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RESUMO

OLIVEIRA, Michelle Rigueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Analises fisico-quimicas e perfil aromatico de cervejas produzidas com lupulo
em flor e pellet brasileiros e pellet importado. Orientador: Alexandre Fontes
Pereira. :

A industria cervejeira teve um grande crescimento em todo o mundo nos Gltimos vinte
anos. Junto com o crescimento do setor de forma geral, houve uma variagéo no perfil
de consumo, 0 que impulsionou 0 aumento de pequenas e micros cervejarias. No
Brasil, outro fator que deu maior visibilidade ao segmento foi o inicio do cultivo de
lapulo no pais, que apesar de ainda néo ter gerado impacto financeiro por estar em
fase de desenvolvimento, fomentou as pesquisas académicas envolvendo tanto a
matéria-prima em questdo quanto o desenvolvimento do processo cervejeiro como um
todo. Esse cultivo proporcionou a possibilidade de utilizagéo de flores no processo de
producdo de pequenas cervejarias, que até entdo utilizavam apenas os pellets. Com
esta nova possibilidade, este estudo buscou utilizar o lipulo Cascade brasileiro - flor
e pellet - e o lapulo Cascade internacional — americano - para produgédo de cervejas
artesanais Lager, bem como acompanhar os parametros da fermentagédo, que se
mostraram satisfatérios e com boa repetibilidade entre as replicatas, caracterizar os
produtos finais quanto as principais caracteristicas fisico-quimicas, encontrando
quantidades bem préximas de teor alcdolico, acidez voléatil e coloragdo para todas as
amostras e comparar os perfis aromaticos dos lipulos brasileiros com o internacional,
concluindo que o apesar de algumas diferengas, o perfil sensorial se manteve em
todas as anélises.

Palavras-chave: Lupulo brasileiro. Perfis aromaticos. Cascade. Caracteristicas fisico-
quimicas. Lager.




ABSTRACT

OLIVEIRA, Michelle Rigueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2022.
Physicochemical analysis and aromatic profile of beers produced with Brazilian
flower and pellet hops and imported pellet. Advisor: Alexandre Fontes Pereira.

The brewing industry has had a great growth worldwide in the last twenty years. Along
with the growth of the sector in general, there was a variation in the consumption
profile, which drove the increase of small and micro-breweries. In Brazil, another factor
that gave greater visibility to the segment was the beginning of hop cultivation in the
country, which although it has not yet generated financial impact because it is in the
development phase, promoted academic research involving both the raw material in
question and the development of the brewing process as a whole. This cultivation
provided the possibility of using flowers in the production process of small breweries,
which until then used only pellets. With this new possibility, this study sought to use
the Brazilian Cascade hops - flower and pellet - and the international Cascade hops -
American - for the production of Lager craft beers, as well as to follow the fermentation
parameters, which were satisfactory and with good repeatability among the replicates,
characterizing the final products as the main physical-chemical characteristics, finding
amounts very close to alcohol content, volatile acidity and staining for all samples and
compare the aromatic profiles of Brazilian hops with the international one, concluding
that despite some differences, the sensory profile remained in all analyses.

Keywords: Brazilian hops. Aromatic profiles. Cascade. Physical-chemical.
Characteristics. Lager.
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1. INTRODUCAO

O setor cervejeiro teve nos ultimos anos um enorme crescimento em todo o
mundo, segundo dados do Sindicato Nacional da Indistria da Cerveja (SINDCERV,
2020). Os maiores produtores sao, respectivamente, China, Estados Unidos e Brasil,
e todos dobraram suas produgdes nos ultimos vinte anos (SINDCERV, 2020; KIRIN,
2020). A ordem do ranking segue a mesma quando o parametro em analise é o volume
de consumo da bebida (KIRIN, 2020). Apesar das grandes cervejarias ainda
dominarem o setor, as micro e pequenas foram as que mais impulsionaram o
segmento nos tltimos anos (MARTINS, ARAUJO, SANTOS, 2020).

Em relagéo ao cenério brasileiro, segundo dados do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o crescimento do numero de cervejarias
registradas no pais pode ser considerado constante desde os anos 2000. Este
crescimento tao expressivo deve levar em consideragéo que o perfil de consumo
também mudou, j& que entre os anos de 2015 e 2017 o nimero de cervejarias
artesanais no pais cresceu 91%, ainda segundo o MAPA (2019).

Juntamente com a mudanca de perfil de consumo dos brasileiros, aumentou-
se a procura por insumos de menor custo e alta qualidade, o que fomentou as
pesquisas académicas em todas as areas do processo produtivo, principalmente
sobre o cultivo e a qualidade do lupulo brasileiro, visto que, hoje, quase 100% desta
matéria-prima é importada, o que eleva o custo de produgdo (MARTINS, ARAUJO,
SANTOS, 2020). O lapulo nacional ainda ndo impactou financeiramente no setor
produtivo, pois estd em fase de desenvolvimento e pesquisa, além de ndo haver
quantidades suficientes para abastecer o0 mercado (NOVAIS et al., 2019).

A utilizagéo de lGpulo em flor no Brasil € muito limitada, uma vez que o processo
de importagéo restringe a forma com que o insumo é consumido pelos cervejeiros,
visto que ao chegar nas cervejarias, grande parte da sua vida til ja estd comprometida
(HIERONYMUS, 2020). Com o cultivo no pais, cresce a possibilidade de utilizar
lapulos em flores e néo apenas em pellets, diversificando assim o processo cervejeiro
e melhorando as caracteristicas desejaveis do produto final.

1.1 Objetivos Gerais

Produzir cerveja artesanal, analisar suas caracteristicas gerais € comparar o
perfil aromatico variando a forma comercializavel de lipulo.

-
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1.2 Objetivos Especificos

Produzir cerveja Lager em triplicata, variando o lipulo Cascade cultivado
no Brasil entre flor e pellet;

Produzir cerveja Lager em triplicata utilizando Ilapulo Cascade
americano; '

Analisar os parametros fisico-quimicos a fim de classificar as cervejas
produzidas;

Analisar por cromatografia gasosa a presenca e quantificar os off-flavors
da fermentacao;

Analisar por cromatografia gasosa e semi-quantificar os principais
compostos aromaticos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cerveja

De acordo com a Instrugdo Normativa n? 65 de dezembro de 2019, a cerveja é
definida como: :

“bebida resultante da fermentagéo, a partir da levedura
cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de
malte, submetido previamente a um processo de cocg¢édo
adicionado de lipulo ou extrato de lupulo, hipétese em
que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte
podera ser substituida parcialmente por um adjunto
cervejeiro.”

Ainda segundo a IN, 45% do malte de cevada pode ser substituido por adjuntos
cervejeiros, como cereais maltados ou ndo maltados, amidos e aglcares de origem
vegetal.

O produto deve conter, obrigatoriamente, agua, malte de cevada, lipulo e
levedura. Aproximadamente, 92% a 95% da sua composi¢éo é dgua. O malte de
cevada e outros cereais adjuntos sdo a fonte de carboidratos fermenteciveis,
proteinas e minerais que irdo compor o mosto. Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces uvarum sao as leveduras usadas para producéo de cervejas tipo Ale
e Lager, respectivamente, e sdo elas as responsaveis pela fermentagédo, ou seja, pela
geracao de alcool, gas carbdnico e diversos outros compostos secundarios. O lGpulo
agrega ao produto diversos compostos, é deste ingrediente que séo extraidos os
principais compostos de aroma, presentes nos Oleos essenciais, € 0 amargor
caracteristico, vindo das resinas amargas, além de minerais e polifenéis, muito
importante para conservagdo da cerveja, pois possui propriedades antimicrobianas
(D’AVILA et al.; 2012).

2.2 Processo de produgéao da cerveja

O processo produtivo da cerveja pode ser dividido em duas grandes etapas,
parte quente e parte fria.

A parte quente engloba brassagem e fervura, e tem como produto o mosto
lupulado que sera submetido a parte fria do processo, que, por sua vez, inclui o
resfriamento deste mosto, a fermentacdo, maturacdo e envase (WHITE &
ZAINASHEFF, 2020).



13

Antes do inicio da produgdo em si, é necessario fazer o preparo da matéria-
prima. Os aglcares s@o os ingredientes que possibilitam a fermentacéo, pois servem
de alimento para as leveduras, sem estes compostos, nao ha como produzir cerveja.
Esses agucares sdo fornecidos ao processo pelo malte e outros cereais. Para sua
melhor eficiéncia, o grdo precisa ser moido, para que haja a liberagdo do amido de
seu interior (MORATO, 2017). Uma boa moagem, libera o amido mantendo a casca
do malte inteira (AMORIM, 2022). Este amido é transformado, durante a brassagem,
em agucares fermentesciveis, como maltose e glicose, que posteriormente serdo
transformados em alcool e gas carbdnico pelas leveduras, durante a fermentagao
(MORATO, 2017).

2.2.1 Etapa Quente

2.2.1.1 Brassagem

Para iniciar a brassagem, o malte é misturado com agua. O aquecimento da
mistura possibilita a transformagdo do amido em aglcares de cadeiras menores
através das enzimas a e B-amilase (MORATO, 2017). Durante esta etapa, cerca de
65% dos soélidos do malte sdo dissolvidos na agua (D. JUNIOR, VIEIRA, FERREIRA,
2009).

O aquecimento é feito por etapas, denominada rampa de brassagem (ROSA,
AFONSO, 2014). As temperaturas da rampa s&o variaveis, mas devem estar entre
40°C e 78°C, divididas em trés ou quatro fases (MORATO, 2017), a definicao destas
temperaturas deve ser planejada de acordo com os tipos de ingredientes utilizados e
da cerveja que se deseja fabricar (D. JUNIOR, VIEIRA, FERREIRA, 2009). A divisao
de temperaturas esta apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1: Temperaturas da rampa de brassagem

Fase Temperatura Funcao
Ativagdo Enzimatica 40°C-45°C Inicio da solubilizagdo do amido;
Inicio da solubilizagdo das enzimas
do malte.
Repouso Proteolitico 50¢C -55°C Quebra de proteinas do malte.
Repousos de 602C-72°C Ativagdo das enzimas alfa e beta
sacarificagao amilase.

Inativac@o enzimatica 76°C-78°C Inativagdo das enzimas alfa e beta
amilase.

(Fonte: Adaptado de Morato, 2017)

Ap6s o final da rampa, o mosto precisa ser filtrado (MORATO, 2017). O objetivo
da filtracé@o é separar o mosto do bagaco do malte, melhorando aspectos qualitativos,
deixando o mosto mais limpido (D. JUNIOR, VIEIRA, FERREIRA, 2009). Apés a
filtragdo, o bagaco é lavado com &gua para aumentar o rendimento da extragdo dos
acucares do malte (PINTO, 2018).

2.2.1.2 Fervura

A préxima etapa é a fervura, quando ocorre a eliminagédo de alguns compostos
volateis indesejéveis presentes no mosto. A fervura também garante a esterilidade do
mosto e a desnaturacgédo das enzimas ativadas na brassagem (MORATO, 2017). Além
disso, é neste momento em que ocorre a lupulagem, ou seja, adigdo dos lipulos,
responsaveis pelo aroma e amargor das cervejas. A etapa também tem efeito sobre a
cor e o sabor das cervejas devido a caramelizacdo dos agucares (MORATO, 2017;
KEUKELEIRE, 1999). Por fim, o mosto é resfriado, entrando na etapa fria.

2.2.2 Etapa fria

2.2.2.1 Fermentacgao

A fermentacdo é a fase onde ocorre a transformagdo de aglcares, pelas

leveduras, em éalcool e gas carbdnico, reagdo apresentada de forma simplificada por:
CeH120 = 2CH;CH,0H + 2C0,

Além da reagdo principal de fermentagéo, ha a formagdo de diversos outros

compostos devido as reagdes secundarias (MORATO, 2017), entre estes podemos
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citar diversos ésteres, acidos e alcoois superiores (ROSA, AFONSO, 2015). Alguns
destes compostos sdo desejaveis, pois agregam aos produtos boas caracteristicas
sensoriais, enquanto outros sd@o indesejaveis, pois geram sabores e aromas
desagradaveis (MORATO, 2017). Entretanto, sua formagdo pode ser controlada
através da temperatura, duragdo, pressao de fermentacao, escolha e quantidade de
levedura. A fermentagao é a fase mais importante para a definicdo do painel sensorial
da cerveja (MORATO, 2017; ROSA, AFONSO, 2015).

Entre todos os fatores influentes na formagéo de aromas e sabores da cerveja,
a temperatura é a variavel que demanda maior atencdo e monitoramento, pois
grandes e descontroladas oscilagdes afetam gravemente o resultado do produto final,
principalmente em pequenas produgées. A maior parte destes compostos sdo
formados durante as primeiras 72 horas de acédo da levedura, portanto, neste periodo,
o controle deve ser ainda mais rigoroso (WHTE & ZAINASHEFF, 2020).

2.2.2.2 Maturacao

A ultima fase do processamento da cerveja é a maturagao, realizada a 0 °C,
onde ocorre a sedimentacdo de particulas, decantagdo de leveduras, deixando o
mosto mais limpo (ROSA, AFONSO, 2015). Aqui ocorrem pequenas reacdes que
alteram alguns compostos vindos da fermentacdo, estas reagdes séo importantes
para aprimorar as caracteristicas da bebida (MORATO, 2017). O periodo de
maturagdo pode durar de 6 a 30 dias, dependendo do estilo da cerveja (ROSA,
AFONSO, 2015). Apés o tempo de maturagdo o produto pode ser carbonatado e
envasado.

2.3 Classificacao das cervejas

As cervejas sdo classificadas em diversas categorias, considerando varias
caracteristicas de aparéncia, paladar, aroma, teor alc6olico e composi¢do. Serao
apresentados os principais parametros para classificagdo destes produtos (MORATO,
2017).

2.3.1 Tipo de fermentacao

Quanto a fermentacdo, podemos classificar as cervejas em dois grandes
grupos, Ale e Lager.

Ale, s@o as cervejas de alta fermentagéo. Este processo ocorre em temperatura
entre 20 °C e 25 9C, variando de acordo com a cepa de levedura utilizada. Estes
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microrganismos fermentam o mosto mais rapido, em comparagdo com o grupo Lager,
0 que proporciona a cerveja sabor frutado, devido a formagao de compostos voléteis,
como ésteres, derivados de reagdes de metabolismo da levedura. E o grupo de
cerveja mais produzido pelas cervejarias artesanais e cervejeiros caseiros (PEREIRA,
GJORUP, 2017).

O grupo Lager é o de baixa fermentacéo, ou seja, o processo bioguimico é
realizado entre 6 °C e 15 °C, variando de acordo com a cepa da levedura. Em fungéo
da baixa temperatura, o processo é mais lento. Sdo caracteristicas desse grupo,
cervejas mais claras, suaves e com mais gas. Cerca de 90% de toda a cerveja
produzida no mundo é deste grupo, sendo a sua maior produgdo em grandes
cervejarias (PEREIRA, GJORUP, 2017).

23.2 Cor

A cor é uma das caracteristicas que mais se destacam em primeiro momento,
a partir da observagao visual o cérebro cria expectativas em relagdo ao que esperar
sensorialmente do produto (PEREIRA, GJORUP, 2017). O que mais afeta esse
parametro é o tipo de torrefacdo do malte (MORATO, 2017).

Existem duas principais tabelas de cores usadas para esta classificacdo, a
SRM - Standard Reference Method — criada pelos americanos e a EBC — European
Brewery Convention — desenvolvida na Europa (PEREIRA, GJORUP, 2017). A Figura
1 apresenta a classificacdo SRM e EBC com suas respectivas tonalidades.

Figura 1: Classificagéo por cor

CLASSIF «

MACRO DiVISAO SRM

SR e
Palha 2-3 ; 394-591

Amarelo 3-4 591-7.88
Ouro 4-5 . 7.88-9,85
Ambar 6-9 11,82-1773
Profundo ambar / cobre luz 10-14 19,70-2758
Cobre 14-17 2758-3349

Profundo cobre/castanho daro 1718 3349-3546
Castanho np 3743-4334
Castanho Escuro 2-30 4334-59,10
Castanho muito escuro 30-35 59,10 - 6895
Preto 35+ 6895-7880
Preto opaco 40+ >78,80

(Fonte: Revista Malagueta, 2018)
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2.3.3 Teor alcoolico

O élcool quando presente em uma quantidade inferior a 6% nao se sobressai
no paladar, favorece o sabor e acentua o aroma de substéncias volateis. Em
concentragées maiores, sua presenca € mais percebida, podendo até mascarar as
caracteristicas originais do produto (MORATO, 2017). A legislagéo brasileira classifica
o produto em cerveja sem alcool (<0,5%), cerveja com teor alcéolico reduzido (0,5%
< ABV < 2,0%) e cerveja (>2,0%) (MAPA, 2019), mas dentro do segmento sé@o
divididas entre baixo, médio e alto teor alc6olico, como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Classificag@o por teor alcoolico

Tipo ABV
Baixo teor alcéolico <4%
Médio teor alcéolico 4% - 6%
Alto teor alcoolico 6% - 9%
Muito alto teor alcéolico >9% ’

(Fonte: Adaptado de STRONG, ENGLAND, 2015)
2.3.4 Estilos de cervejas

Existem quatro grandes escolas cervejeiras no mundo, alema, franco-belga,
inglesa e americana, cada uma possui caracteristicas particulares adquiridas com os
anos de histéria e cultura cervejeira. Todas possuem estilos conhecidos por todo o
mundo (AMORIM, 2022). Na Tabela 4 estdo apresentados alguns dos estilos mais
conhecidos do mundo.



18

Tabela 3: Principais estilos de cerveja

Escola Estilo

Pilsen

Cervejas de trigo
Bock
Dunkel
Witbier
Saison

Escola Alema

Escola Franco-belga

Tripel

Lambic
Porter
Stout
English Pale Ale
English India Pale Ale

Escola Inglesa

American Lager

: American Pale Ale
Escola Americana

American IPA

India Black Ale
(Fonte: Adaptado de SCIENCE OF BEER INSTITUTE, 2020).

2.4 Lapulo

2.4.1 Caracteristicas do lupulo

O género Humulus possui trés espécies, Humulus lupulus, Humulus scandens
e Humulus yunnanensis, sendo que apenas as flores femininas da espécie Humulus
lupulus sdo de interesse para a industria cervejeira (HIERONYMUS, 2020).

O Humulus Lupulus é uma planta trepadeira que produz flores ricas em resinas,
polifenéis e 6leos essenciais (DURELLO, SILVA, BOGUSZ JUNIOR, 2019) e que
melhor se desenvolve em locais onde a temperatura média anual é baixa, em torno
de 10 °C, e o periodo de exposic¢ao diario ao sol é prolongado. Em relagdo ao solo, o
lGpulo tende a melhores rendimentos em solos férteis, arejados e com pH préximo a
neutralidade (HIERONYMUS, 2020). Ainda segundo Hieronymuys (2020), € uma
planta que pode se adaptar as condigdes de cultivo — clima e solo — pois cada uma
dessas condigdes Ihes confere um perfil especifico. No entanto, essas variagoes de

-
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perfis sdo um problema quando levamos em consideracdo que sua escolha é feita a
partir de caracteristicas previamente estudadas pertencentes a cada variedade.

Apenas as plantas femininas com flores nao fertilizadas s&o interessantes para
producéo de cerveja, pois nelas é que se encontra a lupulina, p6 amarelo que contém
diversas substancias quimicas de interesse da industria cervejeira (DURELLO, SILVA,
BOGUSZ JUNIOR, 2019). A representacao da flor esta apresentada abaixo, na Figura
3

Figura 2: Flor de lupulo

(Fonte: Préprio autor, 2022)

A composigdo quimica do cone de lapulo é dada, em média, de acordo com a
Tabela 4.

Tabela 4: Composigao quimica do lapulo

Substancia % (m/m)

Resinas totais 15-30

Oleos essenciais 05-3
Proteinas 15
Monossacarideos 2
Polifenéis 4
Pectinas 2
Aminoéacidos : 0,1

Ceras e esteroides Tragos - 25

Cinzas 8
Agua 10
Celulose/Lignina 43

(Fonte: Adaptado de DURELLO, SILVA, BOGUSZ JUNIOR, 2019)
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A composigao do cone pode ser complexa, devido as mudangas de condigdes
de cultivo, safra e variedades, principalmente quanto a porcentagem de resinas, 6leos
essenciais, ceras e esterois. Os lipideos, proteinas e celulose séo insolliveis no mosto.
Ja agucares e aminodcidos sdo sollveis, porém suas quantidades sdo muito
pequenas, por isso, essas substdncias ndo agregam ao processo cervejeiro
(VENTURINI FILHO, 2016). Os polifenéis tém propriedades antimicrobianas e
antioxidantes, sendo interessantes para a industria ndo sé do setor cervejeiro
(HRNCIC et al., 2019). J4 as resinas e 6leos essenciais, os de maior interesse, sdo
encontrados nas glandulas de lupulina e desempenham diversas fungdes no processo
em questdo. As resinas sdo compostas por a-acidos e B-4cidos, que sdo os
responsaveis pelo amargor das cervejas, enquanto os Oleos essenciais sdo os
responééveis pelo aroma (QUELHAS, SCHUINA, BIANCHI, 2017).

Além de amargor e aroma, o lipulo possui outras fungées, como estabilizagdo
microbiol6gica e da espuma e é uma importante fonte de antioxidantes, ressaltando
mais uma vez que as concentragdes das substancias do insumo variam de acordo
com a variedade, condig¢des de cultivo e safra (VENTURINI FILHO, 2016; QUELHAS,
SCHUINA, BIANCHI, 2017).

Existem mais de cem variedades de lGpulo no mundo, classificados entre
lipulos de aroma, de amargor e de duplo efeito, ou seja, amargor e aroma
(HIERONYMUS, 2020), na Tabela 5 abaixo estdo classificadas algumas das
variedades mais comuns. Sua insercdo no processo varia de acordo com as
caracteristicas desejadas no produto final, podendo ser feitas em diversos momentos
(VENTURINI FILHO, 2016).
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Tabela 5: Variedades de lapulo e suas fungbes

Lapulo Origem Funcédo
Admiral Reino Unido Amargor
Cascade EUA Aroma/Amargor
Chinook EUA Amargor
Columbus EUA Aroma/Amargor
Haullertau EUA/Alemanha Aroma/Amargor
Lublin Polénia Aroma
Nugget EUA Aroma/Amargor
Saaz Republica Tcheca/EUA  Aroma/Amargor
Spalter EUA/Alemanha Aroma
Target Reino Unido Amargor

(Fonte: VENTURINI FILHO, 2016)

Lupulos de amargor devem ser aquecidos para converter 0os a-acidos em iso-
a-acidos por um processo denominado isomerizagdo, 90% do amargor da cerveja é
obtido nos trinta primeiros minutos da fervura, atingindo seu amargor maximo entre
sessenta e setenta minutos do inicio da ebulicdo (VENTURINI FILHO, 2016).

Quando o objetivo € uma cerveja com amargor e aroma sutis, além de escolher
variedades de lupulo com menor teor de a-acidos, esses insumos devem ser
adicionados em um anico momento, antes dos vinte primeiros minutos de fervura, pois
os Oleos essenciais sdo altamente volateis e cerca de 96% - 98% sao volatilizados
durante esta etapa (VENTURINI FILHO, 2016).

Para obter uma cerveja mais aromatica o lipulo deve ser adicionado ao final
do processo de fervura, quando estiver faltando de dez a trinta minutos para o final da
etapa, em razéo da alta volatilidade dos 6leos essenciais, diminuindo assim a perda
destes compostos aromaticos. H4 ainda a possibilidade de adi¢do do lapulo de aroma
por um processo denominado Dry Hopping, durante a etapa de maturagdo -
principalmente quando se busca uma cerveja muito aromatica, pois assim, os volateis
ndo sdo perdidos (VENTURINI FILHO, 2016).

Outro ponto de grande importdncia que interfere diretamente nas
caracteristicas do produto final é a forma com que o lipulo é utilizado. Atualmente a
planta é comercializada em trés formas, flores secas, pellets e extratos (MORATO,
2017). Cada uma das formas de comercializagdo possui suas vantagens e
desvantagens que serdo apresentadas a seguir neste estudo.
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2.4.2 Compostos aromaticos do lupulo

Como ja dito anteriormente, os 6leos essenciais do lupulo sdo responsaveis
pelo aroma e sabor da cerveja. O cone seco possui de 0,5% a 3% de uma mistura
complexa formada por milhares de compostos voléteis, chamados de Odleos
essenciais. A composicdo desses 6leos est4 diretamente relacionada a variedade do
insumo, as condi¢des de cultivo, as condi¢cdes de processamento, tempo de vida atil
e armazenamento. Apesar de possuir a composicdo variavel devido aos diversos
fatores citados, é observado que a mesma variedade, mesmo que cultivada de
diversas maneiras, possui certa uniformidade em sua composicdo (ALMAGUER et al.,
2014). Esses componentes podem ser divididos em hidrocarbonetos, compostos
oxigenados e compostos com enxofre.

2.4.2.1 Hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos compdem a maior parte dos 6leos, sdo compostos muito
volateis e pouco sollveis em agua. Por isso, muitos destes compostos séo perdidos
durante a produgéo da cerveja, restando no produto final apenas tragos (ALMAGUER
et al. 2014). ‘

Deste grupo, o monoterpeno B-mirceno é um dos mais importantes para o
aroma e sabor da cerveja, sendo também o composio encontrado em maior
quantidade nos 6leos, representando de 30% a 60% do total. Além do B-mirceno,
outros monoterpenos importantes estédo presentes na composi¢édo do 6leo, como o
ocimeno, B-pineno, limoneno e cimeno (ALMAGUER et al., 2014).

No subgrupo dos sequiterpenos, os principais compostos sdo a-humuleno, B-
cariofileno, B-farneseno, sendo os dois primeiros os mais abundantes e com maior
influéncia no aroma das cervejas (ALMAGUER et al., 2014).

O B-mirceno, a-humuleno e B-cariofileno sédo encontrados em praticamente
todas as variedades de lupulo, enquanto o B-farneseno é mais especifico de
determinadas variagoes e presente em quantidade inferior (ALMAGUER et al., 2014).
A Figura 3 apresenta a estrutura quimica destes compostos.
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Figura 3: Estrutura quimica dos principais hidrocarbonetos do lapulo

B-mirceno a-humuleno B-cariofileno p-farneseno

(Fonte: Préprio autor, 2022)

Quanto a seus aromas, 0 B-mirceno apresenta notas herbais (DURELLO,
SILVA, BOGUSZ JUNIOR, 2019) e florais (JANZANTTI, MONTEIRO, 2014), a-
humuleno apresenta notas amadeiradas e picantes, e p-cariofileno remete a aromas
de especiarias. Ja o B-farneseno fornece aromas amadeirados, citricos e adocicados
(GRIZOTTO, 2017).

2422 Compostos oxigenados

A fragéo de compostos oxigenados é bastante complexa, pois apresenta uma
enorme gama de compostos, - aldeidos, cetonas, ésteres, alcoois e &cidos — apesar
de sua representagcdo no volume total de 6leo ser de apenas 30% do total. Pode-se
dividir estes compostos em dois subgrupos, os que possuem ponto de ebulicdo mais
alto e os que possuem ponto de ebuligdo mais baixo que o a-humuleno (ALMAGUER
etal., 2014).

A maioria dos compostos deste grupo possuem ponto de ebulicédo baixo,
portanto, séo evaporados durante o processo, quanto presentes no produto final
possuem uma concentragcdo muito baixa, 0 que ndo afeta o aroma das cervejas
(ALMAGUER et al., 2014).

Deste grupo, o principal composto é o linalol, resultado da hidratagdo do B-
mirceno durante a fervura, € um composto quiral presente na forma de dois
estereoisdmeros como apresentado na Figura 4 e a sua forma R é presente em maior
quantidade - de 92% a 94% (ALMAGUER et al., 2014). O linalol agrega a cerveja
aroma floral (WELKE, 2012), de rosas (MARCON et al., 2011) e de lavanda (TOKAI
et al., 2010).
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Figura 4: Estrutura quimica do linalol

OH

2,
)
s

(R) - Linalol (S) - Linalol

(Fonte: Préprio autor, 2022)
2423 Compostos com enxofre

Estes compostos sdo encontrados apenas em tragos no produto acabado,
entretanto possuem aromas fortes e de baixo limiar de detecgéo, por isso podem
influenciar fortemente no sabor da cerveja. Sdo em geral off-flavors, ou seja, aromas
indesejados, que podem agregar & cerveja odores e sabores de vegetais cozidos,
mofo, queijo, enxofre entre véarios outros (GRIZOTTO, 2017; ALMAGUER et al., 2014).

Entre estes composios um se destaca, o 4-mercapto-4-metilpentan-2-um
(4MMP). Sé é encontrado em variedades especificas de lapulo e agrega a cerveja
aroma e sabor de uva, groselha e urina de gato, podendo ser influenciado também
pelas condi¢tes de cultivo (ALMAGUER et al., 2014).

2.4.3 Formas comercializaveis de lapulo

2.4.3.1 Flor de lapulo

A forma mais simples de se utilizar o lipulo é a flor fresca, ou in natura. A
utilizacdo da matéria-prima fresca tem a vantagem de ndo perder nenhum
componente durante o processamento até que chegue a industria cervejeira,
entretanto, sua vida Gtil € de 24 a 48 horas, o que torna inviavel sua utilizagéo de forma
industrial (HIERONYMUS, 2020). Por isso, sempre que se deseja produzir cerveja
com a flor de lipulo, deve-se realizar uma secagem, para aumentar a validade
(VENTURINI FILHO, 2016). O processo de secagem retira a 4gua do cone, diminuindo
sua degradacdo. O armazenamento deve ser feito a vacuo, evitando o contato com o
oxigénio, para otimizar a vida util do insumo, além disso, é importante protegé-lo de

luz e armazena-lo em temperaturas mais baixas. Para cervejeiros caseiros,
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recomenda-se armazené-lo em geladeira, desde que tomando os devidos cuidados
para que nao congele (HIERONYMUS, 2020).

Como praticamente todo o lipulo produzido pela industria do setor é importado,
essa forma n&o é utilizada no Brasil, pois com todo o processo de transporte o produto
ndo chegaria com vida util viavel na indastria. As flores secas sdo utilizadas somente
por cervejeiros artesanais e caseiros com acesso as pequenas plantagées de lipulo
cultivados no pais (NOVAIS et al., 2019).

24.3.2 Luapulo em pellets

O processo de peletizagdo consiste em moer os cones até formar um pé que
posteriormente sera compactado, formando os pellets. Produtos de melhor qualidade
sdo feitos em baixas temperaturas, o que reduz a perda de componentes
(HIERONYMUS, 2020).

Este processo torna o insumo mais estavel, mais homogéneo, aumenta sua
validade, diminuindo o volume e os custos de armazenamento e transporte. Pellets de
lGpulo s@o a forma mais utilizada em todo o mundo (SILVA, 2019). Assim como as
outras possibilidades, os pellets também tém suas desvantagens, a peletizacdo rompe
quase todas as glandulas de lupulina fazendo com que seja necesséria uma
quantidade maior de pellets do que de flores secas ou extrato para produzir a mesma
quantidade de cerveja, além de que, se nao forem armazenados corretamente tendem
a oxidar de trés a cinco vezes mais rapido, se comparado as flores secas
(HIERONYMUS, 2020). Os pellets sao classificados por tipos conforme apresentado
a seguir.

2.4.3.2.1 Tipo 90

E o tipo mais comum, consiste em cones prensados e compactados
(VENTURINI FILHO, 2016). Sua composicdo é muito semelhante a das flores
(HIERONYMUS, 2020).

2.4.3.2.2 Tipo 45

Segundo tipo mais utilizado. Sao pellets enriquecidos com lupulina, onde sua
concentragdo pode chegar a ser duas vezes maior que a concentragdo do tipo 90
(VENTURINI FILHO, 2016). Sao utilizados principalmente para lipulos de aroma com
baixo teor de a-acidos (HIERONYMUS, 2020).
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2.4.3.2.3 Pellets isomerizados

Também chamados de isopellets, sdo os pellets em que 0s a-acidos sao
convertidos em iso-a-acidos durante o processo de fabricagdo. Como a converséo ja
é feita previamente, esses pellets podem ser adicionados no processo nos ultimos 10
a 15 minutos da etapa de fervura (HIERONYMUS, 2020). '

2.4.3.3 Extrato de lupulo

Extratos de lipulo, apesar de pouco conhecidos pelos brasileiros e raramente
utilizados no pais, ndo sdo uma forma nova de utilizar o insumo. A primeira fabrica
com capacidade para extrair o suficiente para abastecer grandes empresas foi criada
em 1870 nos Estados Unidos (HIERONYMUS, 2020).

Extragbes podem ser feitas com diversos solventes, entretanto, solventes
orgénicos deixam residuos téxicos nos produtos finais, por isso s@o necessérias
etapas de purificagdo, demoradas e de alto custo, tornando o uso de alguns destes
solventes inviaveis para a industria. A dgua e o didéxido de carbono séo solventes
atéxicos, portanto, mais seguros (HRNCIC et al., 2019).

O processo para obtengdo do extrato é de alto custo, entretanto, tem-se a
reducéo de custos de transporte e armazenamento, além de reducao de volume e
massa, vantagens essas que compensam o alto valor de processamento (VENTURINI
FILHO, 2016; HIERONYMUS, 2020). Além disso, também é importante destacar que
as concentragdes dos compostos de interesse sdo maiores nos extratos do que nos
ldpulos em pellets, demandando uma quantidade muito menor do insumo -
(HIERONYMUS, 2020).

Por ultimo, mas igualmente relevante, deve-se acrescentar que a tendéncia do
mercado vem sendo a obtengdo de compostos de aroma e amargor separadamente
— separagao esta possibilitada pela extragdo — para que as diferentes substancias
possam ser adicionadas ap0s a etapa de fermentag¢éo, aumentando o controle sobre
as caracteristicas desejadas para o produto (SANZ et al., 2019).

Duas desvantagens relacionadas as condigées de exiracdo — temperatura e
pressdo - devem ser destacadas, a primeira € que as condigbes alteram
significativamente a composicdo do extrato obtido. Por exemplo, para maior
recuperacao de volateis deve-se manter condigdes de temperatura mais brandas, ja
quando o objetivo é recuperar os acidos amargos e as resinas deve-se manter
condicbes mais elevadas de pressdo e temperatura. Qutro fator extremamente
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importante € a estabilidade do extrato, se as condigbes ndo forem otimizadas e
combinadas da maneira correta podem afetar sua vida Gtil (HRNCIC et al., 2019).

2.5 Lapulo Cascade

O lapulo Cascade é uma das variedades americanas mais populares e
produzidas nos Estados Unidos, é adequado para produzir diversas cervejas, tanto
Ales quanto Lagers, mas é amplamente usada no estilo American Pale Ale (HEALEY,
2016). Na Tabela 6 estdo apresentadas as porcentagens dos principais componentes
desse lupulo.

Tabela 6: Composicao do lupulo Cascade

Componente Quantidade
a-acidos 4,5% - 8,9%
B-acidos 3,6% - 7.5%

Cohumulona 33% - 40%

Oleos totais  0,8- 1,5 ml (100g)
Mirceno 45% - 60%

Humuleno 8% - 16%
Cariofileno 4% - 6%
Farneseno 4% - 8%

(Fonte: Adaptado de HEALEY, 2016)

E um lapulo de duplo efeito, ou seja, amargor e aroma, € seus aromas
predominantes sdo florais e citricos (HEALEY, 2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Para a produgdo da cerveja, utilizou-se lipulo Cascade brasileiro em flor e
pellet da regido sul do Brasil (Lupulandia, Brasil - Safra 2021), lipulo Cascade
americano (Yakima Chief, EUA), maltes Pilsen e Cara Clair (Agraria e Castle Malte,
Brasil) e levedura W-3470 (Fermentis, Francga). Baldes plasticos novos de 12 L com
sistema de airlock (Lamas Brew Shop, Brasil) foram usados como fermentadores.
Durante a produgéo ainda foi utilizada solugédo de iodo 2% para acompanhar a
hidrélise do amido.

Para realizar a titulacdo na analise de acidez volatil preparou-se solugdo de
NaOH 0,1 mol L' com 99,8% de pureza e fenolftaleina a 1% (m/V) em alcool etilico.
Jé para a anélise cromatografica de compostos volateis da fermentagao foi usado 4-
metil-2-pentanol na concentragdo de 1g/L como padrdo interno. Por fim, para anélise
cromatografica de compostos aromaticos volateis utilizou-se fibra SPME
DVB/CAR/PDMS (Sigma-Aldrich) e padrdo de carbonos lineares C7 a C30 (Sigma-
Aldrich) para célculo do indice de Retengéo.

3.2Producgao de cerveja

As bateladas de 12 litros foram produzidas com a receita apresentada na
Tabela 7.

Tabela 7: Receita da cerveja Lager

Ingrediente Quantidade
Malte Pilsen 1,92 Kg
Malte Cara Clair 0,92 Kg
Agua 12,0L
Lapulo 2469
W-2470 6,09

(Fonte: Préprio autor, 2022)

A produgdo das cervejas foi realizada em ftriplicata, utilizando as matérias-
primas dos mesmos lotes, variando apenas os lapulos, conforme descrito na Tabela
8.

&
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Tabela 8: Tipos de lapulos por batelada

Lupulo Cascade Producédo
™
Pellet Brasileiro P2
P3
P4
Flor Brasileira P5
P6
P7
Pellet Importado P8

P9
(Fonte: Préprio autor, 2022)

O preparo da matéria-prima deu inicio a produgéo, o malte foi moido em moedor
elétrico de regulagem manual e despejado na cesta apropriada da panela elétrica
contendo 10 L de &gua potavel previamente fervida a 45 °C para dar inicio a.
brassagem. A rampa seguiu as temperaturas e tempos descritos na Tabela 9.

Tabela 9: Rampa de brassagem

Temperatura (°C) Tempo (min)

R1 45 10
R2 67 75
R3 i 10
R4 76 10

(Fonte: Préprio autor, 2022)

Apés o término da rampa, a cesta contendo o malte foi retirada e o bagago
lavado com 2L de agua a 76 °C. A agua de lavagem foi adicionada ao mosto e a
temperatura aumentada para 100 °C, iniciando a etapa de fervura/lupulagem. Apés
atingir a ebuli¢ao, iniciou a contagem de 60 minutos. Os lipulos foram inseridos nos
tempos descritos na Tabela 10.
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Tabela 10: Tempos de adigdo de lupulo

Tempo (min)  Quantidade (g)

10 8,2
30 8,2
50 8,2

(Fonte: Préprio autor, 2022)

Ao final do processo de fervura, a panela foi desligada e o chiller previamente
sanitizado foi colocado no mosto, utilizando dgua como fluido refrigerante, durante 30
minutos para troca de calor, com o intuito de reduzir a temperatura para 25 °C.

Paralelamente, enquanto o mosto estava sendo resfriado, para inser¢cdo do
fermento no mesmo, foi realizada a pesagem de 50 g de levedura liofilizada em
balanga semi-analitica. Em seguida, a levedura foi hidratada utilizando 50 ml de agua
previamente fervida, ambas resfriadas a 25 °C. A mistura permaneceu em repouso
por 15 minutos para a prévia adaptagdo da levedura ao mosto diluido, sendo
necessdria a agitagéo cuidadosa a cada intervalo de 5 minutos.

Com o fermento hidratado e o mosto resfriado, a inoculagdo pdde ser feita,
iniciando a fermentacéo, que ocorreu em recipiente plastico fechado com dispositivo
airlock que possibilita a saida de gas carbénico gerado, impedindo que o fermentador
exploda e ao mesmo tempo bloqueie a entrada de oxigénio. Seguindo as
recomendagoes do fabricante da levedura, a fermentagdo ocorreu a 14 + 1 °C, sendo
a temperatura controlada por termostato para garantir a estabilidade e bom
desempenho da fermentacao.

Em seguida, a temperatura foi diminuida para 0 + 1 °C, por um periodo de 10
dias, iniciando a maturagao.

Por fim, a cerveja foi envasada em garrafas dambar de 600 ml previamente
lavadas e sanitizadas, armazenadas em geladeiraa 4 + 1 °C.

3.3Teste do lodo

O teste do lodo identifica a presenga do amido no mosto cervejeiro durante
etapa de brassagem. O contato do amido com a solugdo de lodo 2% tornou a amostra
de mosto azul escura, enquanto a auséncia da molécula deixou o mosto aquoso
amarronzado (SANTOS, AFONSO, 2012). As enzimas a e B-amilase agem sob
determinadas temperaturas, portanto, ao decorrer da evolugdo da rampa de
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brassagem, as moléculas de amido foram convertidas em aglcares fermentesciveis
enquanto a cor azul do mosto desapareceu.

O teste foi realizado adicionando-se uma pequena aliquota de amostra de
mostro em uma placa de reagéo de porcelana juntamente com 2 a 3 gotas de solugéo
de lodo 2%, para observagédo da mudanga de coloragéo.

3.4Parametros da fermentacéo

Durante a fermentagéo foram avaliados o teor de sélidos solGveis (TSS) e pH
diariamente, até que fosse atingida a estabilidade, indicando o fim do processo
bioquimico. O valor de TSS foi avaliado utilizando refratémetro portatil analdgico e o
valor de pH determinado por pHmetro de bancada.

A densidade foi medida antes do inicio da fermentagdo e apds a estabilidade
utilizando proveta de 100 ml e densimetro de vidro.

3.5Determinacgao de teor alcéolico

Para determinag&o de teor alcdolico foi realizada destilagdo simples, partindo
de 100 ml de amostra de cerveja. O destilado foi recolhido em proveta de 100 mi e o
processo cessado ao atingir 75 ml, depois foi colocado em baldo volumétrico de 100
ml, o volume completado com 4gua Milli-Q® e homogeneizado. A temperatura foi
resfriada a 20 °C em banho de gelo (BRASIL, 2005).

Através da amostra obtida na destilagdo, com o auxilio de uma balanga
analitica foi pesado um picnémetro de 10 ml vazio, o mesmo picnémetro com agua
Milli-Q® e depois com a amostra (BRASIL, 2005). A andlise foi feita em triplicata.

O calculo do valor da densidade relativa foi obtido pela relagéo entre os pesos
especificos do destilado e da &gua, calculada pela Equagéo 1, ambos a 20°C.

_ (Mp + Mam) — Mp
— (Mp + Mag) — Mp

DR Equacgao 1

Onde:

DR: Densidade relativa;

Mp: Massa do picnémetro (g);
Mam: Massa da amostra (g);
Mag: Massa da agua (g).
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O valor da densidade relativa foi convertido em teor alcéolico pela Tabela de
Converséo da Densidade Relativa a 20 °C/20°C em porcentagem de alcool do Instituto
Adolfo Lutz (ALMEIDA, BELO, 2017).

3.6 Determinacao de acidez volatil

Para determinagdo de acidez volatil foi utilizado um determinador de acidez
volétil (Tecnal, Brasil TE-0871), no qual 10 ml de amostra de cerveja foi colocado no
borbulhador do aparelho com o reservatério de agua destilada completo. Ligou-se o
aparelho e aumentou a temperatura até a 4gua entrar em ebuli¢cdo, entdo fechou-se a
torneira de vapor para que o vapor d’agua arrastasse os volateis da amostra que
passaram por um condensador e foram recolhidos em uma proveta de 100 ml.
Completado o volume, o aparelho foi desligado e a torneira de vapor aberta para
descarte do restante da amostra. O destilado foi titulado com solugdo de NaOH a 0,1
mol L' usando fenolftaleina como indicador (BRASIL, 1986). As anélises foram
realizadas em triplicata.

Os resultados finais foram expressos em mg de &cido acético/L de amostra e
calculados pelas Equacdes 2 (BRASIL, 1986) e 3, a Gltima é apenas para conversio
de unidades.

_MM*Vnaoh*N
= 10*V

Equacao 2

Onde:

A: Acidez volatil (g de acido acético/100 ml de amostra);
MM: Massa molar de 4cido acético (60 g);
Vnaoh:Volume de NaOH utilizado na titulagéo;

N: Concentracdo da solugdo de NaOH;

V: Volume da amostra.

AV = A*10+1000 Equagio 3
Onde:
AV Acidez volatil (mg de 4cido acético/L. de amostra).

3.7 Determinacgao de cor

Para a determinagéo de cor tomando por base a escala EBC, foi necessério
utilizar espectrofotdbmetro UV-mini — 1240 (Shimadzu, Japdo), sendo realizada a
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medida de absorbéncia no comprimento de onda de 430 nm, utilizando agua destilada
como branco. Para a medigdo, a amostra foi acondicionada em cubeta de vidro. Os
valores obtidos foram multiplicados pelo fator de corre¢éo da cubeta e classificados
de acordo com a escala de coloracdo apresentada na Figura 1, conforme Equagéo 4
(COELHO NETO et al., 2020).

EBC = Abs(430nm) = f *x Cub Equagcio 4
Onde:
Abs(430nm): Absorbéancia da amostra em 430nm;
f: Fator de diluigéo;
Cub: Fator de corre¢do da cubeta.

3.8 Analise de compostos volateis da fermentacao

Para a andlise de compostos volateis da fermentagao, foram destilados 100 ml
de amostra de cerveja, conforme metodologia do item 3.4. A amostra destilada foi
colocada em um baldo volumétrico de 10 mi contendo 12,4 uL de padrédo interno 4-
metil-2-pentanol (1 g/L) e transferida para um vial de vidro de 1,5 ml (SOUZA, 2014).

Foi utilizado um cromatégrafo a gas com detector de ionizagdo em chama GC-
17A (Shimadzu, Japé@o) com coluna Supeico PAG de dimensdes 30 m x 0,25 mm de
espessura do filme x 0,25 um de di@metro interno. Foram utilizados trés gases, Hélio
como gés de arraste, ar sintético como gés de ignigdo e manutengdo de chama e
hidrogénio na chama do detector. As condigdes utilizadas para realizagéo das anélises
seguem na Tabela 11 (SOUZA, 2014).

Tabela 11: Condigdes cromatogréficas GC-FID

Split 20
Temperatura inicial 35°C
Temperatura do injetor 180 °C
Temperatura do detector 200 °C
Vazao de hélio 1 ml/min
Vazéao de ar sintético 175 mi/min
Vazao de hidrogénio 20 mi/min

(Fonte: Adaptado de Souza, 2014)



34

A temperatura inicial das corridas foi mantida por 5 minutos e em seguida
aumentada em 10 °C/min até atingir 120 °C, mantendo esta temperatura por 10
minutos. Novamente a temperatura foi aumentada a uma taxa de 10 °C/min até 180
°C, permanecendo por mais 10 minutos. Uma Gltima vez a temperatura foi aumentada
seguindo a mesma taxa até 200 °C (SOUZA, 2014).

A concentracéo de cada composto volatil detectado foi calculada utilizando a
Equacgéo 5.

cxhx]

C= E ao>5
Tl quagio

Onde:

C: Concentragdo do composto identificado;

c: Concentragdo do composto na solugéo padrao de referéncia;

h: Area do pico do composto na amostra;

I: Area do pico do padréo interno na solugdo padréo de referéncia;
H: Area do pico do composto na solugdo padrdo de referéncia;

i: Area do pico do padréo interno na amostra.

Por dltimo, para as concentracées encontradas foi realizada andlise de
varidncia (ANOVA) com teste F a nivel de significancia de 5% (p<0,05) afim de
comparar as médias dos valores encontrados entre os grupos.

3.9 Analise de compostos aromaticos volateis

Para realizacdo da analise de compostos aromaticos volateis a amostra foi
prepara utilizando a técnica HS-SPME, na qual 150 pL de cerveja foram diluidos em
10 ml de agua Milli-Q® e aquecidas sob agitacéo até 60 °C em frasco vial de vidro de
25 ml com septo de silicone. Ao atingir 60 °C a temperatura foi mantida por 15 minutos,
ainda sob agitacao, em seguida a fibra DVB/CAR/PDMS foi exposta no headspace do
frasco por mais 15 min nas mesmas condicbes e entdo, recolhida para andlise
(CEOLA et al., 2019).

A fibra foi dessorvida por 10 minutos a 260 °C em cromatografo gasoso
acoplado em espectrdmetro de massa GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu, Japao) com
coluna Rix-5 de dimensdes 30 m x 0,25 mm de espessura x 0,25 um de didmetro
interno utilizando Hélio como gas de arraste (CEOLA et al., 2019).
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A temperatura inicial de 40 °C da corrida foi mantida por 2 minutos e em seguida
aumentada a uma taxa de 5 °C/min até 100 °C, depois aumentada novamente a 8
°C/min até 200 °C e por fim aumentada uma ultima vez a taxa de 12 °C/min até atingir
300 °C, a temperatura foi mantida por mais 2 minutos, totalizando 36,8 minutos de
corrida (CEOLA et al., 2019).

Foi injetado 1 pL de uma mistura de alcanos lineares (C7 a C30) nas mesmas
condigbes acima para o célculo do indice de Retengdo. Os compostos foram
identificados por comparagao dos valores do indice de Retengéo tabelado e calculado
pela equacgao 6 (PINHEIRO et al., 2015).

_ (100 * NC) + 100 * (tR, — tR,)

IR
tRz41 — tR,

Equacdo 6

Onde:

IR: indice de Retengéo;

NC: Namero de carbonos anterior padréo;

tR,: Tempo de retengdo do composto avaliado;

tR,: Tempo de retencdo do hidrocarboneto com tempo de retengdo menor que
0 do composto avaliado;

tR,+1: Tempo de retencéo do hidrocarboneto com tempo de retengdo maior que
o do composto avaliado.

Por fim, para comparagdo, para os valores das areas dos compostos
aromaticos encontrados foi realizada analise de variancia (ANOVA) com teste F a
nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Producao de cerveja

As cervejas foram produzidas conforme metodologia descrita, durante a
brassagem foi realizado o teste do lodo e durante a fermentagdo houve o
acompanhamento do teor de sélidos soluveis, pH e densidade inicial e final.

Foram produzidos 12 litros de cerveja por batelada, considerando as perdas
durante a producgéo, o rendimento foi de aproximadamente 7,2 litros, 12 garrafas de
600 ml foram envasadas de cada produgéo.

4.2 Teste do lodo

O teste do lodo identifica a presenga do amido no mosto cervejeiro durante
etapa de brassagem. Como explicado anteriormente, esta molécula é quebrada
através das enzimas a e B- amilase em acglcares de cadeias menores (MORATO,
2017).

O teste foi realizado para todas as produgbes e as nove bateladas
apresentaram o0s mesmos resultados, no qual, ao decorrer da evolugdo da
temperatura o amido foi sendo consumido e a coloragdo azul desaparecendo, como
pode ser observado na Figura 5.

Figura 5: Teste do lodo

(Fonte: Préprio autor, 2022)
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4.3 Parametros da fermentacao

4.3.1 Teor de solidos soluveis

Durante a fermentagao das cervejas foram medidos diariamente os valores de
teor de sélidos soliveis e os resultados estdo apresentados no grafico da Figura 7,
que representa as bateladas P1 até P9.

Figura 6: Gréfico da variagdo de TSS

Teor de solidos soluveis
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(Fonte: Préprio autor, 2022)

Foi observado uma diminuigdo do valor do TSS ao longo da fermentagéo, que
ocorreu em um periodo de 8 dias. Pode-se perceber que o decréscimo dos valores
ocorre de forma mais expressiva nos cinco primeiros dias e mais lento nos trés dias
finais, mantendo certa estabilidade. Tal estabilidade confirma o fim da fermentacéo,
indicando que as leveduras ndo possuem mais agucares fermentesciveis disponiveis
para que ocorra a reacdo de formagéo de etanol ou que a quantidade do mesmo
presente no mosto esté inibindo a acdo dos microrganismos, pois, segundo White &
Zainasheff (2020) o préprio produto da fermentagdo pode ser toxico para as leveduras
em concentracoes mais elevadas, inibindo a continuagdo do processo bioquimico.

Pode-se observar que apesar dos valores do gréafico possuirem semelhanca
proporcional quanto a curva de decréscimo, cada batelada possui variagées proprias,
as temperaturas e tempos de fermentagbes foram os mesmos para todas as
produgdes, entretanto, as leveduras sdo seres vivos e pequenas diferencas sempre
estardo presentes, principalmente em produgdes artesanais. A
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As bateladas P1 até P6 possuem valores mais proximos de TSS inicial e as
bateladas P7 até P9 possuem valores um pouco mais elevados, como a fermentagéo
aconteceu sob as mesmas condi¢cdes e com a mesma cepa de levedura, era de se
esperar, como consequéncia, que os valores finais de TSS das bateladas P7 até P9
também fossem mais elevados, como confirma o gréfico e a Tabela 12. Um valor mais
alto de TSS final significa mais agucar residual no produto final.

Tabela 12: Valores iniciais e finais de TSS

Inicial Final
Lapulo Pellet Brasileiro P1 9,6 +0,1 5201
P2 10,7+0,1 40,1
P3 105201 5201
Lapulo Flor Brasileiro P4 9+0,1 4+0,1
PS 9+0,1 4+0,1
P6 98+0,1 4,4+0,1
Lapulo Pellet Importado (USA) P7 122+0,1 5,4+0,1
P8 145+01 701
P9 13+0,1 6,3+0,1

(Fonte: Préprio autor, 2022)

Os erros associados a diferenga de TSS inicial podem ser atribuidos & moagem
do malte, uma vez que a regulagem do equipamento é manual e pode ter sido
alterada. Entretanto, as moagens das replicatas dos tipos de lipulo foram realizadas
no mesmo dia, por isso seus valores foram préximos entre si. E importante salientar
que a afericdo dos valores é realizada em refratdmetro visual, portanto, pode-se ter
erros associados também a esta medigao.

4.3.2 pH

Os valores de pH foram medidos uma vez ao dia, diariamente, durante os oito
dias de fermentac&o e os valores obtidos estdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7: Gréfico da variagéo de pH
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(Fonte: Préprio autor, 2022)

Os valores de pH determinados através do pHmetro de bancada apresentam
valores muito préximos entre todas as bateladas, com maior decréscimo nos primeiros
quatro dias e indicando sinais de estabilidade nos dias finais, como pode ser visto na

Tabela 13.

Tabela 13: Valores iniciais e finais de pH

Inicial Final
1 553+0,01 4,54+0,01
Lupulo Pellet Brasileiro P2 595+0,01 4,5+0,01
P3 5,66 +0,01 4,47 +0,01
P4 5,74+0,01 4,47 £0,01
Lapulo Flor Brasileiro P5 5,85+0,01 4,47 +0,01
P6 5,78+0,01 4,44 +0,01
P7 5,76 £0,01 4,48 +0,01
Lapulo Pellet Importado (USA) P8 5,73+0,01 4,54 +0,01
P9 5,70+£0,01 4,52 +0,01

(Fonte: Préprio autor, 2022)

A estabilidade do pH, assim como dos valores de TSS, indicam o fim da
fermentacdo. A coeréncia entre os valores obtidos nos gréficos das figuras 7 e 8 foram

-
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os primeiros indicativos de que as fermentagées, realizadas em mesmas condicdes,
foram bem sucedidas e com boa repetibilidade.

Como jé& dito anteriormente, segundo Rosa e Afonso (2015), durante a
fermentacédo ocorre a formagdo de compostos como ésteres, acidos e &lcoois
superiores através das reagdes secundarias. Estes compostos fazem com que haja
diminuicdo do pH do mosto. Como a formagdo destes compostos é mais intensa nos
primeiros dias (WHITE & ZAINASHEFF, 2020), a queda é mais brusca no inicio da
fermentacéo, o que pode ser percebido claramente pelo gréfico.

O pH ideal da cerveja é abaixo de 4,5, pois assim é possivel inibir a agédo de
microrganismos que possam comprometer a qualidade e a vida atil do produto
(HOFFMAN, 2001). Pela Tabela 13, podemos perceber que os valores encontrados
ficaram em torno de 4,5, sendo alguns maiores e outros menores, mas de forma geral,
satisfatorios.

Pode-se perceber também que, na série de dados referente a P9, no sétimo
dia a leitura do equipamento forneceu um valor discrepante, que a primeiro momento
poderia indicar alguma contaminagdo, por estar mais baixo que o esperado.
Entretanto, considerando que foi uma Unica medida fora da curva, a variagdo
provavelmente esta relacionada com erro de determinagéo inerente ao equipamento,
que pode ser explicado pela falta de limpeza correta do eletrodo ou problemas de
calibragdo.

4.3.3 Densidade

Os valores de densidade inicial (OG) e densidade final (FG) foram medidos
antes e depois da fermentagdo e os valores obtidos para essa varidvel revelaram
resultados coerentes com os dados de TSS discutidos anteriormente. As bateladas
P1 até P6 apresentaram valores de FG menores que as bateladas P7 até P9. A
quantidade de agucar dissolvida no mosto aumenta sua densidade (WHITE &
ZAINASHEFF, 2020), portanto, conforme dados da Tabela 13, os aglcares nao
fermentesciveis, ou residuais, presentes nas bateladas P7 até P9 foram maiores do
que os das bateladas P1 até P6, explicando assim o valor mais alto de FG.




Tabela 14: Valores iniciais e finais de densidade
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oG FG
P1 1,035 + 0,001 1,007 + 0,001
Lupulo Pellet Brasileiro P2 1,044 0,001 1‘,005 + 0,001
P3 1,047 £0,001 1,009 £ 0,001
P4 1,044 £0,001 1,005 + 0,001
Luapulo Flor Brasileiro P5 1,034 £ 0,001 1,009 + 0,001
P6 1,043+0,001 1,012 +0,001
P7 1,0563+0,001 1,010 +0,001
Luapulo Pellet Importado (USA) P8 1,061 £0,001 1,012 + 0,001
PS 1,052+0,001 1,017 +0,001

(Fonte: Préprio autor, 2022)

A determinacdo desses resultados foi feita através de densimetro de leitura

visual, portanto, é de se esperar que os valores possam ter pequenos erros de leitura

associados.

4.4 Teor alcoéolico

Para o célculo do teor alcéolico, as amostras de cerveja foram destiladas em

destilador simples segundo metodologia descrita no item 3.4. Com o auxilio de

picndmetro e balanga analitica foram determinadas as densidades relativas de cada

amostra, em ftriplicata, e os valores de teor alcéolico foram encontrados, por

interpolagdo, na Tabela: Conversdo de densidade relativa a 20°C/20°C em

porcentagem de alcool em peso do Instituto Adolfo Lutz (Brasil, 2005). Por fim, foi feita

uma média dos valores das triplicatas para obtengéo do teor alcdolico final. Os dados

estao presentes na Tabela 15.




Tabela 15: Valores de densidade relativa e teor alcéolico
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Densidade Teor alcoolico <
Relativa tabelado ——
0,99367 3,52
P1 0,99310 3,86 3,69 £ 0,20
0,99338 3,69
0,99320 3,80
Luapulo Pellet Brasileiro P2 0,99345 3,65 3,64 £0,20
0,99378 3,48
0,99327 3,76
P3 0,99357 3,58 3,70 £0,20
0,99324 . g
0,99368 3,52
P4 0,99264 4,15 3,85 £ 0,20
0,99396 3,88
0,99322 3,78
Lapulo Flor Brasileira P5 0,99394 3,36 3,59 £ 0,20
0,99348 3,34
0,99295 3,95
P6 0,99376 3,47 3,76 £ 0,20
0,99309 3,87
0,99328 3,75
P7 0,99106 5,10 4,04 +0,20
0,99409 S27
Lupulo Pellet Importado — et
(USA) P8 0,99173 4,69 4,16 £ 0,20
0,99243 4,26
0,99229 4,35
P9 0,99282 4,03 4,05 £ 0,20
0,99328 3,76

(Fonte: Préprio autor, 2022)
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O teor alcbolico das amostras com pellet brasileiro variou entre 3,64 + 0,20% e
3,7 £ 0,20%, as amostras com flor brasileira entre 3,59 + 0,20% e 3,85 + 0,20%, ja as
amostras com pellet importado entre 4,04 + 0,20% e 4,16 + 0,20%. Apesar de
préximos, hd uma diferenga principalmente entre os valores das bateladas P7 até P9
das demais. O éalcool é produzido pela reacdo de fermentagdo das leveduras,
utilizando acticar como substrato, como a fonte de aglicar do processo é o malte,
pode-se concluir que esta diferenga na porcentagem de alcool do produto final pode
estar relacionada a moagem desse ingrediente. Conforme discutido anteriormente, a
regulagem do moedor de malte € manual, o que levou a uma variagdo significativa no
TSS inicial das amostras das bateladas P7 até P9 em comparacdo as demais, ou seja,
estas bateladas possuiam mais aglcares disponiveis, portanto, mais substrato para
os microrganismos fermentadores, logo, maior producéo de alcool.

4.5 Acidez volatil

A determinacéo da acidez volatil seguiu metodologia especificada no item 3.5,
foi realizada em triplicata e em seguida calculada a média dos valores, os dados estdo
apresentados na Tabela 16.

Esta andlise determina a quantidade de &acido acético presente nas cervejas,
tal composto é gerado durante a fermentagdo e seu valor tipico no produto final varia
entre 30 e 200 mg/L, seu limiar de detecgdo no paladar é a partir de 60 mg/L, portanto,
todos as amostras possuem 6timos valores, ndo interferindo no sabor da cerveja,
estando bem abaixo dos valores encontrados na literatura mencionados acima, uma
vez que a amostra P7, que apresentou o maior valor, possui 30,94 + 2,97 mg/L de
acido acético (WHITE & ZAINASHEFF, 2020). A presenca de acido acético em
concentracoes mais elevadas agrega a cerveja sabor de vinagre, 0 que ndo é
desejavel, portanto, consideramos esse composto um off-flavors (ARAUJO, 2019).




Tabela 16: Valores da concentragdo de 4cido acético

Concentragao de
acido acético
(mg/L)

Média

Luapulo Pellet Brasileiro

P1

24,72

23,38

23,69

23,93 +2,97

P2

22,66

23,69

23,69

23,35 +2,97

P3

23,69

23,69

24,72

24,03 +2,97

Luapulo Flor Brasileira

P4

28,94

27,94

26,95

27,94 £2,97

P5

26,95

25,95

25,95

26,28 +2,97

P6

26,95

27,94

28,94

27,94 £2,97

Lapulo Pellet Importado
(USA)

P7

30,94

29,94

29,94

30,27 +2,97

P8

29,94

30,94

31,94

30,94 +£2,97

P9

30,94

29,94

29,94

30,27 +2,97

(Fonte: Préprio autor, 2022)
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4.6 Cor

A cor é um parametro de classificagdo das cervejas que é influenciado pelo
malte usado na produgéo, maltes torrados deixam o mosto mais escuro (MALLETT,
2021). Para a producéo das cervejas deste estudo, foram utilizados maltes claros, nédo
torrados, portanto, era esperado que as cervejas fossem claras, o que foi confirmado
por andlise. A definigdo da cor foi feita seguindo metodologia do item 3.6, sem dilui¢éo,
com célculos realizados a partir da equagdo 4, com fator de correcéo da cubeta de
vidro igual a 10.

Considerando os dados tabelados das escalas EBC e SRM, os resultados
obtidos estéo dispostos na Tabela 17 juntamente com a classificagéo.

Seguindo a escala EBC, adotada no Brasil, para qual a metodologia foi descrita,
todas as cervejas foram classificadas na mesma coloragao, palha. Ja analisando pela
escala SRM, as amostras de lapulo pellet brasileiro e importado apresentaram cor
amarela, enquanto as amostras de lupulo flor brasileira apresentaram coloragao
dourada, o malte utilizado em todas as amostras foi 0 mesmo, portanto, era de se
esperar que a coloragdo fosse a mesma, j& que esse ingrediente é o responsavel pela
coloragdo do produto. Entretanto, a diferenga entre as cores encontradas na escala
SRM pode estar relacionada a metodologia utilizada.



Tabela 17: Anélise de cor
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Cor

Média

EBC

SRM

Lupulo Pellet

Brasileiro

P1

3,98 + 0,01

3,95 + 0,01
4,06 + 0,01

4,0 £0,01

Palha

Amarelo

4,79 £ 0,01

4,78 + 0,01
4,09 + 0,01

4,55 + 0,01

Palha

Amarelo

P3

4,31 £ 0,01

4,43 + 0,01
3,76 + 0,01

4,17 + 0,01

Palha

Amarelo

Lapulo Flor

Brasileira

P4

4,64 + 0,01

4,98 + 0,01
6,12 £ 0,01

5,25 + 0,01

Palha

Dourado

P5

4,27 + 0,01

5,23 + 0,01
6,18 £ 0,01

5,23 + 0,01

Palha

Dourado

P6

5,39 £ 0,01

5,69 + 0,01
6,12 £ 0,01

5,73 + 0,01

Palha

Dourado

Lapulo Pellet

Importado
(USA)

P7

4,20 + 0,01

4,45 + 0,01

4,1 £0,01

4,25 + 0,01

Palha

Amarelo

P8

3,94 + 0,01

4,56 + 0,01
4,56 + 0,01

4,35 + 0,01

Palha

Amarelo

P8

4,02 + 0,01

4,09 + 0,01

5,26 + 0,01

4,46 + 0,01

Palha

Amarelo

(Fonte: Préprio autor, 2022)

4.7 Compostos volateis da fermentacao

Como mencionado anteriormente, os microrganismos fermentadores além de
produzirem alcool e gas carbdnico, produzem também vérios outros compostos em
reagOes secundarias. Dentre eles, tém-se alguns que influenciam negativamente o
sabor das cervejas, por isso sdo chamados de off-flavors.

A anélise por cromatografia gasosa identificou e quantificou os compostos
deste grupo presentes na amostra: acetaldeido, propanol, alcool isobutilico e élcool
isoamilico.
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O acetaldeido é o aldeido mais encontrado nas cervejas, formado por reagoes
de oxidagdo do etanol gerado na fermentagdo, possui concentragdo média variando
entre 2 — 20 mg/L e agrega a cerveja sabor de maga verde, seu limiar de percepcao
varia entre 10 - 20 mg/L (ANGELONI, 2016; WHITE & ZAINASHEFF, 2020).

O propanol, assim como o &lcool isobutilico e o isoamilico, sdo &lcoois
superiores que adicionam a cerveja sabor de solvente (ANGELONI, 2016). A
concentracdo de propanol encontrada na cerveja varia entre 10 — 100 mg/L, valores
bem abaixo do limiar de percepgdo de 800 mg/L (ANGELONI, 2016; WHITE &
ZAINASHEFF, 2020). Ja o limiar de percepgao do élcool isobutilico € de 80 mg/L
enquanto a concentracdo média encontrada varia entre 4 e 60 mg/L (MACHADO,
2020). Por fim, a concentragcdo acima de 70 mg/L de alcool isoamilico pode ser
percebida no paladar e os valores encontrados na produgao cervejeira podem variar
entre 30 e 150 mg/L (ANGELONI, 2016; WHITE & ZAINASHEFF, 2020).

Os valores das concentragbes dos compostos identificados pelo método
cromatografico apresentados na Tabela 18, em mg/L, foram calculados a partir da
Equacéo 5 explicada no tépico 3.7.

Observando-se os dados de concentragdo de acetaldeido pode-se perceber
que sete das nove amostras apresentam concentragdes dentro da faixa esperada, que
tem como limite 20 mg/L, a concentragdo da amostra P2 esta acima, trés vezes maior
que a ideal, ja na amostra P6 nao houve identificagdo do composto.

Em relacdo a formagdo de propanol, todos os valores calculados de
concentracdo foram abaixo do valor médio usual que esté entre 10 e 100 mg/L, que
por sua vez, ja foi muito abaixo do limiar de percepgéo de sabor.

Quanto ao éalcool isobutilico, as concentracdes obtidas também foram baixas.
Com excecdo da amostra P3 que apresentou valor abaixo da faixa encontrada
usualmente em cervejas, as demais obtiveram valores dentro da média, entre 4 e 60
mg/L, e abaixo do limiar de percep¢éo, ndo afetando o sensorial da cerveja.

Por fim, temos as concentragdes de alcool isoamilico na qual algumas amostras
estdo dentro da faixa média de concentracdo, como P1, P7, P8 e P9 e outras estdo
abaixo da média, como P2 até P6. Entretanto, todas estdo bem abaixo do limiar de
percepcdo de sabor, portanto, 0 composto ndo afeta sensorialmente a bebida em
nenhuma das amostras.



Tabela 18: Concentragéo off-flavors
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Concentra¢ao (mg/L)

: Alcool Alcool
Acetaldeido Propanol i - =
isobutilico isoamilico
- P1 1499+19,03% 940+252®% 1190+353®% 3694111822
Lapulo Pellet
P2 837821808° 610+252* 9.08+353* 2443 + 11,822
Brasileiro
P 141 218900* O072+2580° 10D6+353¢ 0,60+11,822
P4 1972x1808* 560+252* 854+353° 2426+ 11.82°
Lapulo Flor
'S 721 +1000* 87812852 8.72+353° 25,61 +£11,822
Brasileira
P S0z net L8120 00° 10341353%° 276511182°
Lapulo Pellet Pl B3R 1508® 730252 11.33+£353% 36,151+1182¢
importado P8 1674218900 7312580 13411353 40,38+1182*
(USA) F 8921000 62252 1102+£353 3397+1182*

Valores seguidos pela mesma letra, na mesma linha, foram significativamente iguais (ANOVA, p<0,05).
(Fonte: Préprio autor, 2022)

Considerando todos os alcoois superiores, suas concentragdes foram baixas,

tal situagdo pode ser explicada pelo tipo de microrganismo fermentador, levedura de
baixa fermentagéo, pois de forma geral, leveduras de alta fermentacdo tendem a gerar
mais alcoois superiores (ANGELONI, 2016) enquanto leveduras Lager tendem a
formar menos ésteres e menos alcoois superiores (WHITE & ZAINASHEFF, 2020).

Pode-se perceber, através dos valores obtidos de desvio padrdo, uma grande
discrepéncia entre os valores das concentragdes dos compostos entre as amostras
do mesmo grupo. Deve-se considerar que os compostos em questdo sdo formados
durante a fermentagdo, e que esta etapa ndo é idéntica, mesmo sob as mesmas
condicdes, ja que as reagbes sao sintetizadas por microrganismos vivos. Porém,
através da ANOVA, com nivel de significancia de 5%, os valores das médias dos trés
grupos foram estatisticamente iguais para todos os compostos.

4.8 Compostos aromaticos volateis

Os principais responsaveis pelo sabor e aroma das cervejas sdo os 06leos
essenciais presentes no ltpulo (ALMAGUER et al., 2014), esses 6leos sdo misturas
complexas de substancias extremamente volateis, por isso, para sua identificacao,
utilizamos o método de micro extragdo em fase sélida por headspace (HS-SPME) e
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os compostos foram identificados através das bibliotecas NIST11s, NIST08S e
WILEY7 do espectrémetro de massas. A grande maioria das substancias apresenta
caracteristicas aromaticas, que estdo descritas na Tabela 19, além da divisdo dos
compostos volateis em hidrocarbonetos e compostos oxigenados — 4cido carboxilicos,
ésteres, alcoois, aldeidos.

Tabela 19: Caracteristicas arométicas dos compostos volateis

Classificacdo Composto Descrigao
a-humuleno Picante, amadeirado (GRIZZOTO, 2017)
. Herbal (DURELLO, SILVA, BOGUSZ
i e B-mirceno JUNIOR, 2019), floral (JANZANTTI,
MONTEIRO, 2014).
- Citrico (TAKOI et al., 2010); Citronela
Fecongi) (MARCON et al,, 2011)
Acido acético Vinagre (SOARES, 2012; WELKE, 2012)
Acido decanéico Caprino, rangoso (SOARES, 2012)
Acido hexadecanéico Caprino, rangoso (SOARES, 2012)
Acido octanéico e s (V(VSE é:g:é%ofg; ) SRpARG
Alcool isoamilico Solvente (WHITE & ZAINASHEFF, 2020)
Alcool feniletilico Rosas (PIRES et al., 2014)
Butan-1-ol Solvente (WHITE & ZAINASHEFF, 2020)
Dec-9-enoato de etila Frutado (ORTIZ, MELO, AGUIAR, 2019)
Decanal Citrico (AZEVEDO et al., 2007)
Decanoato de etila Frutado (WELKE, 2012)
Sediiiiin et Floral (SIMOES, WASZCZYNSKYJ,
WOSIACKI, 2009)
Compostos Dadhssi Caramelo (JANZANTTI, MONTEIRO,
Oxigenados 2014)
Hexadec-9-enoato de
: n.a
etila
Hexadecanoato de etila n.a

Hexanoato de etila

Maca (PIRES et al., 2014), frutado
(WELKE, 2012)

Lavanda (TAKOI et al., 2010), rosas

Linalol (MARCON et al., 2011), floral (WELKE,
2012)
Nonadecanol n.a
Eucalipto, verde, citrico, quente, doce
Nonanal

(BASTOS et al., 2002)

Octanoato de etila

Maca, anis (PIRES et al., 2014), frutado
(WELKE, 2012)

Tetradecanoato de etila

n.a

Tetradecatri-4,8,12-enal

na

(Fonte: Préprio autor, 2022)
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Para calcular o indice de retengéo e confirmar da identificagdo dos compostos,
foi injetado no GC-MS a cadeia de carbonos lineares (C7 — C30) para obteng¢éo dos
dados necessérios para os célculos da equagdo 6, os valores encontrados foram
comparados aos valores tabelados obtidos do livro Identification of essential oil
componentes by gas chromatography/mass spetrometry (ADAMS, 2017) e estao
apresentados na Tabela 22.

Para os compostos 4lcool isoamilico e butan-1-ol néo foi possivel calcular o
indice de retengdo, pois suas cadeias possuem menos de oito carbonos. Para os
compostos 4cido acético, hexadec-9-enoato de etila, nonadecanol e tetradecatri-
4.8 12-enal ndo foram encontrados os valores de IR tabelado. Além disso, alguns
compostos foram identificados em apenas algumas amostras, portanto, ndo ha
valores de indice de Retencéo (IR) calculado para todas as bateladas.
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Pode-se observar que o acido decanoico foi identificado apenas nas amostras
P1 a P3 e o 4cido hexadecanoico apenas na amostra P1, preparadas com lipulo em
pellet brasileiro, ambos sédo considerados off-flavors, pois agregam aroma rangoso
(SOARES, 2012) ao produto.

Em relagdo aos alcoois, pode-se perceber que o dodecanol foi observado nas
amostras P1, P5 e P6 e o nonadecanol foi detectado apenas na amostra P1. Ao
primeiro foi atribuido aroma de caramelo (JANZANTTI, MONTEIRO, 2014), enquanto
no segundo ndo houve identificagdo de aroma relacionada. Estes compostos foram
encontrados apenas em amostras brasileiras, pellet e flor.

Atentando-se aos ésteres, pode-se observar que o dodecanoato de etila,
composto que agrega aroma floral (SIMOES, WASZCZYNSKYJ, WOSIACKI, 2009)
ao produto, néo foi encontrado nas amostras P5 e P6. Hexadec-9-enoato de etila foi
identificado apenas na amostra P1, hexadecanoato de etila nas amostras de pellet
brasileiro, P1 a P3 e tetradecanoato de etila nas amostras P1 e P3, aos trés ndo foram
atribuidas caracteristica aromaticas, portanto, ndo interferem no aroma do produto
final.

O aldeido tetradecatri-4,8,12-enal foi identificado apenas nas amostras P1 e P3
néo hé aroma relacionado a ele.

Por fim, segundo Almaguer et al. (2014), a-humuleno, B-mirceno e B-cariofileno
sdo os compostos mais influentes no aroma das cervejas, podendo representar até
80% do total de 6leos essenciais do lupulo (VERZELE, 1986, KATSIOTS et al., 1989),
portanto, era esperado que fossem encontrados em todas as amostras, no entanto, o
B-cariofileno nao foi encontrado em nenhuma e a-humuleno e B-mirceno foram
encontrados apenas nas amostras produzidas com lapulo importado.

Através da andlise foram obtidos os dados de éarea relativa dos compostos
identificados, que estdo apresentadas na Tabela 23. Para estes dados foi realizado o
tratamento estatistico pela ANOVA e teste F, para comparagdo dos valores das areas
com o objetivo de identificar diferengas significativas entre os dados.
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Como descrito anteriormente, a auséncia de B-cariofileno e a presenca de a-
humuleno e B-mirceno em apenas trés das nove amostras é um resultado inesperado,
uma vez que representam grande parte dos 6leos essenciais do lapulo (ALMAGUER
et al., 2014, VERZELE, 1986, KATSIOTS et al., 1989), entretanto, ainda segundo
Almaguer et al. (2014), estes compostos sdo exiremamente volateis e pouco polares,
portanto, durante a produgdo da cerveja, na etapa de fervura, diversos compostos sdo
volatizados, restando no produto final apenas tragos. Segundo Janish (2019), ha
estudos que relatam que o B-mirceno volatilizou totalmente em 60 minutos de fervura.
A concentragdo muito pequena destes compostos pode ter sido insuficiente para que
fosse detectada na metodologia de andlise utilizada. Possivelmente, a quantidade de
a-humuleno e B-mirceno no lupulo importado era mais expressiva, por isso, para essas
amostras, apesar das perdas, os compostos foram identificados. Conforme descrito
na Tabela 21, a area correspondente a estes compostos € bem pequena, indicando
baixas concentragoes.

Um ponto importante desta andlise € a presengca do composto linalol nas
amostras, que garante a presenga de B-mirceno em todos os lapulos, apesar de nao
identificados na cerveja, pois este composto é formado a partir da hidratacdo do B-
mirceno durante a fervura (ALMAGUER et al., 2014). Com isso, pode-se concluir que
a maior parte do B-mirceno presente nos lipulos foi convertida a linalol ou evaporada
durante a fervura, restando na cerveja, concentragées muito baixas.

Além dos supracitados, os uUnicos compostos aromaticos que ndo foram
identificados em todas as amostras foram o dodecanoato de etila — aroma floral — e o
dodecanol — aroma de caramelo -, aos demais ndo foram atribuidos aroma, portanto,
nao interferem no sensorial dos produtos.

A frag@o de compostos oxigenados, apesar de menor, contribui fortemente para
a formacgéo do aroma e sabor das cervejas, uma vez que corresponde a uma mistura
muito complexa de substéancias, que apesar da baixa concentragées, s&o menos
volateis e resistem ao aquecimento prolongado da etapa de fervura (JANISH, 2019).
Como pode ser observado pelas Tabelas 22 e 23, a presenca da grande maioria desse
grupo de compostos é similar, o que indica um perfil sensorial muito parecido para
todas as amostras.

Apesar de atribuidas caracteristicas aromaticas individuais para os compostos,
apresentadas na Tabela 21, deve-se considerar que ha o efeito sinérgico entre os
compostos, no qual a combinagdo de duas ou mais destas substéncias pode gerar um
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novo aroma ou sabor (JANISH, 2019). A partir destas informacdes e dos valores de
area da Tabela 21 foi construida a Tabela 22 onde estio apresentadas as
porcentagens de cada um dos aromas das cervejas produzidas. As porcentagens
foram obtidas pela razdo entre a area da soma dos compostos do aroma em questdo
e a area total de compostos aromaticos identificados.

Tabela 22: Porcentagem de compostos aromaticos

Aroma Valor (%)
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Citrico 741+ 10,16 707+ 529+ 861+ 536+ 407+ 352+ 516+

230 2190 218 21 20 2 210 2,182 2,182

1874 17,72 1853 1140 1033 875+ 1651+ 1549+ 1257+

. +376% +376% +376° +376° +376° 376> 3766 3766  3.76b

Mentolado 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

: 535t - 328+ 4,25+
Picante/Herbal 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 221 2,21 2,21

(B . s oas At 36

1,492 e e 5 W8

Caramelo

226+ 186+ 1671

Amadeirado 000 000 000 000 000 0,00 0,98 0,98 0,98

ga2t 56+ 296+ 204+ 270+ 219+ 164+ 059+ 161+

bioca 1,012 1,012 1012 1012 1012 1012 101> 101>  1,01°

71,89 72,12 7440 8331 7785 8243 77,16 79,13+ 80,60

Feunm +419° +4,19° +419° +4,19° +419° +4,192 +419° 4195 +419°

Valores seguidos por letras diferentes, na mesma linha, foram significativamente diferentes (ANOVA, p<0,05).
(Fonte: Préprio autor, 2022)

Pode-se observar a predominéncia do aroma frutado em todas as amostras,
com fragdes superiores a 70%, seguida de aromas florais, citricos, picantes/herbais,
verde, caramelo e amadeirado. Houve também a auséncia de mentolado em todas as
amostras.

Analisando a tabela acima como um todo, através da ANOVA, pode-se
perceber algumas diferencas estatisticas entre as amostras. Em relagdo ao aroma
citrico, ndo hé diferengas significativas entre os grupos, ou seja, estatisticamente os
valores das médias séo iguais. J4 em relagdo ao aroma floral, as amostras com lGpulo
brasileiro em pellet sdo as que possuem mais quantidade dos compostos desta
categoria e sao estatisticamente diferentes das demais amostras.

O aroma picante/herbal foi obtido apenas nas amostras de lGpulo importado,
portanto, para este grupo ndo foi calculada a ANOVA. Os compostos com aroma de
caramelo foram encontrados em algumas amostras contendo lGpulo brasileiro, e foram
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considerados estatisticamente iguais. J& os compostos de aroma amadeirado foram
identificados somente nas amostras com lapulo importado, entdo ndo houve célculo
de ANOVA.

Em relagcdo ao aroma verde, as amostras com lipulo brasileiro, tanto pellet
quanto flor foram significativamente diferentes das amostras com ldpulo importado.
Por fim, a porcentagem relacionada ao aroma frutado, foi significativamente maior nas
amostras com lapulo brasileiro em pellet e em flor do que nas amostras com lapulo
importado.

Partindo destes dados, foram gerados gréaficos de radar para formar o perfil
aromético das cervejas produzidas e de cada repeticao foi feito um gréafico sobreposto,
para fins de comparagao.

Na Figura 8 pode-se perceber pelos graficos sobrepostos que os perfis das trés
amostras produzidas com lipulo brasileiro em pellet foram semelhantes, na
sobreposicédo ambos tiveram o mesmo formato, sendo diferenciados apenas pelas
quantidades de cada categoria aromatica.



Figura 8: Perfis arométicos - amostras com lGpulo brasileiro em pellet

P1 P2
Citrico Citrico
80,00 80,00
Frutado.60,00 Floral Frutado-60,00 Floral
48,00 0
20, 20,

Verde 0,00 Mentolado Verde 0,00 Mentolado
Amadeirad Picante/her Amadeirad Picante/her
o bal o bal

Caramelo Caramelo
P3 Graficos sobrepostos
EPl1 EP2 mP3
Citrico
80,00 Citrico
Frutado. 60,00 Floral 80,00
48,00 Frutado, 60,00 Floral
20, 0
Verde 0,00 Mentolado 20,
Verde 0,00 Mentolado
Amadeirad Picante/her
o bal Amadeirad Picante/her
Caramelo o bal
Caramelo
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(Fonte: Préprio autor, 2022)

Observando a Figura 9, assim como nas trés primeiras amostras, pode-se
afirmar que os perfis das trés amostras produzidas com lipulo brasileiro em flor foram
similares, através dos gréficos sobrepostos pode-se perceber que ha também
diferenga entre as quantidades.




Figura 9: Perfis aromaticos - amostras com lGpulo brasileiro em flor
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(Fonte: Préprio autor, 2022)
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Por fim, pela Figura 10, pode-se perceber que os perfis aromaticos das cervejas

produzidas com lipulo importado também foram semelhantes, assim como os outros.

Pelo grafico sobreposto pode-se conformar esta observagéo.




Figura 10: Perfis aromaticos - amostras com IGpulo importado em pellet
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Um ultimo gréfico foi feito com o objetivo de comparar as médias entre os trés

tipos de lapulo. A imagem esté apresentada na Figura 11.

Pode-se confirmar que os perfis sdo semelhantes, pois pela sobreposi¢cdo dos

graficos é observado que as categorias de aromas seguem um padréo, apesar das

pequenas diferencas em porcentagem de area de cada composto.




Figura 11: Perfis arométicos - médias sobrepostas
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados descritos acima, pode-se concluir através do teste
de iodo, e das anadlises feitas durante a fermentagéo - teor de sélidos soliveis, pH e
densidade - além do monitoramento da temperatura durante todas as etapas, que a
produgdo ocorreu da forma desejada, sem interferentes, apresentando boa
repetibilidade dos dados e seguindo os valores esperados.

As andlises fisico-quimicas realizadas afim de classificar as cervejas
mostraram que os teores alcdolicos das cervejas produzidas com lGpulo brasileiro as
categorizaram como sendo de baixo teor alcéolico e as cervejas produzidas com
lpulo importado como sendo de médio teor alcéolico. E importante lembrar que o
alcool é proveniente da fermentacdo dos aglicares do malte, portanto, o resultado
desta andlise nao teve relagéo direta com o tipo de lipulo utilizado e sim com a
moagem do malte, como jé discutido anteriormente. A andlise de cor classificou todas
as amostras como sendo de cor Palha pela escala EBC, utilizada no Brasil e
recomentada para a metodologia utilizada.

A anélise de acidez voléatil, que determina o teor de 4cido acético, identificou
que a quantidade do composto produzido na fermentagao foi insignificante do que diz
respeito a interferéncia sensorial, pois os valores encontrados estavam abaixo do
limiar de deteccdo. Os outros off-flavors identificados por cromatografia gasosa,
acetaldeido, propanol, élcool isobutilico e alcool isoamilico, de forma geral, também
foram identificados com baixas concentragcbes nas amostras, ndo afetando o sabor
das cervejas.

Por fim, foi realizada a andlise cromatogréfica para identificagdo e comparagao
do perfil aromatico. Apenas das amostras apresentarem pequenas diferencas em
alguns compostos, a principal discrepancia foi a auséncia de a-humuleno e B-mirceno
nas amostras de lupulo brasileiro, tanto flor quanto pellet. No entanto, de forma geral
o perfil se manteve, o aroma frutado sobressaiu, sendo mais de 70% do aroma em
todas as cervejas.

Diante de todas as informacdes descritas até aqui, pode-se afirmar que o perfil
aromatico dos lapulos brasileiros, tanto em pellet quanto em flor, apesar das
diferencgas j& discutidas, é semelhante ao do lipulo importado americano, confirmando
assim que as amostras de cultivo solo nacional analisadas estdo atendendo aos
padrdes da variedade.
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ANEXO

Cromatogramas das analises realizadas por HS-SPME em GC-MS.

Figura A1: Amostra P1
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1-Alcool isoamilico; 2- Butanol; 3- Hexanoato de efila; 4- Linalol; 5- Nonanal; 6- Alcool
feniletilico; 7- Acido octanoico; 8- Octanoato de etila; 9- Decanal; 10- B-citronelol; 11- Acido
acético; 12- Acido decanoico; 13- Dec-9-enoato de etila; 14- Decanoato de etila; 15- Dodecanol;
16- Dodecanoato de etila; 17- Tetradecanoato de etila; 18- Tetradecatri-4,8,12-enal; 19- Acido
hexadecanoico; 20- Hexadec-3-enoato de etila; 21- Hexadecanoato de etila; 22- Nonadecanol

Figura A2: Amostra P2
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1-Alcool isoamilico; 2- Butanol; 3- Hexanoato de etila; 4- Linalol; 5- Nonanal; 6- Alcool
feniletilico; 7- Acido octanoico; 8- Octanoato de etila; 9- Decanal; 10- B-citronelol; 11- Acido
acético; 12- Acido decanoico; 13- Dec-9-enoato de etila; 14- Decanoato de etila; 15-
Dodecanoato de etila; 16- Hexadecanoato de etila.
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Figura A3: Amostra P3
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1-Alcool isoamilico; 2- Butanol; 3- Hexanoato de etila; 4- Linalol; 5- Nonanal; 6- Alcool
feniletilico; 7- Acido octanoico; 8- Octanoato de etila; 9- Decanal; 10- B-citronelol; 11- Acido
acético; 12- Acido decanoico; 13- Dec-9-enoato de etila; 14- Decanoato de etila; 15-
Dodecanoato de etila; 16- Tetradecanoato de etila; 17- Tetradecatri-4,8,12-enal; 18-
Hexadecanoato de etila.

Figura A4: Amostra P4
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1-Alcool isoamilico; 2- Butanol; 3- Hexanoato de etila; 4- Linalol; 5- Nonanal; 6- Alcool
feniletilico; 7- Acido octanoico; 8- Octanoato de etila; 9- Decanal; 10- B-citronelol; 11- Acido
acético; 12- Dec-9-enoato de etila; 13- Decanoato de etila; 14- Dodecanoato de etila.

Figura A5: Amostra P5
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1-Aicool isoamilico; 2- Butanol; 3- Hexanoato de etila; 4- Linalol; 5- Nonanal; 6- Alcool
feniletilico; 7- Acido octanoico; 8- Octanoato de etila; 9- Decanal; 10- B-citronelol; 11- Acido
acético; 12- Dec-9-enoato de etila; 13- Decanoato de etila; 14- Dodecanol.
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Figura A6: Amostra P6
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1-Alcool isoamilico; 2- Butanol; 3- Hexanoato de etila; 4- Linalol; 5- Nonanal; 6- Alcool
feniletilico; 7- Acido octanoico; 8- Octanoato de etila; 9- Decanal; 10- B-citronelol; 11- Acido
acético; 12- Dec-9-enoato de etila; 13- Decanoato de etila; 14- Dodecanol.

Figura A7: Amostra P7
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1-Alcool isoamilico; 2- Butanol; 3- B-mirceno; 4- Hexanoato de etila; 5- Linalol; 6- Nonanal; 7-

Aicool feniletilico; 8- Acido octanoico; 9- Octanoato de etila; 10- Decanal; 11- B-citronelol; 12-
Acido acético; 13- Dec-9-enoato de etila; 14- Decanoato de etila; 15- a-humuleno; 16-

Dodecanoato de etila.

Figura A8: Amostra P8
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1-Alcool isoamilico; 2- Butanol; 3- B-mirceno; 4- Hexanoato de etila; 5- Linalol; 6- Nonanal; 7-
Alcool feniletilico; 8- Octanoato de etila; 9- Decanal; 10- B-citronelol; 11- Acido acético; 12- Dec-
9-enoato de etila; 13- Decanoato de etila; 14- a-humuleno; 15- Dodecanoato de etila.
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‘Figura A9: Amostra P9

g T g B i o o A s o T U L T L o L)
2'5 50 75 100 125 %0 w5 200 25 20 zZs5 300 »5 30

1-Alcool isoamilico; 2- Butanol; 3- B-mirceno; 4- Hexanoato de etila; 5- Linalol; 6- Nonanal; 7-
Alcool feniletilico; 8- Acido octanoico; 9- Octanoato de etila; 10- Decanal; 11- B-citronelol; 12-
Acido acético; 13- Dec-9-enoato de etila; 14- Decanoato de etila; 15- a-humuleno; 16-

Dodecanoato de etila.

Figura A10: Branco
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*Nao foi encontrado nenhum composto




