que apresentou as maiores
concentragbes (até 7,60 mg L') nas amostras analisadas. Torna-se necessario um
acompanhamento da concentragdo destas substancias na bebida devido aos
aspectos toxicoldgicos associados a ingestdao dos mesmos em bebidas alcodlicas.
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DETERMINATION OF CARBONYL COMPOUNDS IN DIFFERENT
TYPES OF CRAFT BEERS

Abstract: Carbonyl compounds may be present in craft beers, coming from the
fermentation process. This work aimed to identify and quantify carbonyl compounds in
different types of craft beers using HPLC-DAD. The samples were derivatized with 2,4-
dinitrophenylhydrazine solution, in acid medium. Afterwards, the samples were
injected into the chromatographic system. Pilsen beer presented the highest total
concentration of carbonyl compounds (13.72 mg L-). Aceltaldehyde was the carbonyl
compound that presented the highest concentrations (up to 7.60 mg L") in the samples
analyzed. Monitoring of the concentration of these substances in the craft beers is
necessary due to the toxicological aspects associated with their ingestion in alcoholic
beverages.
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1. INTRODUGCAO

E fato conhecido que a cerveja é uma das bebidas mais consumidas em escala
global, abrangendo um vasto publico alvo. Observa-se um crescente aumento no
mercado de producdo e consumo de cervejas artesanais tornando necessario um
acompanhamento da qualidade final do produto. Sendo assim, evidencia-se a
importancia de ter conhecimento sobre a composicdo quimica da bebida,
principalmente pelo fato de alguns dos compostos presentes na mesma serem,
potencialmente prejudiciais a satde do consumidor. 1]

A producao de cerveja, basicamente, é dada a partir da fermentagdo do mosto
proveniente do malte, o qual ocorre devido a presenca de leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae, produzindo como produtos principais o alcool etilico
(C2H50H) e o dioxido de carbono (COz), além de outras substancias que compdem o
flavor caracteristico da bebida. Além disso, com a adi¢cao do lupulo, ocorre a formacéao
dos principais compostos responsaveis pelo sabor e aroma da bebida. 22

Entretanto, no processo de fabricacdo da cerveja, além da producédo das
substancias que compdem o flavor caracteristico da bebida, ocorre também a
formagao de compostos secundarios dentre os quais alguns podem ser prejudiciais a
qualidade do produto final. Dentre tais compostos, os compostos carbonilicos (CC)
apresentam grande importancia, tendo em vista sua capacidade de alteragdo nas
caracteristicas sensoriais da cerveja e, principalmente, o potencial toxicologico que os
mesmos possuem. Visto isso, a importancia em ter ciéncia das especificagdes e
possiveis riscos que cada um dos compostos analisados pode trazer ao organismo
humano torna-se evidente. ['4

Diante ao exposto, este trabalho teve como objetivo identificar e quantificar
compostos carbonilicos em diferentes tipos de cervejas artesanais utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, com o intuito de avaliar a qualidade do produto
final quanto a presencga dessas substancias.

2. METODOLOGIA

Amostras de cervejas artesanais (n = 13) de diferentes tipos foram adquiridas no
comércio da cidade de Salvador-BA, sendo elas, respectivamente: Cerveja de trigo
leve do tipo Weiss, Cerveja extra tipo pale ale, Cerveja extra escura tipo vienna lager,
Cerveja forte escura india pale ale, Cerveja clara tipo pilsen, Cerveja trigo extra com
coentro e aroma de laranja, Cerveja forte escura porter com café, Cerveja forte escura
tipo bock, Cerveja forte escura com aroma de baunilha ale, Cerveja Pilsen, Bebida
alcodlica mista, Cerveja forte imperial I.P.A e Cerveja puro malte leve.

As analises dos compostos carbonilicos foram realizadas em um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) da marca
Shimadzu, equipado com uma unidade de bombeamento de solvente quaternaria (LC-
20AT), um injetor automatico (SIL-20AHT), desgaseificador (DGU-205), forno para
coluna (CTO-20A) e uma interface controladora (CBM-20A). A separacgao
cromatografica foi realizada utilizando uma coluna da marca Shimadzu (250mm x



V S I I N T E C INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON INNOVATION AND TECHNOLOGY
SIMPOSIO INTERNACIONAL DE INOVACAO E TECNOLOGIA

g CIRCULAR ECONOMY | ECONOMIA CIRCULAR

4,6mm), acoplada & uma pré-coluna C18 da marca Hexis (12,6mm x 4,6mm). Agua
(solvente A) e acetonitrila (solvente B) foram utilizados como fase médvel, com as
analises sendo realizadas por meio de um gradiente de elui¢do: 0 - 2,0 min (45% B a
75% B); 2,0 — 10,0 min (75% B); 10,0 — 23,0 min (75% B a 100% B); 23,0 — 25,0 min
(100% B); 25,0 — 27,0 min (100% B a 50% B); 27,0 — 33,0 min (50% B a 45% B); 33,0
— 33,5 min (45% B). As analises foram realizadas com o forno na temperatura de 40°C,
fluxo de 1,0 mL min' e em comprimento de onda de 365 nm.

Precedendo os processos de analise das amostras, fez-se necessario o
procedimento de recristalizacdo do 2,4-DNPH (2,4-dinitrofenilidrazina), composto
utiizado na reagcdo de derivatizagcdo das amostras de cervejas artesanais, em
acetonitrila. A 2,4-DNPH reage com os compostos carbonilicos presentes nas
amostras, tornando-os detectaveis pelo detector de arranjo de diodos utilizado no
sistema cromatografico, por meio da formacdo das respectivas hidrazonas dos
compostos carbonilicos. Apds a recristalizacao da 2,4-DNPH, foi preparadauma
solugao estoque da mesma (0,081%), em acetonitrila, para que fosse utilizada no
processo de preparo das amostras de cervejas artesanais. P!

A derivatizacdo das amostras foi realizada pela reagdo quimica entre a
2,4 DNPH e os compostos carbonilicos presentes nas amostras, em meio acido. Para
isso, foram adicionados 375 uL de 2,4-DNPH (0,081%) e 18 yLdeacido fosférico (85%)
em cada uma das amostras de cerveja (1500 pL), de modo que se tinha um volume
final de 1893 pL. Em seguida, a mistura foi colocada em banho ultrassénico, por 20
min, filtrada em filtro de Teflon (0,45 ym) e injetada no sistema cromatografico.

Para a quantificacdo dos compostos carbonilicos, foram construidas curvas
analiticas a partir de uma solugdo padrdo contendo uma mistura dos seguintes
compostos: formaldeido, acetaldeido, acetona, acroleina, propionaldeido,
metacroleina, isobutiraldeido, butiraldeido, benzaldeido, cliclohexanona, valeraldeido,
m-tolualdeido, o-tolualdeido, hexanal e heptanal. As curvas analiticas apresentaram
concentragdes que variaram de 2 ug L' a 100 ug L™, preparadas por meio de diluigdes
sucessivas da solugdo estoque (1000 ug L-'), em acetonitrila. Antes da preparacgao
das curvas analiticas, realizou-se uma avaliagdo de dois solventes (etanol 40% e
acetonitrila) que poderiam ser utilizados nas respectivas diluicbes da solugao padrao
dos CC, afim de avaliar a influéncia da graduagéo alcodlica das bebidas no sinal
analitico. Dessa forma, optou-se pelo uso da acetonitrila na preparagao das curvas,
uma vez que os resultados para ambos os solventes foram significativamente
proximos.

Todas as amostras e padrbes foram injetados em triplicata no sistema
cromatografico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, o cromatograma resultante da analise de
um padrao de compostos carbonilicos e outro de uma das cervejas artesanais.
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Figura 1: Cromatograma do padrdao de compostos carbonilicos com concentragédo de 40 ppb
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A Figura 3 mostra que a graduagao alcodlica nao foi um fator que promovesse
comprometimento do sinal analitico durante a construgdo das curvas analiticas e
posterior quantificagdo dos CC nas amostras de cervejas artesanais.

Figura 3 — Avaliacdo de dois solventes diferentes (etanol 40% e acetonitrila) na preparagéo
das solugbes padrao dos compostos carbonilicos. ldentificacdo dos compostos: 1-
formaldeido; 2- acetaldeido; 3- acetona; 4- acroleina; 5- propionaldeido; 6- crotonaldeido; 7-
metacroleina; 8- isobutiraldeido + butiraldeido; 9- benzaldeido; 10- cicloexanona +
valeraldeido; 11- o-tolualdeido + m-tolualdeido; 12- hexaldeido; 13- heptanal.
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As concentragdes dos CC identificados nas amostras de cervejas artesanais
analisadas estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Faixa de concentragdo dos compostos carbonilicos identificados em amostras de
cervejas artesanais

Composto carbonilico Faixa (mg L)* Composto carbonilico Faixa (mg L")*
formaldeido 0,20-1,45 isobutiraldeido + butiraldeido ND - 0,03
acetaldeido ND - 7,60 benzaldeido ND - 1,30

acetona ND cicloexanona + valeraldeido ND - 0,11
acroleina ND - 3,54 m-tolualdeido + o-tolualdeido ND - 2,85
propionaldeido ND -0,15 hexaldeido ND -0,12
metacroleina ND - 2,35 heptanal ND -7,20

*ND = nao detectado

O aceltaldeido foi o composto carbonilico que apresentou as maiores
concentragdes dentre os compostos analisados, como evidenciado nas amostras 5,
6 e 12 (Cerveja clara tipo pilsen, Cerveja trigo extra com coentro e aroma de laranja,
Cerveja forte imperial I.P.A), com concentragdes de 7,60 mg L, 4,93 mg L' e 5,35
mg L', respectivamente. Foi possivel notar que o acetaldeido foi o que estava
presente com maior frequéncia nas amostras analisadas. Este composto,quando em
grandes concentragdes, apresenta caracteristicas toxicas ao organismo, tendo em
vista que o mesmo tem demonstrado um potencial embriotoxico, teratogénico e
mutagénico. Além disso, a substancia tem forte ligacdo com a ocorréncia de
intoxicagao alcodlica, tornado evidente a importancia no controle de sua concentragao
em bebidas alcodlicas. Apesar de nao haver um limite maximo estabelecido para
concentragédo de acetaldeido em cervejas, outras bebidas sdo regulamentadas pela
legislagao brasileira, tais como aguardente (30mg/100mL de alcool anidro), conhaque
(40mg/100mL de alcool anidro), destilado simples de uva (40mg/100mL de alcool
anidro).!

Outro composto em destaque nas amostras foi o heptanal, visto que, embora
nao tenha apresentado niveis de concentragédo altos, nas amostras 8 e 9 (Cerveja
forte escura tipo bock e Cerveja forte escura com aroma de baunilha Ale), o mesmo
apresentou concentracdes relativamente maiores que as demais amostras, sendo5,14
mg L' e 7,20 mg L, respectivamente.
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Com relag&o aos tipos de cervejas artesanais analisadas, a amostra 5 (Cerveja
clara tipo pilsen) apresentou a maior concentracao total de compostos carbonilicos
(13,72 mg L"), seguido pelas amostras 12 (Cerveja forte imperial I.P.A), com 9,37 mg
L' e 9 (Cerveja forte escura com aroma de baunilha ale), com 9,34 mg L. Por outro
lado, a amostra 2 (Cerveja extra tipo Pale Ale), mostrou a menor concentragéo de
carbonilicos totais (0,24 mg L ")dentre as amostras analisadas, cerca de 10 vezes
menor que a amostra 10 (Cerveja Pilsen) que apresentou a segunda menor
concentragdo total de CC (2,77 mg L™).

Também ¢é possivel notar que, de um modo geral, o propionaldeido, acetona,
metacroleina, benzaldeido, ciclohexanona, valeraldeido e heptanal, apresentaram
concentragdes significativamente baixas, sendo que alguns destes compostos nao
foram detectados nas amostras analisadas.

4. CONCLUSAO

Pode-se inferir que por meio de um método simples, foi possivel identificar e
quantificar compostos carbonilicos em cervejas artesanais de diferentes tipos. Devido
a identificacdo da presenga de um numero relativamente alto de compostos
carbonilicos identificados nas amostras de cervejas artesanais, torna-se necessario
um acompanhamento da concentragcdo destas substancias na bebida devido aos
aspectos toxicologicos associados a ingestao dos mesmos em bebidas alcodlicas.
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