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Resumo - A revalidacdo de métodos de analise para determinacdo do teor alcodlico das cervejas tem
ganhado importancia devido ao crescimento do nimero de produtores artesanais e microcervejarias,
assim como o seu elevado consumo. Este estudo teve como objetivo revalidar um método para
determinac@o do teor alcodlico no laboratério LEQ 4 do CCAE-UFES. Neste trabalho foram
consideradas as normas técnicas para analise de cervejas e revalidacdo de métodos de analises.
Foram utilizadas solug®es hidroalcodlicas com diferentes concentragdes (solucdo padrdo); amostras
de cervejas artesanais, fortificadas com &lcool absoluto e diluidas com agua destilada. As metodologias
de andlises utilizadas foram: alcoometria, picnometria e refratometria; sendo avaliadas quanto a sua
precisdo, exatiddo e linearidade. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticdes para solugbes de diferentes concentragbes, e para diferentes amostras de cervejas
artesanais. O desempenho dos métodos variou entre os analitos, porém considerando o desempenho
junto com a simplicidade no manuseio recomenda-se 0 método da alcoometria.
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Area do Conhecimento: Engenharias- Engenharia Quimica

Introducéo

A cerveja € uma bebida carbonatada, produzida a partir do malte de cevada, do lUpulo, levedura e
agua. A sua producdo consiste na moagem do grdo, mosturacdo, filtracdo, fervura, fermentacao,
maturagdo, carbonatacéo, envase e pasteurizacdo (AQUARONE, 2001). No contexto moderno, o
consideravel crescimento da indUstria cervejeira nas vertentes de maior escala, assim como no ramo
artesanal, resulta em um mercado competitivo que exige um aperfeicoamento das técnicas de
producdo, assim como a devida padronizacdo das andlises, onde o objetivo € obter resultados
confiaveis, o que auxilia na padronizagao do produto e o torna mais competitivo em um mercado com
grande concorréncia (NARDI, 2018).

A revalidacdo dos métodos de andlises é um procedimento necessario para garantia da
confiabilidade dos resultados gerados em cada laboratério. A revalidacdo do método e treinamento do
técnico séo ferramentas que podem garantir que o laboratério possua uma estrutura consistente para
que os analistas posssam executar 0s procedimentos com precisdo, exatidao e linearidade
necessaria(ANVISA, 2003).

A precisdo é definida como o grau de repetibilidade dos resultados das andlises individuais,
aplicados a uma mesma amostra e em condi¢cdes homogéneas de ensaio (SOUZA, 2007). Ja a exatidao
€ definida como a proximidade dos resultados do método analitico em estudo em relagdo ao valor
verdadeiro (ANVISA, 2003). Um método atinge a linearidade, quando os seus resultados estdo
numericamente dentro da faixa de interesse, sendo os valores mais proximos aos limites superiores e
inferiores desconsideraveis. A linearidade é avaliada pelo coeficiente de correlacdo r. Para fins de
confiabilidade dos resultados, é importante que as medi¢gfes estejam dentro de uma faixa de resposta
linear. Isso significa que para uma mudanca de valores na variavel, ou seja, ao executar um
determinado método de analise, considerando tal variagcdo, ha uma proporcionalidade nos resultados
obtidos. Essa proporcionalidade pode ser associada a uma equac¢éo de uma reta que resulta em uma
linearidade (SOUZA, 2007).

Com a importancia da confiabilidade e comparabilidade de resultados, diversos testes sao
realizados em laboratérios, sendo que estes devem tomar as medidas apropriadas que assegurem a
capacidade de produzir os resultados esperados. Os métodos validados sdo baseados na norma ABNT
NBR I1SO 5725 (ABNT, 2018).
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Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo revalidar um método de andlise para
determinac&o do teor alcodlico de cervejas artesanais no laboratério LEQ 4 do Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo.

Metodologia

O teor alcodlico foi analisado por trés métodos: alcometria, picnometria e refratometria; em solugéo
padrdo (Tabela 1) e em amostras de cervejas (Tabela 2). As amostras foram descarbonatadas e
destiladas (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2008). Os parametros utilizados para aferir a revalidacdo do
método foram linearidade, preciséo e exatidao.

Foram preparados 100 mL de solucdo padréo utilizando agua destilada e alcool (95,4 °GL) em
diferentes concentracdes conforme ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1- Amostras de solugdes de referéncia hidroalcodlicas

Solucéo Volume de alcool (mL) Teor alcoblico

(GL)
1 1 0,99
2 3 2,98
3 5 4,98
4 7 6,97
5 9 8,96
6 11 10,95
7 13 12,94
8 15 14,93

Fonte: Os autores.

A solucéo padrdo, em diferentes concentracbes e em trés repetices foi utilizada para aferir a
precisdo, exatiddo e linearidade dos métodos testados.

Para calcular a linearidade em amostras de cervejas reais, utilizou-se uma cerveja do estilo
Dortmund Export em concentragdo normal, diluida e fortificada com &lcool (Tabela 2).

Tabela 2— Amostras de cervejas diluidas com agua e concentradas com alcool

Amostra Alcool (mL) Agua (mL) Cerveja (mL) Concentracéo tedrica (°GL)
1 0 50 50 2,50
2 25 75 3,75
3 0 0 100 5,00
4 1 0 99 591
5 3 0 97 7,72
6 5 0 95 9,53
7 7 0 93 11,34

Fonte: Os autores.

Com os métodos revalidados, realizou-se uma aplicagdo, ou seja, a determinagdo do teor alcodlico
em 3 tipos diferentes de cerveja sendo trés tipos de cervejas artesanais: Al (Dortmund Exporter); A2
(IPA); A3 (American Lager). Foram calculadas as médias do teor alcodlico nos diferentes estilos de
cerveja, e a precisdo conforme expresso na Tabela 3 dos resultados.

Todas as amostras de cerveja foram descarbonatadas e destiladas para a medicdo do teor
alcodlico utilizando trés metodologias: alcoometria por meio de leitura direta um alcoémetro (0 a 40°GL);
refratometria utilizando um refratbmetro de bancada da marca ATAGO DR-Al ABBE; e densidade
relativa utilizando picndmetro e balanca analitica sendo que o teor alcéolico nesse caso é obtido em
tabela de densidade relativa x teor alcodlico. Todos os procedimentos foram feitos segundo INSTITUTO
ADOLF LUTZ (2008).

Seguindo a recomendacédo da norma ABNT NBR ISO 5725, foi calculado o coeficiente de variacao
(CV) dos dados coletados para a avaliagcdo da precisdo (ABNT, 2018), conforme a Equacéo 1.
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CV= (DP/CMD)nx 100 (1)
onde DP é o Desvio padrdo e CMD é a concentragdo média determinada

De acordo com a ANVISA, para que o método seja considerado preciso, os valores do CV devem
ser inferiores a 5%. Quanto menor o coeficiente de variagdo, maior a precisdo do método.

A exatiddo dos métodos foi calculada pela Equacéao 2.

Exatiddo = (Cm/Ct) x 100 (2)
onde Cm é a concentragdo média experimental e Ct é a concentragdo tedrica.

Quanto mais préoximo de 100%, melhor é a exatiddo de um método, admitindo-se valores
superiores e inferiores a esta porcentagem. Por exemplo, se a metodologia apresentou exatidao
superior a 100%, significa que o valor medido esta acima do valor teérico esperado, se a exatidao for
inferior a 100%, significa que o valor medido esta abaixo do valor tedrico esperado.

A linearidade é definida pelo coeficiente de correlacédo linear (r) que é calculado pela raiz do
coeficiente de determinagéo (r?) gerado no grafico, quanto mais préximo de 1 for o r melhor a curva
padrdo obtida. Para que um método seja considerado adequado, seu r deve ser superior a 0,99. No
gréfico é gerado o seu coeficiente de determinacao (r2), portanto é calculado o coeficiente de correcéo
(ANVISA, 2003).

Resultados

A partir das solugdes preparadas conforme a Tabela 1 e com dados coletados de indice de refragao
medidos pelo refratdmetro da solucao padrdo em diferentes concentra¢des em fungéo do teor alcodlico
tedrico, foi possivel ajustar um modelo conforme ilustrado na Equacgédo 3. Este modelo foi usado para
determinar a concentragdo de alcool por refratometria a partir da leitura do indice de refragdo das
amostras destiladas.

y = 0,0005x + 1,3323 (3)

Onde y é o indice de refracao e x € a concentragdo de alcool em °GL.

Na Figura 1, estdo apresentados os graficos (A, B e C) da concentragcéo alcodlica média medida
em funcdo da concentracdo alcodlica tedrica, para cada uma das trés metodologias, a equagédo do
modelo e o coeficiente de determinacdo médio (r2). Além disso, estd ilustrado a precisdo média e a
exatiddo média para os trés métodos (Figura 1 D).

. Figura 1 —Concentragéo alcoodlica média medida em fungéo da concentragdo alcodlica tedrica no (A)
Refratdbmetro (B) Alcodmetro (C) Picndmetro ; (D) Média da precisao e exatidao para as trés
repetices de cada umas das metodologias: Alcoometria; Refratometria e Picnometria.
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Fonte: Os autores.

&)

Analisando a Figura 1, é possivel verificar que, para as solucdes de referéncia, a refratometria
apresentou um r2 médio de 0,9938(r=0,9968) , precisdo média de 18,94% e exatidao de 123,92%; A
alcoometria apresentou um r2 médio de 0,9942(r=0,9970), precisédo média de 7,38% e exatiddo média
de 102,23%; A picnometria apresentou r2 médio de 0,9946(r=0,9973) , precisdo média de 10,87% e
exatiddo de 105,39%.

Na Figura 2, estao apresentados os graficos da concentracdo medida em funcdo da concentragéo
tedrica das amostras de cervejas fortificadas e diluidas.

Figura 2 - ConcentragBes medidas em fun¢é@o da Concentragéo tedrica das amostras de cervejas
diluidas e fortificadas no (A) Refratdmetro (B) Alcoémetro (C) Picndmetro ;
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Fonte: Os autores.

Nas analises de cervejas fortificadas e diluidas, o r2 do refratbmetro foi de 0,9882(r=0,9940),
enquanto o alcodbmetro apresentou 0,9813(r=0,9906) e o picnémetro 0,9930(r=0,9965).
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Na Tabela 3 estdo expressas as médias de teor alcodlico e precisao calculadas em 3 diferentes
estilos de cervejas, por meio dos trés métodos.

Tabela 3 — Comparacéo de Teor alcodlico dos métodos para diferentes cervejas artesanais

Método Alcoometria Picnometria Refratometria
. Teor . A Teor o Teor -
Tipo o Preciséo e Preciséo b Precisédo
Cerveja Alcodlico (%) Alcodlico (%) Alcodlico (%)
(°GL) (°GL) (°GL)
A1 4,50 3,85 4,80 7,3164 5,20 3,84
Az 5,00 5,77 5,30 9,8041 4,17 17,02
As 4,00 1,44 4,60 11,2959 4,80 10,48
Média - 3,68 - 9,47 - 10,44
A-Amostra

Fonte: Os autores.

Comparando as metodologias em diferentes estilos de cerveja; a alcoometria obteve a menor
precisdo média, de 3,68%, enquanto que a picnometria obteve uma precisdo média de 9,47% e a
refratometria obteve a maior precisdo média, de 10,44%.

Discusséao

Ao analisar-se os resutados da Figura 1, para solugbes hidroalcodlicas, todos os métodos
apresentaram coeficiente de correlacdo maiores que 0,99, portanto, a linearidade do métodos esti
dentro do considerado ideal, a picnometria foi 0 método que apresentou maior valor de r (0,9973),
sendo, portanto, a metodologia com maior linearidade para solu¢des hidroalcodlicas que apresenta a
melhor proporcionalidade entre os resultados obtidos e a concentracdo tedrica. Quanto a preciséo e
exatidao, a alcoometria apresentou o melhor resultado, com um CV de 7,38% e exatidao de 102,23%,
avaliando a preciséo, a alcoometria € a melhor metodologia quanto a variagdo das medi¢des entre as
repeticdes, porém o valor é superior ao 5%, preconizados pela ANVISA. Essa menor precisdo pode ter
ocorrido devido a pequenos erros experimentais. Ja no que se refere a exatiddo, o método da
alcoometria foi 0 que apresentou valores mais préoximo de 100%, o que indica maior exatidao.

Ao analisar-se os resultados da Figura 2, no que se refere as linearidades , todos os métodos
apresentaram coeficiente de correlacdo maiores que 0,99; a picnometria foi o método que apresentou
maior coeficiente (r=0,9965). Com isso o picnémetro é o equipamento que apresenta a melhor
proporcionalidade entre os resultados obtidos e a concentragdo tedrica das solugbes diluidas e
fortificadas.

Ao analisar-se os resultados da Tabela 3, para aplicagédo da revalidagdo do método de andlise do
teor alcodlico, a precisdo para os trés métodos aplicados aos trés tipos de cervejas, 0 método que
apresentou a melhor precisdo foi a alcoometria, com um valor de CV médio de 3,68% sendo inferior
ao 5 % permitido pela ANVISA. Quanto menor for o coeficiente de variagdo (CV) mais preciso é o
método.

Para pequenos produtores de cerveja artesanal e microcervejarias, o alcobmetro é o método mais
indicado pois além da simplicidade e baixo custo ele apresentou menor variagdo entre os resultados
obtidos.

Nas condi¢des experimentais do estudo, o0 método da alcoometria foi preciso dentro do limite de
5% apenas em dois estilos de cervejas artesanais: Ai(Dortmund Exporter) e As(American Lager),
enquanto a refratometria foi preciso em apenas um estilo:Ai(Dortmund Exporter).

Conclusao

Todo laboratério que deseja prestar servigos realizando analises fisico-quimicas de cerveja deve
possuir um manual de analise revalidado. O analista deve fazer pré-testes e treinamento para executar
as andlises com precisédo, exatidao e repetibilidade

Os trés métodos de determinacéo de teor alcodlico apresentaram linearidade e exatidao dentro dos
limites aceitaveis, permitindo a escolha de qualquer um deles a depender das condi¢des do laboratério,
treinamento e preferéncia do analista. Porém, apenas os métodos de refratometria e de alcoometria
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apresentaram preciséo dentro do limite aceitavel. Assim, de acordo com os resultados e devido a maior
simplicidade de manuseio e menor investimento, recomenda-se o método da alcoometria.
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