UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

LAIZA LEAL SIQUARA

CARACTERIZACAO QUIMICA DE CONSTITUINTES VOLATEIS DE LUPULOS
CULTIVADOS NO BRASIL

VICOSA - MINAS GERAIS
2020



LAIZA LEAL SIQUARA

CARACTERIZACAO QUIMICA DE CONSTITUINTES VOLATEIS DE LUPULOS
CULTIVADOS NO BRASIL

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em Engenharia Quimica, para
obtengao do titulo de Magister Scientiae.

Orientador: Alexandre Fontes Pereira

Coorientadora: Patricia Fontes Pinheiro

VICOSA - MINAS GERAIS
2020



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da
Universidade Federal de Vigcosa - Campus Vigosa

il

Siquara, Laiza Leal, 1994-
S618c Caracterizacdo quimica de constituintes volateis de lipulos
2020 cultivados no Brasil / Laiza Leal Siquara. - Vicosa, MG, 2020.

64 f. : il. (algumas color.) : 29 cm.

Inclui anexos.

Orientador: Alexandre Fontes Pereira.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: £.51-55.

L. Humulus Lupulus. 2. Extracdo (Quimica). 3. Mantiqueira,Serra
da (MG-SP). I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Quimica. Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Quimica.

I1. Titulo.

CDD 22 ed. 660.2842




LAIZA LEAL SIQUARA

CARACTERIZACAO QUIMICA DE CONSTITUINTES VOLATEIS DE LUPULOS
CULTIVADOS NO BRASIL

Dissertagio apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdao em Engenharia Quimica, para

obtengdo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 29 dc maio de 2020.

Assentimento:

aiza Leal Siquara

Autora

R
r &
li/" UJ)C")’Y‘\')--J. K b MR D

Alexandre Fontes Pereira
Orientador




AGRADECIMENTOS

Agradego a Deus por me tornar capaz de chegar até aqui. Aos meus pais, Zita e Marcos, ¢ minha
irma Aida por estarem sempre ao meu lado, me mandando palavras de conforto quando mais
precisei. As minhas amigas Lorena e Anna Luisa, pela parceria e amizade formada desde o
principio e que levarei para o resto da vida; Flavia pela amizade, companheirismo e paciéncia
que sempre teve comigo; lara por ter me acolhido maravilhosamente bem em Vigosa e ndo ter
medido esfor¢os para me ajudar. Ao meu orientador Alexandre que sempre me acalmou nos
momentos de desesperos. A minha coorientadora Patricia, extremamente solicita, que me
ensinou que com competéncia e fé chegamos aonde a gente quiser. Aos produtores de lupulo
Filipe Monteiro, Rodrigo Veraldi e Paulo Cordeiro (in memoriam) que tornaram possivel a
realizacdo deste trabalho. Aos colegas de laboratorio Fébio, Tatiany, Romulo, Michelle e
Kerolay por tornarem o ambiente de trabalho mais leve e divertido. Aos técnicos do DEQ
Ricardo, Vandick, Luciana, Patricia, Abelardo e Aloirta que sempre estiveram muito dispostos
a me ajudar. A professora Rita que me ajudou muito durante todo o mestrado, seja com as
matérias ou com as papeladas da monitoria. A Camila e a todos do Laboratorio Central Analitica
de Alegre que me ajudaram quando mais precisei. A professora Carla e a Ana por toda
receptividade e paciéncia que tiveram durante o tempo na UFU. Ao Alex por todo suporte dado
em Uberlandia. Ao meu amigo de sempre Vitor Gabriel por ter me ajudado durante a reta final
do trabalho. A todos os meus amigos que sempre acreditaram em mim e vibram com todas as
minhas vitérias. O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento
001.



RESUMO

SIQUARA, Laiza Leal, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2020. Caracterizaciao
quimica de constituintes volateis de lapulos cultivados no brasil Orientador: Alexandre
Fontes Pereira. Coorientadora: Patricia Fontes Pinheiro.

O lipulo é um insumo importante para a fabricacdo de cerveja, contém, dentre outros
compostos, Oleos essenciais € resinas, responsaveis por conferirem aroma € amargor,
respectivamente. O lupulo ¢ tipico de paises de clima frio, sendo importado pelas industrias
brasileiras. Comecou a ser cultivado no Brasil nos ultimos anos, com novas variedades, sendo
que a Mantiqueira adaptou-se em diferentes estados do Brasil, necessitando de estudos para
identificacdo de compostos que conferem amargor e aroma as cervejas. O objetivo deste
trabalho foi obter extratos de lupulos brasileiros, da variedade Mantiqueira cultivados nos
estados de Sao Paulo e Minas Gerais e identificar os compostos volateis extraidos. Foram
seguidas metodologias de microextragdo por fase solida modo headspace (HS-SPME),
hidrodestilacdo (HD) e extragdo com CO; supercritico (SC) em que foram testadas as pressoes
de 80 e 110 bar e temperaturas de 40 e 60 °C. Os perfis aromaticos do lupulo da variedade
Mantiqueira cultivados em Sao Paulo e Minas Gerais (HS-SPME) tiveram como principal
caracteristica seu sabor e odor frutado, amadeirado, picante e citrico. As amostras de Sao Paulo
e Minas Gerais dos lupulos in natura apresentam maiores propor¢des de hidrocarbonetos
sesquiterpenos e hidrocarbonetos monoterpenos. O B-mirceno foi o composto de maior
concentragdo nas duas variedades no lupulo in natura, entretanto nas extragcdes com CO»
supercritico ¢ na hidrodestilacdo ele foi identificado em menores proporgdes, por ser um
composto muito sensivel a oxidacdo e muito volatil. O composto cis-B-farneseno que €
predominante no lipulo cultivado em Sdo Paulo e em Minas Gerais, s6 foi identificado na
hidrodestilacdo. Cada metodologia de extragdo revelou um perfil de compostos volateis
diferentes. A microextragdo em fase so6lida modo headspace ocorreu em menos tempo, utilizou
menos amostra e identificou muitos compostos. Entretanto, ¢ uma técnica empregada apenas
para identificagdo de compostos, € ndo para produzir extratos comerciais. A hidrodestilagdo
apresentou-se como uma metodologia pouco aplicavel, por apresentar um rendimento muito
inferior ao esperado. Por outro lado, os perfis de volateis indicaram semelhancas consideraveis
com os perfis dos lapulos in natura. A condig¢ao de extragdo supercritica, 110 bar e 40 °C foi a
que apresentou maiores rendimentos. Extratos hidrodestilados proporcionam notas

amadeiradas, picantes, citricas e frutadas. Enquanto extratos obtidos por extragdo supercritica



sao predominantemente frutados, florais, mentolados e picantes. Logo, a variedade Mantiqueira
tem aplicacao comercial podendo ser utilizada, tanto em sua forma natural, quanto em forma

de extratos, nas etapas de fabricacdo da cerveja para conferir atributos sensoriais ao produto.

Palavras-chave: Humulus Lupulus. Mantiqueira. HS-SPME. Hidrodestilagdo. Extragdo
Supercritica. GC-MS.



ABSTRACT

SIQUARA, Laiza Leal, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2020. Chemical
characterization of volatile constituents of hops grown in Brazil. Adviser: Alexandre Fontes
Pereira. Co-adviser: Patricia Fontes Pinheiro.

Hops are a raw material of great importance for the manufacture of beer. Containing, among
other compounds, essential oils and resins, responsable for beer aroma and bitterness,
respectively. Typically a cold country product, in recent years hops started also to be produced
in Brazil,with new varieties, Mantiqueira has well adapted in diffent states, opening the way for
studies and analysis of this product. The main goal of this work was to obtain Mantiqueira’s
Brazilian hops extracts, grown in the states of Sdo Paulo and Minas Gerais and to identify the
extracted volatile compounds. The Headspace Solid Phase Microextraction (HS-SPME),
hydrodistillation and supercritical CO, extraction methodologies were followed, on the latest
pressures of 80 and 110 bars and temperatures of 40 and 60 °C were tested. Mantiqueira hops
have shown a fruity, woody, spicy and citric aromatic profile. Samples from Sao Paulo and
Minas Gerais had higher proportions of sesquiterpene hydrocarbons and monoterpene
hydrocarbons. f-myrcene was the compound with the highest concentration in both varieties of
fresh hops, however in extractions with supercritical CO2 and in hydrodistillation this
compound was identified in smaller proportions, since it is a very sensitive to oxidation and
very volatile. Cis-B-farnesene, compound predominant in hops cultivated in Sdo Paulo and
Minas Gerais, it could be only identified in hydrodistillation. The headspace solid phase
microextraction occurred in less time, used less sample and identified many compounds.
However, HS-SPME is a technique used only to identify compounds, and not to produce
commercial extracts. Hydrodistillation methodology was not considered very applicable, as it
presents a much lower yield than expected, on the other hand,it’s volatile profiles indicated
considerable similarities with the hops profiles in natura. The condition of supercritical
extraction, 110 bar and 40 °C was the one with the highest yields. Hydrodistilled extracts
provide woody, spicy, citric and fruity notes. While extracts obtained by supercritical extraction
are predominantly fruity, floral, menthol and spicy. Therefore, brazilian Mantiqueira was found
to have commercial applicability and could be used, both in its natural form and in the form of

extracts, for brewing to confer sensory attributes to the product.

Keywords: Humulus Lupulus. Mantiqueira. HS-SPME. Hydrodistillation. Supercritical
Extraction. GC-MS.
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1 INTRODUCAO

A producdo de cerveja no Brasil apresentou uma tendéncia crescente nos ultimos 30
anos. Em 2008 existiam menos de 100 cervejarias registradas. Esse nimero cresceu e até 2019
foram registradas 1.209 unidades produtoras cuja os produtos somam aproximadamente 27.329
registros (MAPA, 2020), evidenciando a tendéncia do setor em diversificar seus produtos. Em
2018 a produg¢do mundial de cerveja atingiu 1,90 bilhdes de hectolitros, sendo o Brasil
responsavel pela produgdo de 141 milhdes de hectolitros. O pais € o terceiro maior produtor
mundial de cerveja, atras apenas da China (381 milhdes de hectolitros) e dos EUA (214 milhdes
de hectolitros) (BARTH-HAAS GROUP, 2019).

De acordo com a Legislacao Brasileira (DECRETO N° 6.871, DE 4 DE JUNHO DE
2009), art. 36, “cerveja ¢ a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto cervejeiro
oriundo do malte de cevada e agua potavel, por acdo da levedura, com adi¢do de lapulo™. Seu
sabor ¢ o resultado da combinacdo da escolha da matéria-prima, levedura, do tipo de
processamento bem como de compostos produzidos durante a fermentacdo e maturacio
(VENTURINI FILHO, 2016). Especificamente, cerveja especial, cerveja artesanal, cerveja
gourmet, sdo termos amplamente utilizados, mas que ndo sdo definidas na constituicao
brasileira (MULLER; MARCUSSO, 2017). De modo geral, esses sdo os nomes dados as
cervejas produzidas a partir de matérias-primas superiores, processadas de modo a enaltecer a
qualidade final do produto (CERVIERI JUNIOR, et al., 2014).

As cervejarias artesanais consistem em um mercado de nicho em ascendéncia no Brasil.
Os consumidores desse mercado prezam por variedades de caracteristicas e sensacdes que
incluem, dentre outros atributos, teores mais elevados de lupulo, sabor marcante de malte, cores
e espuma diferenciadas, frescor e presenca de ingredientes especiais. Todas essas caracteristicas
abrem espago mercadoldgico para a criagdo de diferentes estilos da bebida como as cervejas
Lager, Pilsen, Ale, Stout dentre outras (STRONG; ENGLAND, 2015).

Em se tratando do lupulo, o seu sabor caracteristico ¢ essencial para o impacto
organoléptico total da cerveja. Os seus componentes acrescentam ao produto caracteristicas
sensoriais como amargor ¢ aroma (GARCIA; CHAGAS, 2018). Este ingrediente também ¢
responsavel pela estabilidade do sabor, conservagdo da bebida (uma vez que sdo bactericidas
naturais) e pela retencdo da espuma (DRAGONE et al., 2007). Para fabricagdo de cerveja
utilizam-se apenas flores femininas do lipulo, pois sdo estas que contém a substancia lupulina.
Podem ser comercializados na forma de extrato, flores prensadas e na forma de pellets

(pequenas pelotas de flores prensadas) (RODRIGUES et al., 2015).
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Para evitar a degradagdo ou evaporacdo dos compostos responsaveis pelo amargor e
aroma, durante o armazenamento € o processamento, uma alternativa ¢ a utilizagao de extratos
de lapulo obtidos por meio de hidrodestilacao e extragdo supercritica com didxido de carbono.
Fazendo-se o uso de extratos, muitos problemas industriais sdo resolvidos como economia de
energia devido a falta de necessidade de manter o lupulo refrigerado, facilidade de
armazenamento e garantia da homogeneidade do produto (ZEKOVIC et al., 2014).

Até entdo todo o suprimento de lupulo do Brasil ¢ importado da Europa e Estados
Unidos, o que implica em um aumento do seu custo de compra e consequentemente do custo
da producdo da cerveja. A ideia de que o pais ndo apresenta as condi¢des climaticas favoraveis
ao cultivo do lupulo perdurou por muito. Entretanto, mediante manejo adequado, considerando
clima, solo e incidéncia solar nas diferentes regides do Brasil, hoje o lipulo ¢ cultivado em
pequena escala em alguns estados da regido sul e sudeste do pais (GARCIA; CHAGAS, 2018).

Neste sentido, torna-se necessario o estudo sobre essas espécies brasileiras bem como o
desenvolvimento de produtos derivados a serem utilizados no processo cervejeiro. O extrato de
lupulo brasileiro surge como uma proposta que, juntamente com outros insumos nacionais, pode
ser utilizado para fabricagdo de cervejas genuinamente brasileiras. Além disso, beneficia, em
especial, os pequenos produtores de cervejas, produzidas artesanalmente, tanto no prego
(atualmente as microcervejarias pagam muito caro pelo lupulo importado que ¢ usado em
pequenas quantidades), quanto na qualidade visto que a utiliza¢do de extratos de lipulo propicia
um padrao de qualidade do produto fabricado.

Este trabalho teve por objetivo obter extratos de variedades de lupulo (Mantiqueira BRK
2014) cultivadas nos Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo por meio de microextracao em fase
solida modo headspace, hidrodestilagdo e extragdo com CO> supercritico e caracterizar por
técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. De modo especifico teve-
se por objetivos: extrair 6leos essenciais mediante metodologias estabelecidas; caracterizar os
extratos obtidos (hidrodestilagdo e extragdo supercritica) bem como os lupulos in natura
(microextracdo em fase solida); verificar a eficiéncia das extracdes mediante comparagdo dos
rendimentos dos extratos; identificar semelhangas e/ou diferengas no perfil aromatico de
lupulos Mantiqueira cultivados em Sao Paulo e Minas Gerais e verificar a melhor condicao de
operagdo de extracao supercritica (pressao e temperatura do CO2) mediante comparagdo com o

perfil aromaético do lapulo in natura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Lapulo

A utilizacdo das varias partes da planta do lipulo ¢ uma pratica antiga e que perdura até
a atualidade. H4 relatos da utilizagdo do lupulo desde a época do Império Grego, onde a folha
era consumida em saladas em alguns paises europeus. Esta planta também ficou conhecida pelo
seu “potencial de cura” de uma ampla gama de doengas sendo associado o seu uso a liberagao
de impurezas, reducao de tumores, flatuléncias e coceiras (WANG et al., 2014).

Atualmente, o lupulo ¢ utilizado para diversos fins como para inibi¢do de crescimento
microbiano e fabricacdo de extratos para melhoramento de cabelo. Porém o seu principal uso
baseia-se na fabricacdo de cerveja (WANG et al., 2014). Nao existem comprovagdes da
utilizacao do Iupulo nas cervejas produzida antes do século VIII d.C. Certamente fazia-se seu
uso, mas, o primeiro registro histoérico comprobatorio ¢ proveniente do século seguinte, de um
registro documentado por um mosteiro (MEUSSDOERFFER, 2009).

A colheita de lipulo tornou-se importante no norte da Alemanha durante o século XIV
expandindo demasiadamente a venda de cervejas lupuladas nessa regido. Na Inglaterra o lapulo
foi introduzido no final do século XV. O crescimento do comércio do lupulo na América do
Norte comegou em 1629 e entre 1859 e 1869 o cultivo desta planta foi iniciado na costa do
Pacifico, tornando a regido a principal produtora de lipulo dos Estados Unidos em 1909
(MEUSSDOERFFER, 2009). No Brasil, o cultivo de lapulo ¢ recente e encontra-se em
expansao nas regides sul e sudeste do pais.

2.1.1 Produc¢iao mundial e nacional

Segundo dados estatisticos da FAO (Food and Agriculture Organization) (2018), a
maior produtora mundial de lapulo sdo os Estados Unidos, seguidos pela Etiopia e Alemanha
(Tabela 1). Juntos, os trés paises sdo responsaveis por 80,21% da produ¢do mundial do lapulo.
Apesar de maior produtor, os Estados Unidos sdo o segundo maior exportador de lapulo (11.541
toneladas/ano) sendo a Alemanha a primeira colocada nesse ranking (25.368 toneladas/ano). O
valor bruto da produ¢do mundial de lipulo dos 20 maiores exportadores no ano de 2017 foi de

USS$ 603,328 milhoes (FAO, 2018).
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Tabela 1- Principais produtores de ltipulo, produ¢ido em toneladas no ano de 2018.Principais produtores
de Iupulo, produgdo em toneladas no ano de 2018.
Fonte: FAO (2018).

Pais Producio (t) Porcentagem (%)
Estados Unidos 48.492 32,65
Etiopia 38.111 25,66
Alemanha 32.527 21,90
China 8.407 5,66
Republica Tcheca 5.126 3,45
Eslovénia 3.078 2,07
Coréia do Norte 2.031 1,37
Albania 1.937 1,30
Poldnia 1.746 1,18
Espanha 915 0,62
Outros paises™ 6.136 4,13
Total 148.506 100,00

Outros paises*: inclui a producao dos outros 10 maiores produtores de lipulo no ranking dos 20 maiores.

Atualmente existe no Brasil uma incipiente produgdo de Iupulo. A planta brasileira
envolve uma diversificada cadeia produtiva, do plantio a pesquisa, uma vez que hd a
necessidade de se desenvolver um manejo especifico, em relacdo ao cultivo da planta por
existem dificuldades de adaptagdo em climas tropicais sendo até entao considerado um produto
tipico de paises frios (GARCIA; CHAGAS, 2018).

Com a produgdo voltada para as microcervejarias, concentrando-se nos estados de
Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo,
produtores rurais trabalham com diversas variedades ja conhecidas, como Magnum, Hallertau,
Columbus, Cascade, Chinook, e Zeus e algumas oriundas do cruzamento e melhoramento
genético (GARCIA; CHAGAR, 2018).

Magnum e Hallertau sdo variedades nativas da Europa. Chinook, Cascade, Columbus e
Zeus sao provenientes dos Estados Unidos. A variedade Magnum proporciona a cerveja
amargor equilibrado e notas florais leves e frutadas. Hallertau ¢ considerado uma variedade
aromatica responsavel por atribuir notas florais, ligeiramente citricas. Columbus ¢ um lupulo
picante, aromatico e muito usado para fornecer amargor as Bitter Ales e as IPA's americanas

(HIERONYMUS, 2012).
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A variedade Cascade também contribui para aroma floral e citrico além de possuir
potencial de amargor equilibrado. Chinook possui notas amadeiradas e de especiarias. Também
contribui para o amargor. Zeus ¢ um lapulo aromatico com notas terras, citricas e picantes
(HIERONYMUS, 2012). Dentre as espécies provenientes da modificagdo genética de outras
variedades, tem-se o lipulo Mantiqueira. Este foi obtido de sementes que se adaptaram ao solo
e as condigdes climaticas do Brasil (GARCIA; CHAGAR, 2018). Suas caracteristicas ainda ndo
foram reportadas pela literatura.

A producao nacional de lupulo ¢ de suma importancia para a crescente industria de
cervejas do pais. Esse insumo nacional chega aos pequenos produtores a menor custo
possibilitando a producdo de cervejas com menor preco € de melhor qualidade (GARCIA;
CHAGAR, 2018).

2.1.2 Morfologia, adaptacio e colheita
A espécie Humulus lupulus ¢ uma planta trepadeira perene de aproximadamente 5 a 7

metros de altura, com idade econdmica de cultivo superior a 20 anos, da familia Cannabaceae,
em que ambos 0s sexos estao em plantas diferentes (didica). S6 as plantas do sexo feminino sao
utilizadas no processo cervejeiro, uma vez que somente seus cones de lupulo (flor do lapulo)
conseguem segregar lupulina, a partir das glandulas de lupulina - parte mais importante do
ltupulo na produgao da cerveja (ALMAGUER et al., 2014).

O melhor desenvolvimento destas plantas ocorre entre as latitudes 30° e 52°, sob
temperatura média anual proxima de 8 a 10° C. A insolag@o deve ter duragdo em torno de 15
horas por dia. Esta planta cresce em uma variedade de solos, porém, ¢ preferivel solos
profundos, férteis, arejados e com pH entre 6 e 7,5. Possivelmente, rendimentos menores serao
encontrados em regides com caracteristicas diferentes destas (HIERONYMUS, 2012).

A colheita do lupulo ¢ feita no final do verao quando os cones estao maduros. Estes sao
cortados, colhidos e submetidos a uma secagem em estufas para retirar a umidade existente e
para evitar o crescimento de microrganismos, aumentando seu tempo de conservagao. O lupulo
pode ser embalado a vacuo, mantido a temperaturas baixas e protegido da luz, de forma a evitar
a oxidag¢do de alguns compostos (PRIEST; STEWART, 2006).

2.1.3 Lupulina

Lupulina consiste em um p6 amarelo pegajoso ¢ aromatico produzido pelas glandulas
de lupulina presentes no interior dos cones de lipulo feminino. As glandulas de lupulina sao
ricas em resinas, Oleos essenciais e polifendis. Estas desenvolvem-se na base das bracteas

(pétalas internas). Devido ao seu alto teor de 6leos essenciais e resinas (brandas — soft resins e
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duras — hard resins), a lupulina é o composto que, de fato, interessa os produtores de cerveja
(HIERONYMUS, 2012).
2.1.4 Composicao quimica

Para a industria cervejeira, os compostos de interesse do lupulo sdo os que conferem
aroma e amargor a bebida. Mais de mil compostos foram identificados destacando-se os 6leos
essenciais (que conferem aroma), que em sua maioria sao hidrocarbonetos, cetonas, aldeidos,
ésteres, acidos carboxilicos, alcoois € compostos sulfurosos e oxigenados. De acordo com o
teor de alfa-acidos (que confere amargor) os lupulos sdo diferenciados em duas categorias:
lupulos aromaticos que possuem de 3,8 a 5,1% de alfa-acidos e lupulos de amargor que possuem
entre 8,6 e 12,9% de alfa-acidos em sua composicdo (LERMUSIEAU et al., 2002).

Um cone de lupulo seco contém 8 a 10% de umidade, 40 a 50% de celulose, até 15% de
proteina, de 8 a 10% de cinza, 2% de pectina, até¢ 5% de lipideos, 2 a 5% de polifendis, 0 a 10%
de alfa-acidos e 0,5 a 4% de o6leos essenciais (HIERONYMUS, 2012). Os teores exatos de cada
composto dependem da variedade, origem, tempo de colheita, condi¢des de cultivo e de
armazenamento e a forma de secagem do lupulo. Uma vez que lipideos, proteinas e celulose
sdo insoluveis, 6leos essenciais, polifenodis e resinas sdo as substancias que contribuem com o
processo cervejeiro (VENTURINI FILHO, 2016).

2.1.4.1 Oleos essenciais
Os 0leos essenciais sdo compostos quimicos volateis responsaveis por conferir a cerveja

o seu perfil aromatico com notas citricas, amadeiradas, picantes e frutadas. Os principais grupos
que compoe os 0leos essenciais sao: compostos sulfurosos (1%), hidrocarbonetos (50 a 80%) e
os compostos oxigenados (20 a 50%). Dentre os compostos que contém enxofre cita-se 0s
tioésteres e sulfetos (DMS — dimetilsulfeto). Quanto aos hidrocarbonetos dividem-se em
terpenos e hidrocarbonetos alifaticos (SCHONBERGER; KOSTELECKY, 2011).

J& os compostos oxigenados subdividem-se em terpenos oxigenados (alcoois
monoterpénicos, sesquiterpénicos, diterpénicos) e compostos variados (ésteres, cetonas entre
outros). Estudos apontam os alcoois monoterpénicos como bons contribuintes para o aroma na
cerveja. Dentre esses alcoois, destacam-se o linalol, geraniol, nerol, a-terpineol e o B-citronelol
(TAKOI et al., 2010).

Os hidrocarbonetos sdo altamente volateis, pouco soliveis e sdo perceptiveis na cerveja
acabada apenas quando adicionados ao final da fervura ou pos-fermentagdo. Os compostos
oxigenados sdo mais solliveis e aromaticos. Seus aromas, que podem ser resultantes de
oxidagdes de compostos durante o processo de fermentacdo, t€ém maior probabilidade de

aparecer na cerveja acabada. Os compostos de enxofre representam uma pequena por¢ao dos
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6leos, podendo influenciar positiva ou negativamente o aroma da cerveja acabada
(HIERONYMUS, 2012).

Os componentes mais reportados nos perfis das variedades sdo mirceno, cariofileno,
humuleno e farneseno. O primeiro ¢ um monoterpeno, ou seja, possui 10 unidades de carbono,
enquanto os outros sdo sesquiterpenos (15 unidades de carbono). O mirceno possui aroma
herbaceo e resinoso que pode ou ndo ser desejavel. Constitui frequentemente 50% ou mais dos
Oleos das cultivares americanos, e € volatil sendo a maior parte do seu aroma perdida durante a
fervura. Na sua forma oxigenada, os sesquiterpenos t€ém mais probabilidade do que o mirceno
de estarem presentes na cerveja acabada, seus aromas resultantes sdo geralmente descritos como
finos ou nobres (HIERONYMUS, 2012). A complexidade do aroma do lipulo tem sido objeto
de muitos estudos, principalmente relacionando o seu 6leo essencial a producdo de cerveja, uma
vez que este ¢ usado principalmente para este fim (EYRES; DUFOUR, 2009).
2.1.4.2 Resinas

A classificagdo das resinas do lipulo ¢ baseada na solubilidade destas em solventes

organicos. Na Figura 1 ¢ apresentado um esquema da composi¢ao ¢ nomenclatura destas

resinas:
Resinas Totais
(Solubilidade ¢m metanol a trio ¢ éter)
Resinas Duras
Resinas Brandas (Insoliveis em n-hexano. Soluveis em éter)
(Soluveis em n-hexano) Xanthohumol
Resinas oxidadas.
Caracterizado em Resinas nio
| compostos especificos caracterizadas
u-icidos P-icidos
(humulonn) (lupulona)

Figura 1- Classificacdo e nomenclatura das resinas do lapulo.

Fonte: PALAMAND; ALDENHOFF (1970), adaptado pelo autor.

As resinas duras constituem em um grupo de compostos mais polares, comparadas com
as resinas brandas, sendo insoluveis em hexano e soluveis em éter. Conferem amargor bruto e
contribuem para a estabilidade da espuma da cerveja (PRIEST; STEWART, 2006). Aceita-se
que estas resinas sdo, em sua maioria, produtos da oxidagdo das resinas brandas que ocorre
durante armazenamento dos cones de lupulo (OLSOVSKA et al., 2016).

As resinas brandas sdo caracterizadas por serem soliveis em hexano e sdo compostas

pelos a e B acidos. Os a-acidos (humulonas) representam um grupo de floroglucinois
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(benzenotriol) substituidos com um radical acila. Varios andlogos de acidos sdo conhecidos,
sendo diferenciados pela cadeia lateral acila, sdo eles o n-humulona, co-humulona, ad-
humulona, pos-humulona, pre-humulona, adpre-humulona (BRIGGS et al., 2000).

A natureza muito reativa de um acido torna-o suscetivel a reagir quimicamente quando
submetido a influéncia de calor, luz, mudanca de pH, condi¢des de oxidagao e redugdo. Uma
das principais reagdes que ocorre com os a-acidos ¢ a isomerizagao induzida pelo calor, durante
a etapa de ebulicdo do mosto, transformando-os em iso-a-acidos. Essa reagdo produz uma
mistura de dois estereoisomeros: cis-isohumulona e trans-isohumulona (VERZELE et al.,
1965).

Os a-acidos sdo caracterizados por conferirem um sabor amargo a cerveja e sao um dos
compostos mais importantes das resinas de lipulo para a industria cervejeira. A reacdo de
isomeriza¢do, que ocorre durante a adicao do lupulo na etapa de fervura da cerveja, confere a
cerveja sabor ainda mais amargo visto que os iso-o-acidos possui este potencial.
Aproximadamente 80% do amargor da cerveja ¢ proveniente destes compostos (CABALLERO
et al., 2012). Além disso iso-a-acidos sao mais soliveis e também estdo relacionados com a
estabilizacao da espuma (ALMAGUER et al., 2014).

Os B-acidos (lupulonas), por sua vez, também sdo precursores do gosto amargo da
cerveja, porém, de uma forma mais grosseira, devido a sua baixa solubilidade no mosto.
Apresentam-se também nas formas co, ad, pre e pos por substituicdo do radical acila na sua
estrutura quimica (STEENACKERS; COOMAN; VOS, 2015).

O grupo fenil, presente nas cadeias laterais dos P-acidos, interfere no transporte de
metabdlitos na membrana celular e altera o pH intracelular provocando a morte de bactérias
gram-positivas (KEUKELEIRE, 2000). Esta atividade bactericida dos B-acidos contribui para
a qualidade da cerveja uma vez que elimina microrganismos durante a estocagem da referida
bebida (STEENACKERS; COOMAN; VOS, 2015).
2.1.4.3 Polifenois

Polifenois sao compostos organicos do ltpulo, que contém mais de um grupo hidroxila
fenolica. A presencga de polifenois na cerveja altera suas caracteristicas sensoriais e nutricionais,
tornando-a, por exemplo, uma fonte de antioxidantes. Desta forma, seu consumo moderado
pode contribuir para a prevengdo de algumas doengas que envolvem a participacao de radicais
livres como cancer, por exemplo (PRIEST; STEWART, 2006). Estudos também mostraram que
extratos brutos de polifenois do lipulo apresentam atividade antibacteriana (YAHIRO et al.,

2005) e anti-inflamatéria (BECKER et al., 2009).
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A maior parte destes compostos encontra-se nas pétalas do lupulo, com excegao dos
prenilflavonodides que estdo presentes na lupulina (PRIEST; STEWART, 2006). Mais de 80%
dos polifendis consistem em compostos de alto peso molecular como agentes tanantes e taninos
(acidos tanicos), que conferem adstringéncia a cerveja. Alguns polifendis de baixo peso
molecular interagem quimicamente com proteinas o que diminui a formagdo de suspensdes
turvas, conferindo estabilidade a cerveja (OSLOVSKA, 2016). Ademais, a caracteristica
antioxidante dos polifendis evita a oxidagao da bebida (HIERONYMUS, 2012).

O grupo mais importante de polifendis consiste em prenilflavondides (calconas
preniladas). O xanthohumol ¢ o principal composto do grupo. Devido as suas propriedades anti-
inflamatorias, anti-estrogéncias e a sua capacidade de controlar a proliferacdo de células
cancerigena, o composto tornou-se de grande interesse ndo somente da indistria cervejeira
como também da farmacéutica e de alimentos, de modo geral (PRIEST; STEWART, 2006). De
acordo com pesquisas de Karabin e colaboradores (2016), cervejas enriquecidas com
xanthohumol apresentaram maior vida ttil. Para Dresel e colaboradores (2016), a presenca
desse composto pode conferir aroma e sabor a bebida.

2.2 Formas comerciais do lipulo para indistria cervejeira

O aroma lupulado da cerveja tem sido apreciado pelos cervejeiros, na medida que
favorecem uma melhor qualidade do sabor e do aroma a bebida. Se por um lado os componentes
de amargor sdo fixados em altas temperaturas (a partir de 80° C) necessitando de um tempo
para essa fixacao, por outro, os compostos aromaticos sao volateis e tendem a evaporar quando
expostos a estas temperaturas (OPSTAELE et al., 2012).

Desta forma, os fabricantes de cerveja utilizam técnicas de lupulagem durante a etapa
de fervura — para fixacdo dos iso-a-acidos- e ainda adicionam o lapulo durante a maturagao
(Dry Hopping), para fixagao dos oleos essenciais (OPSTAELE et al., 2012). O lipulo pode ser
adicionado de diversas formas, direto na tina de fervura, ou com a utiliza¢ao de hop bag de ago
nox.

O grande desafio do cervejeiro ¢ justamente mesclar os diversos processos de fixagao
do amargor com os processos de fixagao dos 6leos essenciais. Para realizacao desta lupulagem,
esta disponivel no mercado diferentes formas comerciais do lipulo sendo as mais usuais sob
forma de flores secas (in natura), pellets (granulado) ou extratos.

2.2.1 In natura
Flores do lupulo in natura consistem na forma mais simples de utilizagdo deste insumo.

Para evitar a degradagao dos seus componentes durante o processo de fermentacdo, a secagem
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¢ uma operagdo que deve ser realizada. O seu grande volume dificulta o transporte, o
armazenamento dos cones bem como a manuten¢cdo de um padrao de qualidade devido a
dificuldade de homogeneizacao (VENTURINI FILHO, 2016).

Uma alternativa € realizar a prensagem das folhas. Neste processo, o volume de cone de
lupulo ¢ reduzido a metade por meio de processos a alta pressdo. Para manter os componentes
de interesse, ¢ importante que a prensagem ocorra de maneira a ndo ocasionar o rompimento
das glandulas de lupulina, dificultando a oxidagao destes compostos. Os cones sao prensados e
embalados a vacuo em pacotes chamados “vacupacks” que além de reduzir o volume, também
protege os componentes do contato com o oxigénio (HIERONYMUS, 2012).

Os processadores de lipulo costumam usam o espectrofotometro UV para medir o
Indice de Armazenamento de Lupulo (HSI — Hop Storage Index) e incluem esses valores nos
rotulos dos pacotes enviados para cervejarias comerciais. Isso permite que os cervejeiros
calculem a velocidade com que os a-acidos irdo deteriorar-se e ajustar suas receitas a medida
que o lupulo envelhece (HIERONYMUS, 2012).

2.2.2 Pellets

Para produgdo de lupulo em pellets, inicialmente as folhas do lupulo sao moidas e
misturadas para posterior moldagem do p6 através de uma placa perfurada. O resultado sdo
pellets homogeneizados, de facil transporte (menor volume) e com niveis consistentes de
acidos, polifendis e oleos essenciais. Baixas temperaturas de peletizacdo diminuem a perda
destes compostos resultando em pellets de baixa densidade e de alta qualidade
(HIERONYMUS, 2012).

Neste processo, quase todas as glandulas de lupulina sdo rompidas. Se por um lado, essa
caracteristica aumenta de 10 a 15% a eficiéncia dos pellets na fabricagao de cerveja, frente ao
lupulo in natura, por outro, a falta de protecao da lupulina aumenta de 3 a 5 vezes a velocidade
da sua oxidacdo tornando fundamental o seu correto armazenamento para garantia da sua
qualidade (HIERONYMUS, 2012).

Existem dois tipos mais usuais de pellets, o Tipo 90 e o Tipo 45. Nos T90, 100% do
lupulo in natura é reduzido para, aproximadamente 90%, em virtude das perdas durante o
processamento e purificagdo. Atualmente essas perdas sdo menores e, consequentemente, a
porcentagem maior. Os pellets Tipo 45 possuem elevado teor de lupulina. O nome T45 indica

um duplo enriquecimento dos pellets Tipo 90 (VENTURINI FILHO, 2016).
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2.2.3 Extratos

O lupulo pode apresentar-se também na forma de extrato, o que permite uma maior
redu¢do da massa e volume em comparacao ao lupulo in natura e ao lupulo peletizado,
possibilitando uma diminui¢do dos custos de transporte e armazenamento. Ambos os fatores,
juntamente com um aproveitamento eficiente dessa matéria-prima, compensam parte dos custos
do seu processamento. A dgua (hidrodestilagdo) e varios solventes podem ser utilizados para
produzir extratos de lupulo, mas apenas o didéxido de carbono e o etanol cumprem atualmente
os requisitos em termos de segurancga, impacto ambiental ¢ custos (VENTURINI FILHO,
2016).

A utilizagdo de extratos de lupulo frente ao uso de lupulo na forma de pellets ou in
natura apresenta diversas vantagens como facilidade de manuseio, reducdo do espaco para
armazenamento, aumento da vida 1til do produto sem degradacdo oxidativa, especialmente dos
compostos de amargor e sem consumo de energia (lipulo em pellets e in natura sdo mantidos
em refrigeradores) (KATONO; YONEZAWA; INUI, 2018).

Os extratos de lupulo sdo importantes para a cerveja caso seja desejavel sabor e aroma
especificos de lupulo (GUZINSKI; SCHULZE, 1994). Estes podem ser adicionados no inicio
da fervura do mosto, para, principalmente, enaltecer o amargor (LAWS et al., 1980), como
podem ser adicionados a cerveja durante a fermentacdo ou maturagdo (Dry Hopping), com o
intuito de acrescentar, principalmente, amoras a bebida (SHARP et al., 2017). Nesses dois
casos, o resultado sdo cervejas sem mudangas de turbidez e de sabores caracteristicos (LAWS
et al., 1980).

A técnica do Dry Hopping, especificamente, ¢ responsavel por uma contribui¢do
significativa na grande expansdo do mercado da cerveja artesanal ocorrida nos tltimos anos.
Este método representa um meio relativamente simples de melhorar o sabor da bebida e quando
se utilizam os extratos, a qualidade dos sabores e aromas ¢ mantida (OLADOKUN et al., 2017).

Alguns procedimentos de extra¢do de lupulo envolvem o uso de solventes organicos
como cloreto de metileno, dicloroetano, tricloroetileno, etanol, hexano e/ou metanol. Estes
solventes dissolvem nao apenas os compostos desejados, mas também proporgdes
relativamente altas de B-acidos, taninos, clorofila e varios outros constituintes do lapulo. Nestes
tipos de extracdo, para se obter produtos de alta qualidade o extrato bruto deve ser purificado,
frequentemente envolvendo outros solventes orgdnicos e muitas vezes etapas complexas

(KATONO; YONEZAWA; INUI, 2018).
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De acordo com o Decreto n° 8.918, de 14 de julho de 1994, que dispde sobre a
padronizagdo, a classificagdo, o registro, a inspecdo, a producdo e a fiscalizacdo de
bebidas, extrato de lupulo consiste no resultado da extracdo, por solvente adequado, dos
principios aromaticos ou amargos do lupulo, isomerizados ou ndo, reduzidos ou ndo, devendo
o produto final estar isento de solvente.

Os extratos obtidos pela extragdo com solventes organicos normalmente contém
quantidades residuais de solventes. Embora se acredite que estes solventes, particularmente o
cloreto de metileno e metanol, sdo perdidos completamente durante a producdo de cerveja
quando submetidos a temperaturas mais altas, ¢ um risco aceitar tal preposicdo como uma
verdade, uma vez que se trata de solventes nocivos envolvidos na produgdo de um género
alimenticio (KATONO; YONEZAWA; INUI, 2018).

Na hidrodestilagdo, o vapor de agua ¢ utilizado para isolar o dleo essencial. Se por um
lado a técnica ¢ considerada um método de facil execucdo, por outro, deve ser levada em
consideracdo a baixa eficiéncia de extracdo devido ao longo tempo de processo e também
devido a perdas de componentes sensiveis termicamente e componentes que se dissolvem na
agua condensada como cetonas e aldeidos (GARDELI et al., 2008).

Apesar das desvantagens apresentadas, alguns paises subdesenvolvidos ainda praticam
esta técnica, especificamente em lugares onde o gés e a eletricidade sdo mais baratos. Por outro
lado, em escala laboratorial, a hidrodestilacdo consiste em um método muito reportado na
literatura para identificacdo de compostos (SALANTA et al., 2015).

Segundo Hieronymus (2012), o uso de etanol e agua para extragdo do lupulo era uma
tendéncia do século XIX. Atualmente, a maioria dos processadores utiliza a extragdo com
didxido de carbono, seja supercritico (comum na Europa e nos Estados Unidos) ou liquida
(comum na Inglaterra).

O didxido de carbono ¢ considerado pelas cervejarias como o melhor solvente para a
fabricacdo de extratos de lupulo. Consiste em um solvente apolar, capaz de dissolver 6leos
essenciais, ndo téxico, ndo inflamével, ndo corrosivo, barato e esta disponivel no mercado em
um grau de pureza elevado. Se por um lado os produtos extraidos com CO2 nao possuem tragos
de solventes toxicos desagradaveis, por outro, contém os 0leos essenciais presentes no lupulo e
uma alta propor¢cdo de oa-acidos sendo possivel o fracionamento destes compostos. Tal
caracteristica permite a producdo de cervejas com um melhor equilibrio entre aroma e amargor

(KUPSKI et al., 2017).



22

O CO; liquido foi descrito como meio de extra¢do para o lipulo pela primeira vez na
Unido Soviética, em 1968, por Pekhov e colaboradores. Neste trabalho, o produto foi extraido
utilizando-se CO; liquido a uma temperatura de 20 a 25° C (LAWS et al., 1980). Sob condigdes
controladas, este solvente ¢ seletivo e ndo extrai quantidades significativas de compostos
secundarios (DEREK et al., 1977). A extragdo com CO; em seu estado supercritico ¢ ainda mais
seletivo uma vez que permite maior flexibilidade dos parametros do processo ¢ proporcionam
melhores taxas de extracdo que a extragao com dioxido de carbono liquido (HIERONYMUS,
2012).

Neste processo, 0 CO» ¢ submetido a pressdo e temperatura especificas que o permite
obter propriedades de solvente supercritico para a extracdo seletiva dos compostos de interesse.
Para obtencao da maxima eficiéncia de extragao, ou seja, maior seletividade, as condigdes de
operagdo (tempo, temperatura, pressao) devem ser modificadas de acordo com os compostos a
serem extraidos (DE VOS; MERTENS, 2018).

Mesmo que esta técnica ndo seja ainda plenamente utilizada pela industria cervejeira,
devido ao seu alto custo de instalagdo, alto custo operacional e exigéncia de operadores
tecnicamente capacitados (MARRIOTT, 2019), as vantagens proporcionadas pelo referido
método evidenciam a relevancia em estuda-lo e aperfeicoa-lo.

Produtos refinados de lupulo, especificos para certas finalidades, sdo obtidos ao
combinar as condi¢des de extragdo supercritica com a variedade do lupulo a ser extraido. Como
exemplo destes produtos, cita-se: os extratos aromaticos (0leos essenciais); extratos rho (com
di-hidro-iso-a-acidos, rho que ajuda a prevenir a mudanca de sabor quando a cerveja € exposta
a luz ultravioleta e proporcionam sabor amargo) e extratos iso (geralmente numa concentragao
de 30% de iso-a-acidos, apenas vestigios de B-acidos e dleos essenciais) (HIERONYMUS,
2012).

3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de Bebidas Fermentadas
e Destiladas do Departamento de Quimica, Laboratério de Processos em Condi¢des
Supercriticas e Laboratorio Central Analitica, localizados na Universidade Federal de Vigosa,
Universidade Federal de Uberlandia e Universidade Federal do Espirito Santo (Campus
Alegre), respectivamente.

O resumo da metodologia adotada neste trabalho pode ser verificado na Figura 2 a

seguir:
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Figura 2- Esquema da metodologia aplicada.
Fonte: O autor.

3.1 Matérias-primas

Foram utilizados lupulos brasileiros da variedade Mantiqueira BRK 2014 provenientes
dos estados de Sao Paulo (Serra da Mantiqueira) e Minas Gerais (Zona da Mata, cidade Rio
Espera), cedidos por produtores locais e colhidos no més de margo de 2019. Ambas as amostras
foram submetidas a microextragdo em fase solida, modo headspace (HS-SPME), extragao
supercritica (SC) e hidrodestilacao (HD). Os perfis de volateis gerados por cromatografia
gasosa com espectrometro de massas (GC-MS) dos 6leos obtidos (por SC e HD) e do lupulo in
natura (por HS-SPME) foram comparados para identificar possiveis diferencas entre os perfis
das amostras estudadas (SP e MG).

Inicialmente, as amostras foram secas em estufa (DeLeo) a 40 °C (ZEKOVIC, PFAF-
SOVLJANSKI, GRUIJIC, 2007) por 24 horas. Posteriormente, estas foram trituradas em
liquidificador doméstico e peneiradas em conjunto de peneiras (Bertel Ltda) de mesh de 24 a
42 utilizando um agitador eletromagnético (Tamis BT-001) a fim de se obter um produto mais
homogéneo (KUPISKI, 2017).

A fragdo de amostra retida entre peneiras de mesh 28 e 35 (aproximadamente 70% do
total da amostra) foram submetidas a extracdo com CO; supercritico (KUPISKI, 2017) e a
hidrodestilacao. Ja as amostras com mesh maior ou igual a 42 foram utilizadas na analise dos
compostos do lupulo in natura (HS-SPME). Lipulos moidos e peneirados foram armazenados

sob condi¢gdes recomendadas (-4 °C; sem presenga de luz, embalado a vacuo em sacos de
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polietileno) para evitar a deterioracdo dos compostos de interesse para fabricacdo de cerveja
(OPSTAELE et al., 2012).
3.2 Microextracao em fase Sélida modo headspace (HS-SPME)

Para determina¢do da composicdo dos Oleos essenciais dos lupulos in natura,
inicialmente, realizou-se uma microextracao por fase sélida modo headspace. Para isto, foi
utilizado um bastdo de fibra optica de silica fundida de 0,56 mm de diametro externo e com 10
mm de uma de suas extremidades recoberto por polidimetilsiloxano (PDMS) (VALENTE e
AUGUSTO, 2000).

Seguindo a metodologia adaptada de Korfta e Nesvadbra (2005), pesou-se,
aproximadamente, 0,1 g da amostra de lipulo de mesh maior ou igual a 42 (Tyler) em um frasco
headspace de 20 mL e este foi aquecido a 30 °C em banho por 10 minutos. A fibra foi injetada
e exposta aos volateis imediatamente apds a perfuracdo do septo do frasco. Apds o tempo de
extragdo, 10 minutos, a fibra foi retirada e dessorvida na porta de injecdo do cromatografo a
gas. Este procedimento foi realizado em duplicata para as duas amostras de lipulos pesquisadas.
3.2.1 Caracterizacao por GC-MS

A fragdo de volateis foi analisada por um cromatografo gasoso (Shimadzu GC-2010
Plus) acoplado ao espectrometro de massas (Shimadzu GCMS-QP2010 Plus) com coluna Rtx-
SMS, 30 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno. Utilizou-se hélio como gas de
arraste, injetor split, razdo 1:5 a uma vazio de 1,78 mL.min"!. A temperatura da coluna nos dois
minutos iniciais foi de 40 °C, sendo programada para ter acréscimos de 3 °C a cada minuto, até
atingir a temperatura maxima de 240 °C, permanecendo nesta temperatura maxima por 35
minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 220 e 240 °C,
respectivamente. A corrida foi realizada por 100 minutos (PINHEIRO et al., 2015). Este
procedimento foi realizado em duplicata para as duas amostras de lapulos pesquisadas.

Para realizar o célculo dos indices de Kovats (IK), foi injetada no cromatdgrafo uma
mistura de alcanos lineares (C9 a C26) nas mesmas condi¢cdes usadas na referida andlise. Os
constituintes do lapulo in natura foram identificados mediante comparacdo dos valores de
indice de Kovats com os valores tabelados (ADAMS, 2007), bem como comparando-se 0s
espectros de massas obtidos com os espectros de massas existentes no banco de dados do
equipamento (NIST, 2005 software). A porcentagem area de cada composto foi calculada pelo
software GCMS Postrun Analysis como sendo area do pico identificado no GC-MS dividida

pela area total dos picos detectados.
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3.3 Extracao por hidrodestilacao (HD)

Para extragdo dos o6leos essenciais por hidrodestilagao foi utilizado o aparelho de
Clevenger adaptado a um baldo de fundo redondo de 1.000 mL. Ao baldao, foram adicionados
aproximadamente 50 g de amostra de lapulo e 500 mL de dgua destilada. A extracdo teve
duragdo de 3 horas e estas foram realizadas em duplicata.

Apo6s extragdo, o Oleo foi separado da 4gua em um funil de separagdo utilizando
diclorometano como solvente. A fragdo organica obtida, adicionou-se sulfato de sédio para
retirada da 4gua remanescente. Apos 20 minutos, esta fracdo foi filtrada e concentrada em
rotaevaporador a 40 °C. Na sequéncia, pesou-se a amostra a fim de se determinar o rendimento
da extragdo (porcentagem de 6leo em relagdao a massa de amostra de lupulo). Lavou-se o balao
do rotaevaporador com pequenas quantidades de diclorometano e, por fim, esta mistura foi
transferida para o frasco ambar e armazenado em freezer a -4 °C para posterior realizagdao das
analises cromatograficas.

3.3.1 Caracterizac¢ao por GC-MS

Toda a massa de extrato obtida em cada hidrodestilagao foi diluida em 25 mL de
metanol. As solucdes foram filtradas usando filtro de seringa de nylon de 0,22 pm, sendo
injetado 1 pL da mistura.

A fragdo de volateis foi analisada por um cromatégrafo gasoso (Shimadzu GC-2010
Plus) acoplado ao espectrometro de massas (Shimadzu GCMS-QP2010 Plus) com coluna Rtx-
SMS, 30 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno. Utilizou-se hélio como gas de
arraste, injetor split, razio 1:10, a uma vazio de 3 mL.min"!. A temperatura da coluna nos dois
minutos iniciais foi de 40 °C, sendo programada para ter acréscimos de 3 °C a cada minuto, até
atingir a temperatura maxima de 240 °C, permanecendo nesta temperatura maxima por 35
minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 220 e 240 °C,
respectivamente. As corridas ocorreram por 100 minutos (PINHEIRO et al., 2015).

Para realizar o célculo dos indices de Kovats (IK), foi injetada no cromatégrafo uma
mistura de alcanos lineares (C9 a C26) nas mesmas condi¢des usadas nas andlises do referido
0leo essencial. Os constituintes dos 6leos foram identificados mediante comparagao dos valores
de indice de Kovats com os valores tabelados (ADAMS, 2007), bem como comparando-se 0s
espectros de massas obtidos com os espectros de massas existentes no banco de dados do
equipamento (NIST, 2005 software). A porcentagem area de cada composto foi calculada pelo
software GCMS Postrun Analysis como sendo area do pico identificado no GC-MS dividida

pela area total dos picos detectados.
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3.4 Extracio supercritica utilizando CO2 (SC)
As extragdes em condigdes supercriticas com o uso de CO> como solvente foram

realizadas em uma unidade de escala laboratorial, representada pelo esquema da Figura 3.

<
e S

A o Lel k—t N a

Figura 3- Esquema do equipamento utilizado na extragdo com CO2 supercritico.

A- Cilindro de CO»; C- Bomba de alta pressao; E- Extrator; B e F- Banho termostatizado; D- Controlador
da pressdo da bomba; V1, V2, V3, V4 — Valvulas gavetas; V5- Valvula macrométrica; V6- Valvula de
expansao micrométrica; G- Frasco de coleta.

Fonte: O autor.

O aparato utilizado consta de um cilindro de CO»; bomba de alta pressao do tipo seringa
(ISCO, 500D); extrator com diametro interno e altura de 1,98 e 20,5 cm, respectivamente;
banho termostatizado (TECNAL, TE-184) para resfriar o solvente antes da entrada da bomba
(TECNAL, TE-184) e banho termostatizado (ETHIK) para manutencao do aquecimento do
extrator.

Para realizagdo do referido experimento, seguiu-se o seguinte procedimento:

1- Foi verificado se todas as valvulas estavam fechadas;

2- Ligou-se o banho termostatico a 5 °C para que o CO; ndo evaporasse antes de entrar no
extrator;

3- Para preencher de solvente o reservatorio da bomba, abriu-se a valvula do cilindro de
CO; e avalvula da entrada da bomba (V1 e V2). Aguardou-se um periodo de 20 minutos
para completa acomodacao do COy;

4- Inseriu-se 10 g de amostra no extrator, completando o seu volume com esferas de vidro;
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5- Programou-se 90 °C no controlador de temperatura (Novus, N1100) da saida do
extrator para evitar o congelamento do extrato uma vez que a expansao do gas na saida
provoca o abaixamento da temperatura (efeito Joule-Thompson);

6- Asvalvulas do cilindro e da entrada da bomba (V1 e V2) foram fechadas e, em seguida,
abriu-se as valvulas de alimentacao do sistema (V3 ¢ V4);

7- Programou-se a pressdo desejada na bomba, aumentando-a, gradativamente, em
intervalos de 10 em 10 bar;

8- Iniciou-se o periodo de pré-extracdo (30 minutos) a fim de eliminar os gradientes de
temperatura e pressdo no sistema de extragao;

9- Apos este periodo, o frasco de coleta de amostra foi encaixado no extrator;

10- As valvulas macrométricas (V5) e micrométricas (V6) foram delicadamente abertas
para manter a vazao do solvente em 3 mL/min;

11- Em intervalos de 10 minutos, as valvulas V4 e V5 foram fechadas para pesagem em
balanca analitica da amostra de 6leo contida no frasco coletor;

12- O fim da extracdo se deu quando a massa instantdnea (massa do extrato/tempo) nao
apresentou alteracdes significativas em suas pesagens;

13- Os extratos foram mantidos em frascos de vidro &mbar a -20 °C e o aparato de extragdo
foi despressurizado e desligado.

As condicdes de extracio estudadas foram: 80 bar/ 60 °C (191,62 kg.m™); 80 bar/ 40 °C
(277,90 kg.m™); 110 bar/ 60 °C (357,79 kg.m™>) e 110 bar/ 40 °C (683,52 kg.m™). As extracdes
foram feitas em duplicata.

3.4.1 Caracterizag¢ido por GC-MS

A determinacdo dos componentes dos Oleos essenciais extraidos por extracao

supercritica seguiu a mesma metodologia aplicada aos o6leos essenciais extraidos por

hidrodestilacao (item 1.3.1).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Microextraciao em fase sélida modo headspace

A microextracdo em fase solida modo headspace foi empregada para identificagdo dos
compostos volateis presentes nos lapulos in natura. Segundo diversos autores (GONCALVES
etal., 2014; SALANTA etal., 2015; FIELD et al., 1996; VALENTE ¢ AUGUSTO, 2000) trata-
se de uma técnica simples, seletiva, rapida, livre de solvente e que retine as etapas de
concentracdo e inje¢do em processos ininterruptos. Dispondo de pouca amostra ¢ possivel

identificar um grande nimero de compostos volateis (GONCALVES et al., 2014). Consiste em
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uma microextracao eficiente na identificagdo de compostos sendo, por outro lado, inviabilizada
a sua aplicacao em maior escala (VALENTE e AUGUSTO, 2000).

Os dados obtidos, apds analise em GC-MS, foram comparados com os dados de analise
em GC-MS dos extratos resultantes da extracdo supercritica e hidrodestilagdo (Tabelas 2, 9 e
10). Em Anexo (Anexo A), estdo expostos os cromatogramas gerados apos analise em GC-MS

dos lapulos in natura.



Tabela 2- Areas dos picos identificados no GC-MS dividida pela 4rea total dos picos detectados. Para

HS-SPME e HD.
PORCENTAGENS DAS AREA DO PICO
CROMATOGRAFIA GASOSA
Classificacido Ne Composto Descri¢do: odor/ sabor IR* HS- HS-
(Tab) SPME SPME HD HD HD HD
SP MG SP1 SP2 MG1 MG2
Hidrocarboneto 1 B-pineno Limo, pinho, 980 086+ 153
monoterpeno P amadeirado, verde, doce 0,54 a 0,05b
Hidrocarboneto . Resina, laranja, picante, 32,03+ 4354+
monoterpeno 2 B-mirceno doce, amadeirado 91 8,85a 2,55b 432 453 940 58
Frutado, verde, 0,34 + 1,68 +
Cetona 3 Nonan-2-ona e 1091 0,092 0,00 b
. . Limao, lavanda, verde, 0,24+ 0,26+
Monoterpeno oxigenado 4 Linanol floral 1098 00la 002a
Monoterpeno oxigenado 5 Mentona Mentolado 1154
o 0,62 + 1,82+
Cetona 6 Decan-2-ona Citrico 1192 0,012 0,09b 0,40 1,00 0,44
Undecan-2- s 2,39+ 4,01
Cetona 7 ona Frutado, verde, citrico 1291 072a 4054b 2,97 293 3,76 3,25
Ester 8 Decanqato de Oleoso, frutado, floral 1326
metila
Ester 9 Cis-Acetato Mentolado, frutado 1362
de carvila
- +
Cetona jo  Dodecan-2 - 1386 038+ 454 074 09 062
ona 0,04
i is-B- + +
D 11 Cis-p Picante, cravo 1404 O73% AB2E o 53 692 658
sesquiterpeno cariofileno 0,52a 0,13 a
Hidrocarboneto Trans- . . 0,25+ 1,27
sesquiterpeno 12 cariofileno R 1418 0,04a 0,19b
Trans-o- 2,84+ 1,80+
Cetona 13 ionona Floral, frutado 1426 0,192 0,23b 3,38 4,56 3,51 3,65
D 14  Trans-o- Amadeirado 1436 037 2,83
sesquiterpeno bergamoteno
: - - R R
Hidrocarboneto 15 p-humuleno Picante, amadeirado, laag %37% 0294 036 060 033 045
sesquiterpeno amargo 0,03a 0,05a
H1droc_arbonet0 16 Cis-B- Oleoso, frutqdo, citrico, 445 18,31+ 16,83+ 2235 17,42 26,02 27,53
sesquiterpeno farneseno amadeirado 303a 0,18a
; Y - T =
Hldrogarboneto 17 Trans-f Amadeirado, citrico, 1458 0,46 + 049 073 044 037
sesquiterpeno farneseno terroso, herbal 0,13
Cetona 18 decalactona Frutado, doce 1463 249% 105+ 3,12 3,34 250 2,25
i " : 045a 0,08b ' ; ;
Hidrocarboneto . 10,36+ 4,23+
. 19 B-chamigreno - 1475 1982 023b 13,28 10,09 10,64 9,90
Hidrocarboneto . 11,57+ 4,93+
T 20 B-selineno - 1485 2152 023b 17,73 10,91 14,04 11,42
i . . 25+
Hldroclarboneto 21 o-selineno Apimentado 1494 0,25 0,64 086 106 0,97
sesquiterpeno 0,10 a
Hidrocarboneto . 0,40+ 0,40z
Y 22 y-cadineno - 1513 008a 028a 1,07 1,37 084 0,97
i + +
Hldroc_arboneto 23 d-cadineno Amadeirado, herbal 1524 bR Ol e 2,22 2,53 1,58 2,29
sesquiterpeno 0,08a 0,04b
Hidrocarboneto selina-3,7 . 1,27 £ 1,14 +
B 24 (11)-dieno Herbal, amadeirado 1542 011a 0,092 2,26 2,72 094 1,54

Valores do HS-SPME sdo médias de 2 repetigdes. Valores seguidos por letra diferente, na mesma coluna, dentro
da mesma fonte de varidveis, foram significativamente diferentes (ANOVA, p <0,05). IR(tab)*: Indice de
Retengdo tabelado (ADAMS, 2007).

Os compostos volateis identificados em maior concentragdo (considerando método de
porcentagem das areas — area do pico identificado no GC-MS dividida pela area total dos picos

detectados) no lupulo Mantiqueira de Sdo Paulo foram (Tabela 2 e Figura 4): f-mirceno (A)



30

(32,03 £ 8,85), cis-B-farneseno (18,31 + 3,03) (J), B-selineno (11,57 =2,15) (H), B-chamigreno
(10,36 £ 1,98 ) (I), cis-B-cariofileno (6,73 + 0,52 ) (K), trans-a-ionona (2,84 + 0,19 ) (E), v-
decalactona (2,49 + 0,4 ) (F), undecan-2-ona (2,39 + 0,72 ) (B), e selina-3,7 (11)-dieno (1,27 +
0,1) (G).

J4 os compostos majoritarios identificados em lupulo Mantiqueira cultivado em Minas
Gerais foram (Tabela 2 e Figura 4): f-mirceno (43,54 £2,55) (A), cis-B-farneseno (16,83 + 0,18)
(J), B-selineno (4,93 £ 0,23) (G), cis-P-cariofileno (4,62 = 0,13) (K), B -chamigreno (4,23 +0,2)
(I), undecan-2-ona (4,01 £0,54 ) (B), decan-2-ona (1,82 + 0,09) (C), trans-a-ionona (1,80 +
0,23 ) (E) e nonan-2-ona (1,68 + 0,00) (D). Os perfis apresentados possuem semelhancas com
perfis expostos em outros estudos (SALANTA et al., 2015; GONCALVES et al., 2014; LIU et

al. 2018).
(A)B-mirceno T:(\g/\l;:\//ona\/ﬁ\
o

(C) decan-2-ona (D) nonan-2-ona
iji\)i\
(E) trans-a-ionona (F) y-decalactona

(G) selina-3,7 (11)-dieno (H) B-selineno (D B-chamigreno

\
\

e

/

(J) cis-p-farneseno (K) cis-B-cariofileno

Figura 4- Principais componentes do perfil aromatico dos lapulos Mantiqueira in natura.
Fonte: O autor.
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Segundo Pfaf-Sovljanski et al (2005), o mirceno, o humuleno, o cariofileno e o
farneseno sao os quatro componentes principais dos oleos essenciais de lupulo, sendo que os
mesmos constituem cerca de 60-80% do o6leo essencial da maioria das variedades. Para lupulo
Mantiqueira cultivado em Sao Paulo, B-mirceno, cis-B-farneseno, trans-B-farneseno, [-
humuleno, trans-f-cariofileno e cis-f-cariofileno representam juntos 58,15% dos componentes
identificados. Para a amostra cultivada em Minas Gerais -mirceno, cis-B-farneseno, trans-3-
cariofileno e cis-B-cariofileno representam juntos 66,55% dos componentes identificados. O
primeiro resultado se aproxima do indicado pelos autores e o segundo estd concordancia com o
que foi apontado.

VAZQUEZ-ARAUJO et al. (2013) também reportou B-mirceno, cis-B-cariofileno e p-
farneseno como compostos majoritarios. Na microextragdo em fase solida modo headspace
realizada, amostras de lupulos Perle alemao, Nugget espanhol da Galicia, Nugget espanhol de
Léon e Saaz espanhol da Galicia apresentaram os seguintes perfis: B-mirceno (40,55%; 43,28%;
45,16% e 41,57% respectivamente); cis-p-cariofileno (0,42%; 0,41%; 0,41% e 0,53%
respectivamente); B-farneseno (0,08%; 0,00%; 0,00% e 6,38%, respectivamente). Estes dados
foram calculados utilizando-se curvas de calibragdo com padrdes comerciais. Percebe-se que o
B-mirceno, assim como para lipulos Mantiqueira pesquisados no presente trabalho, também
consiste no principal composto das variedades estudadas por VAZQUEZ-ARAUIJO et al.
(2013).

As diferengas nas areas dos picos identificadas entre as amostras bem como a
identificacao de alguns componentes ndo comuns as duas amostras, devem-se a diferencas
climaticas, diferentes taxas de adaptagcdo da planta ao ambiente, diferencas de solos e relevo
(SALANTA et al., 2015). Entretanto, mesmo sendo cultivados em locais diferentes, submetidos
a condicoes edafoclimaticas distintas, as amostras de lupulo Mantiqueira apresentaram um
perfil aproximado, sendo a maior parte dos compostos identificados comuns as duas amostras.
Sao esses compostos: B-pineno; f-mirceno, nonan-2-ona, linanol, decan-2-ona, undecan-2-ona,
cis-B-cariofileno, trans-f-cariofileno, trans-a-ionona, [-humuleno, cis-p-farneseno, -
decalactona, B-chamigreno, B-selineno, y-cadineno, 6-cadineno e selina-3,7-(11)-dieno.

Os compostos identificados apenas em amostras de Sao Paulo foram os hidrocarbonetos
sesquiterpenos: trans-B-farneseno e a-selineno juntos representam 0,71% dos compostos
identificados. J& o tinico composto identificado apenas em amostra cultivada em Minas Gerais

foi a cetona dodecan-2-ona que representa 0,38% dos compostos identificados.
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Compostos do grupo dos hidrocarbonetos sesquiterpenos mostraram-se abundantes no
perfil dos volateis (50,89% e 34,28% em ltpulos de Sao Paulo e Minas Gerais, respectivamente)
conferindo odores e sabores frutados ao lupulo (OPSTAELE, 2012). Hidrocarbonetos
monoterpenos também sdo expressivos (32,89% e 45,07% em lupulos de Sao Paulo e Minas
Gerais, respectivamente), atribuindo também sabores e odores picantes a variedade

(OPSTAELE, 2012) (Tabela 3).

Tabela 3- Porcentagens das areas dos picos dos compostos identificados nos cromatogramas separados
em grupos. Para amostras de HS-SPME.

% Area
Grupo
HS-SPME SP HS-SPME MG
Nao identificados (%) 7,32 9,70
Hidrocabonetos sesquiterpenos (%) 50,89 34,28
Hidrocabonetos monoterpenos (%) 32,89 45,07
Monoterpenos oxigenados (%) 0,24 0,26
Outros compostos (%) 8,66 10,69
Total identificado (%) 92,68 90,30

Uma vez que ainda ndo ¢ reportado na literatura dados sobre a composi¢do quimica de
volateis de lapulos cultivados no Brasil, ndo ¢ possivel fazer uma comparacao direta com
estudos que utilizam a variedade Mantiqueira. Entretanto, percebe-se que a variedade estudada
apresenta perfil de volateis semelhante ao perfil de lupulos cultivados em paises de clima
temperado. Desta forma, a variedade brasileira Mantiqueira consiste em um ldpulo com
potencial comercial para ser utilizado na producao de cerveja, mesmo sendo cultivado em clima
tropical, apresenta caracteristicas aromaticas proximas a algumas variedades de lupulos
importados.

4.2 Extracgao por hidrodestilacio

A metodologia de separagcdo de Oleos essenciais utilizando aparelho de Clevenger foi
utilizada em amostras de Iupulo Mantiqueira provenientes de Sdo Paulo e Minas Gerais. Trata-
se de em uma metodologia de extracao liquido-liquido comumente utilizada para tragar o perfil
volatil de compostos de espécies de plantas (SALANTA et al., 2015).

Na Tabela 4 estdao dispostas as massas de ltpulo utilizadas, as massas de 6leos obtidas,

bem como o rendimento de cada destilacao.
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Tabela 4- Massa de lipulo, massa do 6leo e rendimento obtidos nas hidrodestilagdes.

Amostras Massa Luapulo (g) Massa é6leo (g) Rendimento (%)*

HD SP1 49,93 0,10 0,19
HD SP2 50,07 0,08 0,17
HD MG1 50,05 0,17 0,34
HD MG2 50,01 0,14 0,28

Rendimento*: Massa do 6leo dividida pela massa do lupulo, multiplicada por 100.

O rendimento médio da hidrodestilagdo foi de 0,18 £0,01% e 0,31 £ 0,04 % para lapulos
Mantiqueira de Sdo Paulo e Minas Gerais, respectivamente. Percebe-se que a técnica extraiu
uma quantidade um pouco maior de 6leo de lipulo Mantiqueira cultivado em Minas Gerais.
Entretanto, de acordo com Rybka et al. (2018), os 6leos essenciais representam cerca de 0,5 a
3% em massa do lupulo seco, evidenciando que o método de extracao apresentou rendimento
abaixo do esperado. Os cromatogramas gerados apos analises dos 6leos em GC-MS estdo em
Anexo (Anexo B).

Para extrato proveniente de lupulo Mantiqueira de Sao Paulo, os compostos que foram
identificados nas duas amostras (Tabela 2) foram o hidrocarboneto monoterpeno: 3-mirceno; as
cetonas: undecan-2-ona; trans-a-ionona; dodecan-2-ona; y-decalactona; os hidrocarbonetos
sesquiterpenos: cis-B-cariofileno; B-humuleno, cis-pB-farneseno; trans-f-farneseno; B-selineno;
a-selineno; y-cadineno; PB-chamigreno; d-cadineno e selina-3,7 (11)-dieno. Apenas a cetona
decan-2-ona que nao foi identificada em duplicata.

Em ambas as amostras de lipulo Mantiqueira cultivado em Minas gerais foram
identificados os mesmos compostos. Sdo eles, o hidrocarboneto monoterpeno B-mirceno; as
cetonas: decan-2-ona; undecan-2-ona; dodecan-2-ona; 7y-decalactona; os hidrocarboneto
sesquiterpenos: cis-B-cariofileno; trans-a-ionona; trans-pB-farneseno; cis-p-farneseno; trans-o-
bergamoteno; B-humuleno; y-decalactona; B-chamigreno; B-selineno; a-selineno; d-cadineno e
selina-3,7(11)-dieno.

Os principais componentes dos 6leos tanto de ltipulo de Sdo Paulo quanto de Minas
Gerais foram os hidrocarbonetos sesquiterpenos cis-B-farneseno e o [B-selineno. Estes
compostos conferem aroma frutado, citrico, amadeirado e picante aos 6leos.

Na Tabela 5 estdo dispostas as médias da duplicata das areas dos principais picos

identificados nos cromatogramas gerados apds andlise em GC-MS de todas as amostras:
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Tabela 5- Médias da duplicata das areas dos principais picos identificados nos cromatogramas gerados
apos analise em GC-MS dos 6leos.

Porcentagens das Area do pico Cromatografia Gasosa

SC-SP SC-MG
N°  Composto HS- HS- HD HD
SPME SPME 80 80 110 110 80 80 110 110
SP MG Sp MG phar/  bar/  bar/  bar/  bar/ bar/ bar/  bar/
60°C 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C 40 °C
2 pmiceno J203% 354 443 761 0,1l 0,05+ 317+ 905+ 026+ 022+
JMUCEN0 g esa  255b 0,15 2,53 004 000 132 11,03 0,11 006
3 Nonan-2- 0,34 + 1,68 +
ona 0,09 a 0,00 b
s . 2866 3430 012+ 0,10+ 1532+ 2274+ 132+ 039+
+0,83 +484 011 006 1510 2592 170 045
Decan-2- 0,62 + 1,82 + 0,72 +
6 o 00la 0096 %% 040
, Undecan2- 239+ 401 H95+ 351+
ona 0,72 a 0,54 b 0,03 0,36
g  Decanoato 4622 3240 0,12+ 017+ 2144+ 2004+ 234+ 038+
de metila +378 +827 008 016 21,17 1931 312 040
" Cis-p- 673+ 462+ 527+ 675+
cariofileno 0,52 a 0,13 a 0,07 0,24
13 Trans-a- 2,84 + 1,80+ 397+ 3,58+
ionona 0,19 a 0,23 b 0,83 0,10
P Cis-p- 1831 16,33+ 1989+ 26,78+ 634
farneseno +3,03a 0,18a 3,49 1,07 >
v- 249+ 105+ 323+ 238+
- decalactona 0,45 a 0,08 b 0,16 0,18 0,28
B- 1036+ 423+ 11,69+ 1027+ 0,25+
19 chamigreno 1,98 a 0,23 b 2,26 0,52 0.13 0,06 L 0,09
. 11,57+ 493+ 1432+ 12,73+ 032+ 1,46 +
20 Bselineno %5 0 23 482 1,85 0.2 0,11 12817 "1 g3 [ 003
‘ 0,25+ 075+ 102+ 2513 005+ 0,11+ 889t 560
21 Rl 010: 016 006 2295 81 oo 011 985 268 06
g Selima37 127+ Ll4x 249 124
(11)-dieno  01l1a 009a 033 042
22,44
25 | Atractilona + 0(,)315; 689 090 057
18,80
0,08 =
26 Bergapteno 0,00 14,96
Trans- 5,87
29 ferruginol +5,10 7,15 3.25
33,29+
. 48,13+ 3> 43,10+ 52,50 +
30  Abietol 049 52,36 1170 BB
1,58
46,16+
30,85 . 26,50+ 32,63 +
31 NI 1015 7 o4 32,37 o0 I

Os valores sem desvio padrdo sdo os picos que foram identificados em apenas uma das amostras da
duplicata.

Na classificacao sugerida por Korfta (2003), porcentagens de B-farneseno entre 14 e

20% (em massa) enquadra o 6leo de lapulo como 6leo nobre, o que sugere, pelos valores

elevados de porcentagens de areas identificadas nos cromatogramas, que ambos os 6leos se

enquadram nesses grupos.

Compostos do grupo dos hidrocarbonetos sesquiterpenos mostraram-se abundantes no

perfil dos volateis de lapulo de Sao Paulo (65,62% e 52,55% amostras Hidro SP1 e Hidro SP2,
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respectivamente) e no perfil de voléteis de lupulos de Minas Gerais (63,18% e 64,85%,
amostras Hidro MG1 e Hidro MG2, respectivamente), conferindo odores e sabores frutados aos

extratos hidrodestilados (OPSTAELE, 2012) (Tabela 6).

Tabela 6- Porcentagens das areas dos picos dos compostos identificados nos cromatogramas separados
em grupos. Para amostras de HD.

% Area
Grupo Hidro Hidro Hidro Hidro
SP1 SP2 MG1 MG2
Nao identificados (%) 20,05 30,95 15,69 19,12
Hidrocabonetos sesquiterpenos (%) 65,62 52,55 63,18 64,85
Hidrocabonetos monoterpenos (%) 4,32 4,53 9,40 5,82
Monoterpenos oxigenados (%) 0,00 0,00 0,00 0,00
Outros compostos (%) 10,01 11,97 11,73 10,21
Total identificado (%) 79,95 69,05 84,31 80,88

4.3 Extra¢ao com CO: supercritico

Foram estudadas as pressdes de 80 e 110 bar e temperaturas de 40 e 60 °C. Segundo
Katono, Yonezawa e Inui (2018) quando a pressao ¢ menor que a faixa citada, ¢ dificil manter
um estado supercritico de maneira estavel. Por outro lado, quando a pressdao ¢ maior que 100
bar, componentes como a-acidos, sdo extraidos em maiores quantidades. Temperaturas elevadas
comprometem a extragao de volateis.

Na Tabela 7 estao dispostas as condigdes de extragao (pressdo, temperatura e tempo),
as massas de amostras, massas de esferas de vidros, de extratos gerados, bem como o

rendimento de cada extragdo para lupulo Mantiqueira cultivado em Sao Paulo.
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Tabela 7- Condigdes experimentais e rendimentos obtidos na extragdo de lipulo Mantiqueira cultivado
em Sao Paulo com CO2 supercritico.

Massa Tempo  Massa
Densidade Massa

Pressao Temperatura esferas de extrato

Amostra CO2 Lupulo (%)*

(bar) (°O) 3 de vidro extracio (g)x

(kg.m™) (g . )

(g) (min) 10

SC-SP 5 80 60 191,62 10,00 15,32 120 1,75 0,17
SC-SP7 80 60 191,62 10,01 14,64 120 2,14 0,21
SC-SP 9 80 40 277,90 10,00 7,964 130 3,96 0,40
SC-SP 10 80 40 277,90 10,01 8,54 160 4,32 0,43
SC-SP 11 110 60 357,79 10,01 5,69 170 1,89 1,88
SC-SP 12 110 60 357,79 10,01 6,60 170 22,00 2,20
SC-SP 6 110 40 683,52 10,00 10,03 190 58,21 5,82
SC-SP 8 110 40 683,52 10,01 9,30 190 59,76 5,90

(%)*: Rendimento- massa do 6leo dividida pela massa do ltipulo, multiplicada por 100.
Os rendimentos médios para cada condi¢do de extracdo foram:
e 80 bar/60 °C: (0,19 + 0,03 %);
e 80 bar/40 °C: (0,41 = 0,03 %);

e 110 bar/60 °C: (2,04 + 0,22 %);
e 110 bar/40 °C: (5,90 + 0,10%).

A seguir (Figura 5) sdo apresentadas as curvas cinéticas de extragdo do lupulo

Mantiqueira cultivado em Sao Paulo para diferentes condigdes de extragdo (Tabela 7):
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Figura 5- Curvas cinéticas experimentais de extracdo do lupulo Mantiqueira cultivado em S&o Paulo para

diferentes condigdes de extragao.
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Na Tabela 8 estao dispostas as condi¢des de extragdo (pressao, temperatura e tempo), as

massas de amostras, massas de esferas de vidros, massas de extratos gerados, bem como o

rendimento de cada extragdo para lupulo Mantiqueira cultivado em Minas Gerais.

Tabela 8- Condi¢des experimentais e rendimentos obtidos na extragdo de lipulo Mantiqueira cultivado

em Minas Gerais com CO2 supercritico.

Densida Massa ssa Tempo de Massa

Pressio Temperatura de CO: i esferas . extrato (%)

Amostra Lupulo i extracao
(bar) ©O) (kg.m- de vidro ] (g) x *
3) (® (2) (min) 102

SC-MG 3 80 60 191,62 10,00 16,79 11 1,24 0,12
SC-MG 15 80 60 191,62 10,00 17,55 90 1,65 0,17
SC-MG 1 80 40 277,90 10,01 17,58 130 10,20 1,02
SC-MG 13 80 40 277,90 10,00 15,85 90 2,02 0,20
SC-MG 4 110 60 357,79 10,00 10,81 160 11,27 1,13
SC-MG 14 110 60 357,79 10,00 12,06 170 19,31 1,93
SC-MG 2 110 40 683,52 10,00 14,71 150 23,05 2,30
SC-MG 16 110 40 683,52 10,00 15,47 190 29,59 2,96

(%)*: Rendimento- massa do 6leo dividida pela massa do Iupulo, multiplicada por 100.

Os rendimentos médios para cada condi¢do de extracdo foram:

e 80 bar/60 °C: (0,14 + 0,03 %);
e 80 bar/40 °C: (0,61 + 0,58 %);
e 110 bar/60 °C: (1,53 £ 0,57 %);
e 110 bar/40 °C: (2,63 £ 0,46 %);

A seguir (Figura 6) sdo apresentadas as curvas cinéticas de extracdo do lapulo

Mantiqueira cultivado em Minas Gerais para diferentes condi¢des de extracao (Tabela 8):
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Figura 6- Curvas cinéticas experimentais de extracdo do lupulo Mantiqueira cultivado em Minas Gerais para
diferentes condigdes de extragao.
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Percebe-se que quanto maior a densidade do fluido supercritico, maior o rendimento
apresentado, sendo assim, a condi¢ao que resultou em maior rendimento foi a 110 bar e 40 °C.
O aumento da pressdo a uma temperatura constante acarreta um aumento da densidade do
solvente. Desta forma, a distancia intermolecular média é reduzida e a interagdo entre moléculas
do solvente e do soluto ¢ aumentada, elevando, desta forma, a solubilidade do soluto. Por outro
lado, o aumento de temperatura a uma pressao constante resulta em uma diminui¢do da
densidade do solvente € em um aumento da pressao de vapor do soluto. Consequentemente, a
solubilidade do soluto diminui (SMITH; VAN NESS; ABBOTT, 2007).

Kupski et al. (2017) também confirmou que o rendimento de uma extragao supercritica
de fato ¢ aumentado com o aumento da pressdo. Zarrinpashne e Kandi (2018) também
constataram que a 40 °C os rendimentos de oleos sao maiores que a 60 °C. Todavia, o
rendimento ndo deve ser o unico fator a ser avaliado. Com o aumento do rendimento, a
seletividade da extracdo pode ser comprometida, obtendo-se uma variedade de componentes
que podem incluir tanto resinas duras quanto taninos e comprometer a qualidade do extrato. Em
anexo (Anexo C e D), estdo dispostos os cromatogramas gerados pelas extragcdes com dioxido
de carbono supercritico.

Nas Tabelas 9 e 10 estdo dispostos 0s compostos e suas respectivas as areas dos picos
identificados no GC-MS dividida pela area total dos picos detectados para SC de Sao Paulo e

Minas Gerais. Respectivamente.
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Tabela 9- Areas dos picos identificados no GC-MS dividida pela 4rea total dos picos detectados. Para

SC-SP.
EXTRACAO SUPERCRITICA AMOSTRAS SAO PAULO
ificacd IR 1m0 110 110 110
o
Classificagio N Composto (tab) odor/sabor  80bar/ 80bar/ 80bar/ S0bar/ o0
o] O, 0, O,
60 °C 60 °C 40 °C 40 °C 60°C  60°C 40°C 40 °C
Hidrocarboneto . LA, pmho,
1 B-pineno 980 amadeirado,
monoterpeno
verde, doce
. Resina, laranja,
L aciccl - B-mirceno 991  picante, doce, 008 013 0,15 0,15
monoterpeno g
amadeirado
Cetona 3 Nonan-2-ona 1091 R, Ve,
gorduroso
Monot N Limado,
onoterpeno 4 Linanol 1098 lavanda, verde,
oxigenado
floral
Monoterpeno 5 Mentona 1154  Mentolado 2807 2925 30,88 3772 0,04 0,19 005 014
oxigenado
Cetona 6 Decan-2-ona 1192 Citrico
Cetona 7 Undecan-2-ona 1291 Fruta(}oz v,
citrico
. . Oleoso,
Ester 8 Decanoato de metila 1326 48,89 43,54 38,24 26,55 0,06 0,17 0,06 0,28
frutado, floral
Bster 9 Cls—Acet_ato de 1362 Mentolado,
carvila frutado
Cetona 10 Dodecan-2-ona 1386 -
H1droc.arbonet0 11 Cis-B-cariofileno 1404  Picante, cravo
sesquiterpeno
Hldroc'arboneto 12 Trans-cariofileno 1418 Plcar}te,
sesquiterpeno amadeirado
Cetona 13 Trans-a-ionona 1426 Floral, frutado
H1dr0c'arbonet0 14 Trans-o- 1436  Amadeirado
sesquiterpeno bergamotene
] Picante,
H]droc.arboneto 15 B-humuleno 1440  amadeirado,
sesquiterpeno
amargo
. Oleoso,
H1droc‘arbonet0 16 Cis-p-farneseno 1443 frutado, citrico,
sesquiterpeno .
amadeirado
Hidrocarboneto dimnialiit;
it n 17  Trans-B-farneseno 1458 citrico, terroso, 0,26
sesquiterpeno herbal
Cetona 18 y-decalactona 1463  Frutado, doce
Hidrocarboneto .
T 19 B-chamigreno 1475 - 0,13 0.20 0,29
L o) B-selineno 1485 - 0,20 024 0,39
sesquiterpeno
BitoEoiEs P a-selineno 1494  Apimentado 23,04 2721 1581 0,04 006 003 0,19
sesquiterpeno
H1dr0c_arb0net0 22 y-cadineno 1513 -
sesquiterpeno
Hldroc.arboneto 23 5-cadineno 1524 Amadeirado,
sesquiterpeno herbal
Hidrocarboneto ) <oy 37 (11).dieno 1542 Herbal
sesquiterpeno amadeirado
Cetona 25 Atractilona 1653 - 9,15 35,73 0,48 0,22
Hidrocarboneto 26 Bergapteno 2048 Cltrlcl?r,n?sanja, 0,07 0,08
Bster 27 Octadecar}oato de 2128 )
metila
Fenoxinol 28 Tricosano 2300 Cera 1,29 0,46 2,26
Monoterpeno . g | g ng fermginel | 2325 - 206 947
oxigenado
Diterpeno 30 Abietol 2391 - 48,48 47,78 32,17 34,40
- 31 NI 2455 - 2544 36,26 4542 46,89
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Tabela 10- Areas dos picos identificados no GC-MS dividida pela area total dos picos detectados. Para

SC-MG.
Extracdo Supercritica Amostras Minas Gerais
q - IR Descrigao:
Classificahio ~ N° Composto (1 (LB g0bar/  80bar/ 80bar/ S0bar 110 110 A10 10
60 °C 60 °C 40 °C 40 °C bar/  bar/ bar/  bar/
60°C 60°C 40°C 40°C
. Limo, pinho,
Lol ST 1 B-pineno 980 amadeirado, 11,58
monoterpeno
verde, doce
Hidrocarboneto IResiion, e o,
2 B-mirceno 991  picante, doce, 4,10 2,24 1,25 16,85 0,34 0,18 0,26 0,18
monoterpeno .
amadeirado
Cetona 3 Nonan-2-ona 1091 Lianinils, verit,
gorduroso
Mor}oterpeno 4 Linanol 1098 Limao, lavanda,
oxigenado verde, floral
Monoterpeno 5 Mentona 1154  Mentolado 25,99 4,64 441 41,07 252 011 0,70 007
oxigenado
Cetona 6 Decan-2-ona 1192 Citrico
Cetona 7 Undecan-2-ona 1291 Fruta(}oz v,
citrico
Ester 8 Decanoafode = 44, |Olcoso, frutads, 54 ) 6,47 728 3459 454 0,13 066 0,10
metila floral
Ester 9 Cls-AceFato de 1362 Mentolado,
carvila frutado
Cetona 10 Dodecan-2-ona 1386 -
Hldroc.a (oD 11 Cis-B-cariofileno 1404  Picante, cravo
sesquiterpeno
Hldrocg IS 12 Trans-cariofileno 1418 Plcar}te,
sesquiterpeno amadeirado
Cetona 13 Trans-a-ionona 1426  Floral, frutado
Hldrocgrboneto 14 Trans-o- 1436  Amadeirado
sesquiterpeno bergamotene
. Picante,
Hldrocg thoneto 15 B-humuleno 1440 amadeirado,
sesquiterpeno
amargo
. Oleoso, frutado,
Hldroga e 16 Cis-p-farneseno 1443 citrico, 6,34
sesquiterpeno .
amadeirado
. Amadeirado,
I-iledsroli:ié;l;bogg(t)o 17 Trans-p-farneseno 1458 citrico, terroso,
quiterp herbal
Cetona 18 y-decalactona 1463  Frutado, doce
Hidrocarboneto .
e 19 B-chamigreno 1475 - 14,08 0.09
Il 20 B-selineno 1485 = 12,81 2,75 0,03
sesquiterpeno 0,16
Ll o a-selineno 1494  Apimentado 15,85 1,92 3,70 7,49
sesquiterpeno 0,06
l—hdroc.a Ao 22 y-cadineno 1513 -
sesquiterpeno
Hldroc?rboneto 23 5-cadineno 1524 Amadeirado,
sesquiterpeno herbal
Hidrocarboneto selina-3,7 (11)- Herbal,
. 24 . 1542 .
sesquiterpeno dieno amadeirado
Cetona 25 Atractilona 1653 - 6,39 0,90 0.57
Hidrocarboneto 26 Bergapteno 2048 Cltrlclg,n;e:)ran]a, 14,96
Ester g7 | Octadecateaiode ] 5, - 2,00 6,80
metila
Fenoxinois 28 Tricosano 2300 Cera 3.06 1,44
Monoterpeno .
ST 29 Trans-ferruginol ~ 2325 - 7.15 3,25
Diterpeno 30 Abietol 2391 - 52,36 51,36 348 5581 49,18
- 31 NI 2455 - 32,37 26,39 26,5 33,35 31,90
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Os compostos comuns as duas extragdes nas mesmas condi¢des (duplicata) foram as
seguintes (Tabela 9 e 10):

Amostras de Sao Paulo:

80 bar/60 °C: o monoterpeno oxigenado mentona; o éster decanoato de metila; e o
hidrocarboneto sesquiterpeno a-selineno.

80 bar/40 °C: o monoterpeno oxigenado mentona; o éster decanoato de metila; e a
cetona atractilona.

110 bar/60 °C: o hidrocarboneto monoterpeno -mirceno; o monoterpeno oxigenado
mentona; o éster decanoato de metila; o hidrocarboneto sesquiterpeno a-selineno; a cetona
atractilona; o hidrocarboneto bergapteno; o diterpeno abietol e um composto nao identificado.

110 bar/40 °C: o hidrocarboneto monoterpeno -mirceno; os monoterpenos oxigenados
mentona e trans-ferruginol; o éster decanoato de metila; os hidrocarbonetos sesquiterpenos: [3-
chamigreno; B-selineno; a-selineno; o fenoxinol tricosano; o diterpeno abietol e um composto
ndo identificado.

Amostras de Minas Gerais:

80 bar/60 °C: o hidrocarboneto monoterpeno B-mirceno; o monoterpeno oxigenado
mentona; o éster decanoato de metila e o hidrocarboneto sesquiterpeno a-selineno.

80 bar/40 °C: o hidrocarboneto monoterpeno B-mirceno; o monoterpeno oxigenado
mentona; o éster decanoato de metila e o hidrocarboneto sesquiterpeno a-selineno.

110 bar/60 °C: o hidrocarboneto monoterpeno B-mirceno; o monoterpeno oxigenado
mentona; o éster decanoato de metila; o hidrocarboneto sesquiterpeno B-selineno; o diterpeno
abietol e um composto ndo identificado.

110 bar/40 °C: o hidrocarboneto monoterpeno B-mirceno; o monoterpeno oxigenado

mentona; o éster decanoato de metila; o diterpeno abietol e um composto nao identificado.
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Na Tabela 11 estao dispostas as porcentagens das areas dos picos dos compostos separados em grupos para amostras de SC.

Tabela 11- Porcentagens das areas dos picos dos compostos identificados nos cromatogramas separados em grupos. Para amostras de SC.
Porcentagens das Area do pico Cromatografia Gasosa

Extracdo Supercritica Amostras Sao Paulo Extracao Supercritica Amostras Minas Gerais

Gl‘llpO 80bar/ 80bar/ 80bar/ 80bar/ 110bar/ 110 bar/ 110 bar/ 110bar/ 80bar/ 80bar/ 80bar/ 80bar/ 110bar/ 110bar/ 110bar/ 110 bar/
60° C 60° C 40° C 40° C 60° C 60° C 40° C 40° C 60° C 60° C 40° C 40° C 60° C 60° C 40° C 40° C

Néo identificados (%) 0,00 0,00 5,92 0,00 23,69 15,11 18,96 5,28 8,76 0,00 15,89 0,00 12,10 27,14 9,22 13,85
Hidrocabonetos sesquiterpenos (%) 23,04 27,21 15,81 0,00 0,37 0,06 0,47 1,13 1585 1,92 36,93 7,49 2,75 0,31 0,00 0,03
Hidrocabonetos monoterpenos (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,13 0,15 0,15 4,10 2,24 12,83 16,85 0,34 0,18 0,26 0,00

Monoterpenos oxigenados (%) 28,07 29,25 30,88 37,72 0,04 0,19 231 9,61 2599 4,64 441 41,07 2,52 7,26 0,70 3,32
Outros compostos (%) 48,89 43,54 47,39 62,28 75,82 84,51 78,11 83,83 4530 91,20 29,94 34,59 82,29 65,11 89,82 82,80
Total identificado (%) 100,00 100,00 94,08 100,00 76,31 84,89 81,04 94,72 91,24 100,00 84,11 100,00 87,90 72,86 90,78 86,15

Em todas as extrag¢des supercriticas, de ambas as amostras, o grupo “outros compostos” que inclui grupos quimicos diferentes - cetonas,
ésteres, fenoxinois e diterpenos sdo majoritarios.
Na Tabela 5 estdo dispostas as médias da duplicata das areas dos picos identificados nos cromatogramas gerados ap6s analise em GC-MS

dos dleos obtidos por extracdo com didxido de carbono supercritico.
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4.4 Diferencas entre perfis volateis obtidos por HS-SPME, HD e SC

Como mencionado por Opstaele et al. (2012) o conteudo dos 6leos essenciais ndo
depende apenas das condic¢des de cultivo, armazenamento e processamento, depende também
do processo de extragdo e analise.

O comportamento dos grupos quimicos ndo apresentou uma tendéncia, de acordo com
a metodologia de extragdo adotada. Como se trata de compostos instaveis, assim como no
trabalho de Véazquez-Aragjo et al. (2013), uma grande variacao foi observada e nenhum padrao
foi estabelecido na comparagdo das técnicas de extragdo.

Na Figura 7 foram apresentados os graficos de radar dos perfis volateis do lupulo in

natura ¢ dos extratos (HD e SC).
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HS-SPME SP HS-SPME MG
Floral Floral
40 40
Amadeirado 30 Frutado Amadeirado ~ 30 Frutado
M M
Picante Citrico Picante Citrico
Herbal Verde Herbal Verde
Mentolado Mentolado
HD SP HD MG
Floral Floral
40 40
Amadeirado -~ 30 Frutado Amadeirado -~ 30 Frutado
0 §0 j
Picante Citrico Picante Citrico
Herbal Verde Herbal Verde
Mentolado Mentolado
SC SP 80 bar/60 °C SC MG 80 bar/60 °C
Floral Floral
40 40
Amadeirado 30 Frutado Amadeirado - 30 Frutado
20 20
10 10
Picante Citrico Picante Citrico
Herbal Verde Herbal Verde
Mentolado Mentolado
SC SP 80 bar/40 °C SC MG 80 bar/40 °C
Floral Floral
40 40
Amadeirado 30 Frutado Amadeirado 30 Frutado
20 20
10 1
Picante (0 Citrico Picante Citrico
Herbal Verde Herbal Verde
Mentolado Mentolado

Figura 7- Graficos de radar dos perfis volateis obtidos por HS-SPME, HD e SC de lupulos
Mantiqueira de Sao Paulo e Minas Gerais.

Nestes graficos sdo mostradas as propor¢des médias (%) de cada sabor/odor nas amostras, de acordo
com os compostos identificados e suas respectivas caracteristicas. Fonte: O autor.
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Percebe-se que de fato os perfis aromaticos do lupulo da variedade Mantiqueira
cultivados em Sao Paulo e Minas Gerais (HS-SPME) sao bem proximos, tendo como principal
caracteristica seu sabor/ odor frutado, amadeirado, picante e citrico (Figura 7). De acordo com
as Tabelas 4 e 6, amostras de Sao Paulo e Minas Gerais tanto nos ltpulos in natura quanto nos
6leos obtidos por hidrodestilagdo, apresentam maiores propor¢des de hidrocarbonetos
sesquiterpenos e hidrocarbonetos monoterpenos. Consequentemente, a tendéncia € de que estes
possuem, de fato, aromas amadeirados, picantes, citricos e frutados (VAZQUEZ-ARAUJO et
al., 2013).

Os graficos radar dos 6leos obtidos por hidrodestilagao tanto de lipulo de Sdo Paulo
quanto de Minas Gerais apresentam caracteristicas predominantes frutado, amadeirado, citrico
e picante. Os perfis aromaticos apresentados por ambas as amostras sao bem proéximos, com o
predominio do componente cis-B-farneseno. Os niveis totais de hidrocarbonetos
monoterpénicos diminuiram com a hidrodestilagdo, para ambas as amostras (Tabelas 4 ¢ 6).
Reflexo da diminui¢do dos niveis de recuperacdo de f-mirceno e da ndo recuperacdo de [3-
pineno (PRAET et al. 2015), que sdo compostos volateis.

Percebe-se que, as caracteristicas do lupulo in natura foram modificadas, impactando
na diminui¢do do predominio de sabor e odor picante em o6leo hidrodestilado. Ou seja, o
processo de hidrodestilagdao levou a uma mudanca nas caracteristicas aromatica das amostras,
como estudado por Praet et al. (2015). Entretanto, as caracteristicas frutado, amadeirado e
citrico foram mantidas em niveis semelhantes aos dos lupulos in natura.

Nos o0leos obtidos pela hidrodestilagdo, foram identificados e separados novos
compostos como a cetona dodecan-2-ona (Sao Paulo) sugerindo a transformagao oxidativa de
alguns compostos durante o processo de hidrodestilacio (SALANTA et al., 2015). Ja nas
amostras de 6leos de lupulo de Minas Gerais foi identificado o hidrocarboneto sesquiterpeno
a-selineno (também nao identificado por HS-SPME).

Todos os compostos identificados no lapulo in natura de Sao Paulo foram extraidos na
hidrodestilacdo, exceto o hidrocarboneto monoterpeno B-pineno. Para amostras de Minas
Gerais o hidrocarboneto monoterpeno B-pineno e o hidrocarboneto sesquiterpeno trans-f3-
cariofileno foram identificados apenas por HS-SPME, sugerindo também que estes compostos
devem ter sofrido oxida¢do quando submetidos a temperaturas elevadas (SALANTA et al.,
2015).

Comparando-se os perfis volateis apresentados pelos extratos de lipulo obtidos por SC

com os perfis apresentados pelos lupulos in natura (HS-SPME), percebe-se que a referida
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extracdo foi seletiva a alguns compostos, de acordo com a condi¢do de extracao aplicada. De
acordo com Opstacele et al. (2012), pressao e temperatura influenciam a densidade do solvente
e a volatilidade do soluto, que definem o poder de solvatacao e a seletividade do processo.

Dos compostos identificados por HS-SPME que foram isolados também na extragio
supercritica, tem-se: para amostras de Sao Paulo, 80 bar e 40 °C e 80 bar e 60 °C extrairam
apenas a-selineno, que representa 5,26% dos compostos identificados no lapulo in natura; para
amostras de Minas Gerais, nestas mesmas condi¢des de extracdo, extraiu B-mirceno e o-
selineno que representam 11,11% e dos compostos identificados no lapulo in natura.

Por outro lado, a 80 bar, foram identificados compostos que nao foram identificados por
HS-SPME. Para os 6leos de lupulo de Sao Paulo consta o monoterpeno oxigenado mentona e
o éster decanoato de metila. Em o6leos de Minas Gerais identificou-se (nas duas extragdes
realizadas): monoterpeno oxigenado mentona; o éster decanoato de metila; o hidrocarboneto
sesquiterpeno e a-selineno.

De acordo com a Figura 7, os extratos obtidos a 80 bar possuem perfis proximos,
predominante frutado, floral, mentolado e picante, devido as caracteristicas dos poucos
componentes identificados. A presenca significativa do composto mentona, que foi extraido
em todas as condi¢des de extragdes supercriticas, atribuiu a caracteristica mentolado que
diferencia esses extratos dos demais. Os graficos radar das extragdes supercriticas a 110 bar ndo
foram apresentados uma vez que ndo foi encontrado na literatura descri¢do quanto ao sabor e
odor dos compostos majoritarios identificados nestes extratos.

As extracoes realizadas a 110 bar em amostras de Sao Paulo extrairam os mesmos
compostos extraidos a 80 bar (mentona, decanoato de metila, a-selineno e a 40 °C atractilona)
além de outros compostos: o hidrocarboneto monoterpeno B-mirceno, diterpeno abietol, o
monoterpeno oxigenado trans-ferruginol, o fenoxinol tricosano e os hidrocarbonetos
sesquiterpenos B-selineno e a-selineno. Estes quatro tltimos mencionados foram identificados
em duplicata apenas nas extragdes a 110 bar e 40 °C de lupulo cultivado em Sao Paulo. Percebe-
se que nesta pressdo houve extragdio de compostos com tempos de retengdes e,
consequentemente, ndice de Kovats, elevados.

Ja os compostos extraidos em duplicata nas extragdes a 80 e 110 bar realizadas em
amostras de Minas Gerais foram o hidrocarboneto monoterpeno -mirceno, 0 monoterpeno
oxigenado mentona e o éster decanoato de metila. A 80 bar extraiu-se o hidrocarboneto
sesquiterpeno a-selineno que nao foi extraido a 110 bar. Em contrapartida, a 110 bar, o diterpeno

abietol foi identificado em duplicata em ambas as temperaturas.
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Um composto ndo identificado apresentou uma area significativa nos picos do
cromatograma nas extragdes a 110 bar, o que pode indicar a extracdo de compostos resinosos.
Porém, segundo Vazquez-Araugjo et al. (2013) o6leos essenciais sdo soluveis em SC-CO; e,
possivelmente, sdo mais facilmente extraidos do que as resinas, ou seja, eles podem contribuir
mais significativamente aos extratos de lupulo obtidos embora estes foram pouco detectados
nos cromatogramas gerados por GC-MS.

O B-mirceno que consiste no principal composto de ambas as amostras nao foi
majoritario em nenhuma extragdo. Este composto pode ter oxidado ou evaporado durante os
processos de extra¢do ou até mesmo durante o armazenamento dos extratos, uma vez que ¢
muito sensivel a oxidacao e ¢ muito volatil (TYSKIEWICZ; KONKOL; ROJ, 2018).

Cis-B-farneseno que ¢ predominante no lipulo cultivado em S3o Paulo € em Minas
Gerais s6 foi extraido em duplicata na hidrodestilagao. Cis-B-farneseno pertence ao grupo dos
hidrocarbonetos sesquiterpenos que, de modo geral, foram extraidos em menores proporgdes
nas extragdes supercriticas que nas hidrodestilagdes. Isso pode ser atribuido a baixa solubilidade
desses componentes, relativamente mais pesados em CO> supercritico nas condi¢des de teste
atuais (ZARRINPASHNE; KANDI, 2018).

De modo geral, os hidrocarbonetos monoterpenos estavam presentes em maiores
proporc¢des nos dleos hidrodestilados. Os monoterpenos oxigenados apresentaram tendéncia
oposta. Os oleos de SC, quando submetidos a pressdao de 80 bar apresentaram proporgdes
elevadas de mentona. Estas tendéncias também foram identificadas nos estudos de Reverchon
e Senatore (1992) ao comparar as técnicas de hidrodestilacao e extracdo com CO; supercritico
utilizando o alecrim como amostra.

5 CONCLUSAO
O estudo indicou a nova variedade de ltpulo brasileiro Mantiqueira produzido no Brasil

como um produto com potencial a ser comercializado no pais, como um lipulo aromdtico para
produgdo de cervejas. Foram identificadas poucas diferencas entre lapulos da mesma variedade
cultivados na Serra da Mantiqueira, no estado de Sdo Paulo e na regido da Zona da Mata
Mineira. Tais diferencas ja eram esperadas devido as diferentes condigdes de cultivos entre as
regioes.

Cada metodologia de extracdo revelou um perfil de compostos volateis diferentes. A
microextragdo em fase solida modo headspace uma técnica empregada apenas para
identificacdo de compostos, mas com baixo tempo de extragdo, baixa quantidade de amostra
utilizada e grande quantidade de compostos identificados. Entretanto, ndo ¢ uma técnica

aplicavel na produgdo de extratos comerciais.
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A hidrodestilag@o apresentou-se como uma metodologia pouco aplicavel, por apresentar
um rendimento muito inferior ao esperado. Por outro lado, os perfis de volateis indicaram
semelhancgas considerdveis com os perfis dos lapulos in natura.

A condicdo de extracdo supercritica, 110 bar e 40 °C foi a que apresentou maiores
rendimentos. Entretanto, pode ter ocorrido a extragdo de outros compostos que nao sdao 6leos
essenciais, sendo o rendimento, portanto, um dado pouco conclusivo.

A extragdo supercritica, porém, indicou uma seletividade muito grande para uma gama
muito pequena de compostos, indicando que outras condi¢des de extragdo devem ser estudadas
para otimizar essas condicdes. Os perfis de volateis de 6leos provenientes dessa extragdo
apresentaram-se muito diferentes dos perfis de volateis de lupulo in natura, levando a conclusao
de que alguns compostos ndo foram extraidos ou foram transformados em outros compostos,
ou ainda, foram perdidos na etapa de armazenamento até a sua analise. A extracdo de resinas
também pode ser considerada.

Tendo em vista as grandes vantagens apresentadas pelo método de extragdo supercritica,
uma otimizacgdo das condigdes de extracao deve ser realizada a fim de isolar uma gama maior
de compostos, capaz de tornar as caracteristicas sensoriais do extrato mais proximo do lupulo
in natura.

Lupulo in natura confere aromas e odores frutado, amadeirado, picante e citrico.
Extratos hidrodestilados também proporcionam as mesmas notas amadeirados, picantes,
citricos e frutados. Enquanto extratos obtidos por extracao supercritica sdo predominantemente
frutado, floral, mentolado e picante

Portanto, a variedade Mantiqueira tem aplicacao comercial podendo ser utilizada, tanto
em sua forma natural, quanto em forma de extratos, nas etapas de fabricagdo da cerveja para

conferir atributos sensoriais ao produto.
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ANEXO

Anexo A- Cromatogramas gerados por GC-MS para amostras de lupulos in natura de Sao

Paulo e Minas Gerais apos técnica de HS-SPME.
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Figura A1- Cromatograma obtido por GC-MS apdés HS-SPME de lipulo cultivado em Sio Paulo.
Numeros referentes aos compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.
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Figura A2- Cromatograma obtido por GC-MS apos HS-SPME de lupulo cultivado em Minas Gerais.
Numeros referentes aos compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Anexo B- Cromatogramas gerados por GC-MS para extratos de lupulos de Sao Paulo e
Minas Gerais apos técnica de hidrodestilacao.
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Figura B1- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato hidrodestilado de lipulo cultivado em Sao
Paulo. Amostra 1. Numeros referentes aos compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.
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Figura B2- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato hidrodestilado de lipulo cultivado em Sao
Paulo. Amostra 2. Numeros referentes aos compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.
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Figura B3- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato hidrodestilado de lapulo cultivado em Minas
Gerais. Amostra 1. Numeros referentes aos compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.
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Figura B4- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato hidrodestilado de lupulo cultivado em Minas
Gerais. Amostra 2. Numeros referentes aos compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Anexo C- Cromatogramas gerados por GC-MS para extratos obtidos por extracio com
CO: supercritico de lupulos cultivados em Sao Paulo.
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Figura C1- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lupulo cultivado em Sao Paulo apos
extragcdo com didxido de carbono supercritico a 80 bar e 60 °C. Amostra 1. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.
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Figura C2- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lapulo cultivado em Sao Paulo apos
extragcdo com didxido de carbono supercritico a 80 bar e 60 °C. Amostra 2. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.
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Figura C3- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lapulo cultivado em SZo Paulo apods
extragdo com dioxido de carbono supercritico a 80 bar e 40 °C. Amostra 1. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Figura C4- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lupulo cultivado em Sdo Paulo apos
extracdo com didxido de carbono supercritico a 80 bar e 40 °C. Amostra 2. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Figura CS- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lupulo cultivado em Sao Paulo apos
extracdo com dioxido de carbono supercritico a 110 bar ¢ 60 °C. Amostra 1. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.
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Figura C6- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lupulo cultivado em Sao Paulo apos
extragdo com dioxido de carbono supercritico a 110 bar ¢ 60 °C. Amostra 2. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.
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Figura C7- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lupulo cultivado em Sao Paulo apos
extracdo com didxido de carbono supercritico a 110 bar ¢ 40 °C. Amostra 1. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.
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Figura C8- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lipulo cultivado em Sdo Paulo apods
extragdo com dioxido de carbono supercritico a 110 bar e 40 °C. Amostra 2. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Anexo D- Cromatogramas gerados por GC-MS para extratos obtidos por extra¢cio com

CO2 supercritico de lapulos cultivados em Minas Gerais.
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Figura D1- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lapulo cultivado em Minas Gerais apos
extragdo com dioxido de carbono supercritico a 80 bar e 60 °C. Amostra 1. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Figura D2- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lupulo cultivado em Minas Gerais apos
extracdo com didxido de carbono supercritico a 80 bar e 60 °C. Amostra 2. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Figura D3- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lupulo cultivado em Minas Gerais apos
extragdo com dioxido de carbono supercritico a 80 bar e 40 °C. Amostra 1. Nimeros referentes aos

compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Figura D4- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lapulo cultivado em Minas Gerais apos

extragdo com dioxido de carbono supercritico a 80 bar e 40 °C. Amostra 2. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.
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Figura D5- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lapulo cultivado em Minas Gerais apos
extragdo com didxido de carbono supercritico a 110 bar e 60 °C. Amostra 1. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Figura D6- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lupulo cultivado em Minas Gerais apds

extragdo com dioxido de carbono supercritico a 110 bar e 60 °C. Amostra 2. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Figura D7- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lapulo cultivado em Minas Gerais apos
extragdo com dioxido de carbono supercritico a 110 bar e 40 °C. Amostra 1. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 ¢ 10.
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Figura D8- Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de lipulo cultivado em Minas Gerais apo6s
extracdo com didxido de carbono supercritico a 110 bar e 40 °C. Amostra 2. Numeros referentes aos
compostos indicados nas Tabelas 2, 9 e 10.



