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RESUMO

O crescente interesse por cervejas especiais resultou na maior valorizacdo do Idpulo,
responsavel por conferir aroma, sabor e amargor a essas bebidas. 1sso contribuiu para
expansdo das areas de cultivo, sendo iniciado o cultivo do lupulo no Brasil. Como essa
producdo ainda € recente, torna-se necessario investigar as caracteristicas do lupulo nacional.
Para isso, l0pulos de trés variedades cultivadas no Brasil foram comparadas as
correspondentes de duas marcas estrangeiras, a partir do teor e da composicdo dos 0Oleos
essenciais (OE), responsaveis pelo aroma e sabor de lupulo das cervejas, e dos teores de a e B-
acidos, responsaveis pelo amargor. Os OE foram avaliados por cromatografia gasosa
bidimensional abrangente (GCxGC), e os teores de a ¢ B-&cidos foram determinados a partir
dos métodos oficiais. Com esses dados, foi aplicada a analise de agrupamento hierarquico
(HCA) com mapa de calor e analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA).
Os resultados ndo indicaram a discriminacdo das amostras conforme o local de origem, mas
demonstraram que os OE dos lUpulos cultivados no Brasil se diferenciaram em relacdo a
alguns compostos, como o metil (Z)-4-decenoato e isdmeros do selineno. Além disso,
algumas amostras brasileiras apresentaram menor teor de OE, indicando necessidade de maior
atencdo ao processamento e armazenamento do IUpulo. Considerando ainda a maior
valorizacdo do ldpulo, buscou-se avaliar também sua forma de utilizacdo na produgdo da
cerveja. Para conferir aroma e sabor lupulado mais intensos as cervejas, o dry hopping (DH)
tem sido empregado, processo que consiste em adicionar o lipulo apds a etapa de fermentacéo
para extracdo dos compostos do OE para a cerveja. Nesse sentido, uma possivel alteracéo
seria adicionar diretamente o OE de lUpulo em substituicdo ao ldpulo em pellet do DH,
avaliando a possibilidade produzir com OE cervejas com caracteristicas semelhantes a do DH,
0 que ainda néo foi avaliado em trabalhos encontrados na literatura. Assim, foram produzidas
cervejas em que a Unica alteracdo foi a forma de adicdo de lupulo no DH, sendo uma
preparada com lupulo peletizado e outra com OE do mesmo lapulo. Foram realizados dois
estudos, os quais se diferenciaram pela variedade (cascade e comet) e concentracdo dos
lGpulos (1 e 2 g L1). As cervejas foram avaliadas por analises sensoriais e por analises
qguimiométricas através do perfil volatil obtido por microextracdo em fase solida no
headspace e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (HS-SPME-GC-MS).
O perfil volatil demonstrou que, em geral, 0s mesmos compostos estavam presentes nas
cervejas produzidas com pellet e com OE, com diferencas na concentracdo de alguns
compostos, como mirceno, [3-cariofileno e geranato de metila. Entretanto, as diferengas nas
concentragbes desses compostos ndo influenciaram de forma significativa nas analises
sensoriais para aceitacdo das cervejas e para a maioria dos atributos avaliados, com excecao
do amargor e do aroma de malte/cevada. Esses resultados demonstraram, de forma preliminar,
que o uso de OE pode resultar em bebidas com caracteristicas sensoriais semelhantes as do
DH, sendo uma possibilidade para producéo de cervejas, trazendo vantagens para producgéo e
contribuicBes para as caracteristicas sensoriais das cervejas.

Palavras-chaves: Lupulo brasileiro; dry hopping; éleo essencial; PCA; PLS-DA.



ABSTRACT

The growing interest in specialty beers has resulted in a greater appreciation of hops, which
are responsible for providing aroma, flavor, and bitterness to these beverages. This has
contributed to the expansion of hop cultivation areas, and hop cultivation has begun in Brazil.
Since this production is still recent, it is necessary to investigate the characteristics of national
hops. For this purpose, hops of three varieties grown in Brazil were compared to the
corresponding ones from two foreign brands, based on the content and composition of
essential oils (EQOs), responsible for the hop aroma and flavor of the beers, and the contents of
a and B-acids, responsible for the bitterness. The EOs were evaluated by comprehensive two-
dimensional gas chromatography (GCxGC), and the contents of a and [B-acids were
determined using official methods. With these data, hierarchical cluster analysis (HCA) with
heat map and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) were applied. The results
did not indicate discrimination of the samples according to their place of origin, but
demonstrated that the EOs of hops grown in Brazil differed in relation to some compounds,
such as methyl (Z)-4-decenoate and selinene isomers. In addition, some Brazilian samples
presented lower EOs content, indicating the need for greater attention to hop processing and
storage. Considering the greater value of hops, we also sought to evaluate their use in beer
production. To give more intense aroma and hoppy flavor to beers, dry hopping (DH) has
been used, a process that consists of adding hops after the fermentation stage to extract the EO
compounds into the beer. In this sense, a possible change would be to directly add hop EOs
instead of pelleted hops from DH, evaluating the possibility of producing beers with EOs with
characteristics similar to those of DH, which has not yet been evaluated in studies found in the
literature. Thus, beers were produced in which the only change was the way hops were added
to the DH, one prepared with pelleted hops and the other with EO from the same hop. Two
studies were carried out, which differed in the variety (cascade and comet) and concentration
of hops (1 and 2 g L1). The beers were evaluated by sensory analysis and chemometric
analysis through the volatile profile obtained by solid phase microextraction in the headspace
and gas chromatography coupled to mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS). The volatile
profile showed that, in general, the same compounds were present in beers produced with
pellets and EO, with differences in the concentration of some compounds, such as myrcene,
B-caryophyllene and methyl geranate. However, the differences in the concentrations of these
compounds did not significantly influence the sensory analyses for the acceptance of the beers
and for most of the attributes evaluated, with the exception of bitterness and malt/barley
aroma. These results demonstrated, preliminarily, that the use of EO can result in beverages
with sensory characteristics similar to those of DH, making it a possibility for beer
production, bringing advantages to production, and contributing to the sensory characteristics
of the beers.

Keywords: Brazilian hops; dry hopping; essential oil; PCA; PLS-DA.



INDICADORES DE IMPACTO

O presente trabalho contribui para o avanco do conhecimento sobre o lupulo cultivado no
Brasil e suas formas de aplicacdo na producdo de cervejas. Diante da importancia desse
insumo para 0 setor cervejeiro, os resultados apresentam impactos diretos nas esferas
tecnoldgica e econdmica. Ao investigar as caracteristicas quimicas do lupulo nacional, o
estudo fornece subsidios para a valorizacdo da producao brasileira e para o aprimoramento
das praticas de cultivo, processamento e armazenamento, favorecendo a insercdo dos
produtores nacionais no mercado. A aplicacdo do 0leo essencial de lUpulo como alternativa ao
dry hopping representa uma inovacdo na tecnologia de producdo de cervejas, com potencial
para otimizar processos produtivos, reduzir perdas e ampliar a diversidade sensorial das
bebidas, beneficiando cervejarias e consumidores finais. O trabalho apresenta caréater
extensionista ao envolver produtores de lGpulo e cervejarias, possibilitando a transferéncia de
conhecimento técnico e cientifico a populacdo externa a UFLA. O territério impactado
compreende localidades com potencial agricola para o cultivo de Iupulo e com presenca
crescente de microcervejarias. O publico diretamente beneficiado inclui produtores de lupulo,
empreendedores do setor cervejeiro, consumidores de cerveja e pesquisadores que podem
desenvolver novos estudos com base nos resultados obtidos. A pesquisa se insere na area
tematica de “Tecnologia e produ¢do”, com interface com “Meio ambiente” e “Trabalho”,
conforme a Politica Nacional de Extensdo, ao propor solucGes sustentaveis e inovadoras para
a cadeia produtiva da cerveja. Os impactos estdo alinhados aos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da ONU, especialmente os ODS 8 (Trabalho decente e crescimento
econdmico), ODS 9 (Industria, inovacéo e infraestrutura) e ODS 12 (Consumo e producao
responsaveis), ao estimular praticas produtivas sustentaveis, fomentar a inovacdo no setor de
bebidas e fortalecer a economia local. A pesquisa contribui, assim, para a integragdo entre
ciéncia, producdo e sociedade, avaliando possibilidades que favorecem producéo e o0 uso mais
eficientes do lupulo, criando condicBes para um desenvolvimento com impactos positivos na
sociedade.



IMPACT INDICATORS

This study contributes to the advancement of knowledge about hops grown in Brazil and their
application in beer production. Given the importance of this input for the beer industry, the
results have direct impacts on the technological and economic spheres. By investigating the
chemical characteristics of national hops, the study provides support for the valorization of
Brazilian production and the improvement of cultivation, processing, and storage practices,
favoring the insertion of national producers in the market. The application of hop essential oil
as an alternative to dry hopping represents an innovation in beer production technology, with
the potential to optimize production processes, reduce losses, and increase the sensory
diversity of beverages, benefiting breweries and end consumers. The study has an extensionist
character by involving hop producers and breweries, enabling the transfer of technical and
scientific knowledge to the population outside UFLA. The impacted territory includes
locations with agricultural potential for hop cultivation and a growing presence of
microbreweries. The target audience includes hop producers, entrepreneurs in the beer
industry, beer consumers, and researchers who can develop new studies based on the results
obtained. The research falls within the thematic area of “Technology and production”, with an
interface with “Environment” and “Labor”, according to the National Extension Policy, by
proposing sustainable and innovative solutions for the beer production chain. The impacts are
aligned with the UN Sustainable Development Goals (SDGs), especially SDG 8 (Decent work
and economic growth), SDG 9 (Industry, innovation and infrastructure) and SDG 12
(Responsible consumption and production), by stimulating sustainable production practices,
fostering innovation in the beverage sector and strengthening the local economy. The research
thus contributes to the integration between science, production, and society, evaluating
possibilities that favor more efficient production and use of hops, creating conditions for
development with positive impacts on society.
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1 INTRODUCAO GERAL

Dentre as bebidas alcodlicas existentes, a cerveja se destaca como a mais consumida
mundialmente, com um consumo crescente ao longo dos Gltimos anos. Acompanhando esse
crescimento, nota-se a maior valorizagdo de bebidas mais complexas, com diferenciais no
sabor e aroma. Diante disso, o lGpulo tem ganhado cada vez mais destaque, em especial para
aquelas de estilos de cerveja mais lupulados. Isso tem feito com que a demanda por lupulo
para producdo de cerveja aumente, o que implica na necessidade de expandir o cultivo para
suprir as necessidades de consumo. Esse cendrio tem contribuido para que o cultivo do lapulo
se estenda para areas onde originalmente ndo era cultivado, incluindo o Brasil (Lafontaine et
al., 2022; Pearson, Smith, Chen, 2016; Villacreces, Blanco, Caballero, 2022).

Considerando a importancia do lupulo na producéo de cervejas, além do fato do Brasil
se destacar como o maior importador de ldpulo da América do Sul e um dos maiores
produtores mundiais de cerveja, torna-se evidente a necessidade de investir no cultivo
nacional. Isso reduziria os custos da producdo, garantindo também que as cervejas sejam
produzidas com lupulos mais frescos, com menor tempo de estocagem e, consequentemente,
com uma maior concentragdo dos compostos importantes para as caracteristicas sensoriais das
cervejas (Jastrombek et al., 2022).

Os principais compostos do lupulo que impactam nas caracteristicas sensoriais de
sabor, aroma e amargor das cervejas sdo os a-acidos, p-a4cidos e 0s compostos volateis que
fazem parte do 6leo essencial (OE). Enquanto os a e B-acidos contribuem para 0 amargor, 0s
OEs apresentam em sua composicdo diversos compostos volateis responsaveis por conferir
sabor e aroma caracteristicos de lGpulo. Dentre os compostos do OE do lupulo estdo os
monoterpenos, como o B-mirceno, os sesquiterpenos, como o-humuleno, B-cariofileno e f-
farneseno, além de compostos oxigenados, como o linalol e geraniol. A composi¢do quimica e
a qualidade do lapulo podem apresentar alteracdes conforme as condi¢des de cultivo, colheita
e processamento, havendo também grande impacto conforme o tempo e temperatura de
armazenamento. Todas as variaveis apresentadas influenciam nas caracteristicas do lGpulo, o
qual afeta diretamente a qualidade da cerveja produzida (Almaguer et al., 2014; Duarte et al.,
2024).

Considerando a producdo da cerveja, o lupulo pode ser adicionado em etapas distintas
conforme as caracteristicas que se deseja conferir a bebida. O lupulo adicionado no inicio da
fervura do mosto contribui para o amargor da cerveja, mas tem pouca influéncia no sabor e

aroma. A adicdo de lapulo no final da fervura contribui mais para o sabor e aroma do que para
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0 amargor da cerveja. E, diante da volatilidade dos compostos do OE e da alta temperatura da
fervura do mosto, para conferir aromas mais intensos a cerveja, o lupulo pode ser adicionado
apos a etapa de fermentacdo, processo denominado dry hopping (DH). No DH o ldpulo é
adicionado em uma etapa da producdo da cerveja em que as temperaturas estdo mais baixas
(15-25 °C) em relacdo a etapa de fervura, minimizando perdas por volatilizacdo dos
compostos do OE (Titus et al., 2021).

No DH, o lapulo é adicionado, normalmente, em forma de pellets, que consistem na
flor do lupulo que foi seca, moida e moldada em formato cilindrico. Embora no DH a perda
dos compostos do OE do lupulo por volatilizacdo seja minimizada, de modo que sejam
melhor retidos na cerveja, a extracdo dos mesmos a partir do lupulo ndo é tao eficiente, visto
que a extracdo ndo é favorecida em baixas temperaturas (Hauser, Lafontaine, Shellhammer,
2019). Nesse cenério, sabendo que as caracteristicas relativas ao aroma sdo provenientes do
OE do lapulo, uma possibilidade seria utilizar o préprio OE na etapa de DH em substituicédo
ao lupulo em pellet, buscando garantir a disponibilidade dos compostos e intensificar as
caracteristicas aromaticas.

Considerando os fatos expostos, a alta demanda por IUpulo para producdo de cerveja e
0 potencial que essa cultura tem de crescer no pais, buscou-se com esse trabalho caracterizar
lUpulos brasileiros. Portanto, inicialmente, foram avaliados ldpulos cultivados e
comercializados no Brasil, comparando-os com lupulos importados das mesmas variedades.
Para isso, foram utilizados como parametros o teor e a composi¢do do OE e o teor de a e B-
acidos, os quais sdo os principais atributos quantitativos dos lupulos comercializas e que
foram avaliados a partir de modelos estatisticos e quimométricos. Além da avaliacdo da
qualidade dos lupulos brasileiros, uma estratégia alternativa para o uso do lupulo na producéo
de cervejas também foi investigada, na qual utilizou-se OE de lGpulo na etapa de DH
buscando aproveitar o maior poder de extracdo dos compostos volateis a quente e a melhor
retencdo dos mesmos em temperaturas mais baixas. Assim, foram preparadas cervejas com
DH utilizando lapulo em pellet e cervejas em que foi feita a adi¢do direta do OE na etapa de

DH, as quais foram avaliadas a partir das caracteristicas sensoriais e do perfil volatil.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cerveja
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Produzida, normalmente, a partir da cevada ou outra fonte de amido, de leveduras,
lUpulo e &gua, a cerveja € uma das bebidas alcoolicas mais antigas que existe e € a mais
consumida em todo mundo (OMS, 2018; Villacreces, Blanco, Caballero, 2022). Considerando
as bebidas de forma geral, a cerveja se posiciona como a terceira mais popular no mundo,
ficando atras apenas da agua e do cha, sendo a China, os Estados Unidos e o Brasil os maiores
consumidores mundiais de cerveja (Fangel et al., 2018). Levando em conta 0 consumo per
capta, em 2018, a Republica Tcheca apresentou o maior consumo mundial (191,8 L), seguida
da Austria (107,6 L) e da Alemanha (101,1 L). O Brasil apresentou 0 consumo per capta de
60 L, ocupando a 282 posi¢do, com um aumento do consumo com relacdo a 2017 (Schabo et
al., 2021). Contudo, quando se trata da producdo mundial, o Brasil ocupou o 3° lugar em
2018, representando 7,4% da producdo global com 14 bilhGes de litros (Mutz et al., 2021).
Para as cervejas de forma geral, tem sido notavel o aumento no consumo ao longo dos Gltimos
anos. Em 2023, o consumo mundial se manteve praticamente estavel, com um aumento de
0,1%, o equivalente a 200000 KL (Kirin, 2024). Nesse mesmo ano, o Brasil apresentou um
crescimento de quase 7% no numero de cervejarias abertas, atingindo um recorde de 1847
unidades, estando a maior parte na regido sudeste (Brasil, 2024).

A producdo da cerveja, em geral, ocorre com graos que foram maltados, ou seja,
passaram por um processo em que o0s graos do cereal sdo mergulhados em agua e germinados
por um determinado periodo visando amolecer 0s grdos e sintetizar enzimas que,
posteriormente, irdo possibilitar a degradacdo da parede celular, de componentes proteicos e
do amido. Ao final dessa fase, 0s grdos sdo secos para eliminar a umidade e interromper o
crescimento, podendo também passar por aquecimento mais intenso que pode causar
modificacbes de cor e sabor, 0 que é necessario conforme o estilo de cerveja que sera
produzida a partir do malte (Bamforth, 2017).

No processo de producdo da cerveja os graos de malte sdo moidos e colocados em
agua quente para iniciar a producédo da cerveja. Com isso, é formado o mosto, que contém o0s
acucares provenientes do malte, necessarios para a fermentacdo. Posteriormente, as cascas do
malte sdo retiradas do mosto e o liquido é levado a fervura. Nessa etapa, tradicionalmente, é
feita a adicdo do lupulo, o qual ird fornecer amargor a cerveja, para equilibrar o sabor
adocicado oriundo do malte, e também aroma de lupulo. Entretanto, essa adi¢cdo pode ocorrer
em diferentes momentos da fervura do mosto ou em outras etapas da producdo da cerveja
conforme as caracteristicas de aroma e amargor desejaveis. Em seguida, tem-se 0 processo de
fermentacdo em que a levedura é adicionada ao mosto, possibilitando a conversdo dos

acucares provenientes do malte em etanol, didéxido de carbono, além de outros compostos
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secundarios que estdo associados ao aroma e sabor da cerveja (Anderson et al., 2019;
Bamforth, 2017; Fangel et al., 2018).

Considerando o processo de fermentacdo tem-se as principais classificacbes das
cervejas. Na baixa fermentacdo, que € realizada em temperaturas entre 6 e 15°C, com as
leveduras Saccharomyces pastorianus, sdo produzidas as cervejas do tipo lager. Para essas
cervejas, as células da levedura se encontram no fundo do fermentador ap6s o processo de
fermentacdo, podendo ser removidas. Ja nos casos de alta fermentacdo, as temperaturas
variam entre 16 e 24°C, e sdo empregadas as leveduras Saccharomyces cerevisiae, resultando
nas cervejas do tipo ale. Nesse caso, as leveduras se encontram na superficie do meio de
fermentacdo apds o processo, resultando em uma pelicula espessa que, em geral, ndo é
removida completamente. A partir desses dois tipos, variacdes podem ocorrer na producédo e
também nos ingredientes utilizados, resultando em diferentes estilos, como pilsen, bock,
weizen, pale ales, brown ales, dentre outros, os quais podem variar conforme a regido
produtora, aspectos culturais e a disponibilidade de ingredientes. Além disso, outras
classificacGes podem existir conforme os processos de fabricacdo (Jardim et al., 2018; Jiang
et al., 2023; Moura-Nunes et al., 2016).

Por fim, ocorre a etapa de maturacdo por um periodo que pode variar de dias a
semanas, e entdo é feita a remocdo do fermento e a cerveja é filtrada e engarrafada. Para
alguns estilos de cerveja, como IPAs, APAs e Pale Ales, a adi¢do do lupulo também pode
ocorrer nas etapas de ferementacdo e maturagdo, processo denominado DH, o qual possibilita
a extracdo a frio dos compostos do lupulo para producdo de cervejas mais aromaticas
(Anderson et al., 2019; Hauser et al., 2019). Um esquema geral das etapas de producdo da
cerveja pode ser visualizado na Figura 1.

Em alguns casos, a producdo de cerveja ocorre em pequena escala, priorizando a
qualidade sensorial. Nessas produc@es, sdo utilizados ingredientes mais selecionados, com
maior quantidade de malte e lupulo em comparagdo as cervejas convencionais. No Brasil,
essas cervejas sdo denominadas especiais ou artesanais, embora ainda ndo exista uma
definicdo formal e padronizada para esses termos. Apesar disso, essas categorias tém
conquistado cada vez mais consumidores. Nesse cenario, com a valorizacdo e popularizacdo
dessas cervejas, o lupulo vem assumindo um papel essencial no processo cervejeiro (Carvalho
et al., 2018; Schabo et al., 2021).
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Figura 1 — Etapas de producéo da cerveja.

Agua
(
<‘
Fervura %
Malte ' ‘
Lupulo
- | > P
Mosturagao Filtragao
< )
Dry Hopping M
Resfriamento do mosto

)

»EIJ

Maturagdo Fermentagao

Fonte: Adaptado de Gomes et al. (2022).

2.2 Lapulo

O lapulo, Humulus lupulus L., é caracterizado como uma planta trepadeira didica e
suas caracteristicas sensoriais estéo relacionadas, principalmente, aos compostos presentes nas
glandulas de lupulina, localizadas nas flores das plantas femininas, também chamadas cones
do lupulo, os quais sdo empregados na fabricacdo das cervejas. Para utilizar os cones, em
geral, eles sdo secos, triturados e moldados na forma cilindrica de 2 a 3 cm e 5 mm de
diametro, formando os chamados pellets. Com isso, o transporte € o uso do lGpulo sdo
facilitados, além de garantir a melhor conservacdo quando comparado ao lupulo em flor
(Gomes et al., 2022; Lamberti et al., 2023).

Assim que sao colhidos, os ltpulos apresentam teores de dgua superiores a 75%, 0 que
pode favorecer processos de decomposic¢ao além do crescimento de fungos. Para que isso seja
evitado, contribuindo para conservagéo do lupulo e de seus constituintes, ocorre a secagem até
0 momento em que o teor de umidade atinja 10%. Nessa condicdo o lGpulo pode ser
armazenado em temperaturas proximas a 6°C e com atmosfera controlada para evitar
processos oxidativos. Entretanto, considerando o processo de secagem, é importante que a

temperatura seja a mais baixa possivel, ja que temperaturas muito altas poderiam contribuir
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para volatilizacdo e oxidacdo de componentes do lapulo, prejudicando sua qualidade
(Lamberti et al., 2023; Srecec et al., 2008).

O uso do lapulo na fabricacdo da cerveja se deve a lupulina, onde estdo presentes 0s
metabolitos secundarios, que incluem resinas, OEs e polifendis. As resinas sdo constituidas
por a-acidos e P-acidos, compostos responsaveis pelo amargor da cerveja. Os OEs sdo
constituidos por compostos volateis, os quais fornecem aromas e sabores caracteristicos de
lGpulo & cerveja. J& os polifendis apresentam propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
estabilizantes, atuam na conservacao da cerveja, preservando as caracteristicas organolépticas
(Castro et al., 2022; Gonzalez-Salitre, Gonzalez-Olivares, Basilio-Cortes, 2023).

No ltpulo, os polifendis correspondem de 3 a 6% da massa seca dos cones e podem
ser divididos em grupos, sendo eles os flavonois, flavan-3-dis, acidos carboxilicos fendlicos e
outros compostos fendlicos, que incluem prenilflavondides e estilbenoides. Além de atuarem
como antioxidantes, os polifendis também tem papel na turvacdo da cerveja ao longo da
producéo das bebidas (Mikyska, Dusek, Slaby, 2023; Mikyska et al., 2022).

A resina compde de 5 a 21% da massa seca do lipulo e uma fragdo significativa dessa
resina ¢ constituida pelos denominados acidos amargos, os quais podem ser divididos em o-
acidos e B-acidos. Os a-acidos podem corresponder, geralmente, de 1,5 a 13% da massa seca
do ldpulo e sdo compostos por humolonas (humulona, cohumulona, adhmulona, prehumulona
e poshumulona). Com o processo de fervura (temperaturas maiores que 80 °C) ocorre a
isomerizagdo dos a-acidos a iso-a-acidos, 0s quais apresentam maior solubilidade no mosto e
sdo mais amargos, sendo responsaveis pelo amargor da cerveja. Além disso, os a-acidos e iso-
a-4cidos apresentam caracteristicas antioxidantes, contribuindo para manter a estabilidade da
cerveja com o armazenamento, evitando reag¢des oxidativas. Ja os f-acidos estdo presentes na
massa seca do lUpulo, em geral, em fracBes que variam de 3 a 8%. Eles sdo compostos por
lupulona, colupulona, adlupulona, prelupulona e poslupulona, compostos que sd&o menos
amargos que a humulonas dos a-4cidos, mas que, ainda assim, contribuem para o amargor da
cerveja devido a transformacgdes que sofrem durante o processo de fervura. Além disso, as
lupulonas apresentam acdo antimicrobiana, o que também contribui para a estabilidade das
cervejas. As estruturas quimicas das humulonas e lupulonas podem ser visualizadas na Figura
2 (Durello; Silva; Bogusz, 2019; Silva et al., 2023).
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Figura 2 — Estrutura quimica das A) humulonas e B) lupulonas.
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Fonte: Do autor (2025).

Os lupulos se diferenciam em variedades e sdao muitas vezes classificados conforme a
concentragdo de a-acidos e o teor de OE, por destacar mais amargor ou aroma as cervejas,
respectivamente. Assim, os lapulos que apresentam mais que 5% de o-4cidos séo
denominados lGpulos de amargor, e 0s que possuem menos de 5% desses compostos Sao
denominados lGpulos aromaticos. Esses ultimos apresentam teor de OE mais alto, o que
contribui para o aroma do lGpulo na cerveja, o qual pode ser floral, herbal, terroso, citrico,
entre outros. Ha ainda lupulos que apresentam quantidades relevantes tanto de a-acidos
quanto de OEs, denominados de Iupulo de duplo uso, conferindo a cerveja tanto aroma quanto
amargor (Castro et al., 2022; Kemp et al., 2021).

Os OEs representam de 0,5 a 4,0%, em massa, da matéria seca obtida dos cones do
lipulo e sdo constituidos por compostos volateis que se destacam por conferir a cerveja o seu
perfil sensorial e 0 aroma de lupulo desejavel para alguns estilos. Estudos sugerem que mais
de 1000 compostos estdo presentes no OE do ldpulo, incluindo hidrocarbonetos, alcoois
terpénicos, sesquiterpendides, ésteres, cetonas, aldeidos e compostos de enxofre, nem todos
identificados até o momento (Dietz et al., 2021; Villacreces, Blanco, Caballero, 2022).
Geralmente, a maior parte do OE de lUpulo é composta por mono e sesquiterpenos, com
destaque para os compostos B-mirceno, a-humuleno e B-cariofileno, que apresentam fragoes
variaveis conforme a variedade de IUpulo, mas, de forma geral, somam cerca de 80 a 90% do
OE. Qutros diversos compostos estdo presentes em concentracdes menores, alguns em niveis
vestigiais e outros originados de compostos do OE que foram metabolizados. Dentre esses

compostos, estdo alguns oxigenados, como os alcoois linalol, B-citronelol, nerol e a-terpineol
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(Dietz et al., 2020; Martins et al., 2018; Sanz et al., 2019). Alguns dos compostos mais

comuns encontrados em OE de lupulo podem ser visualizados na Figura 3.

Figura 3 — Compostos comumente presentes no OE de lupulo.
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Fonte: Do autor (2025).

Os compostos presentes no OE sdo originados, principalmente, como subprodutos de
reacOes do metabolismo vegetal, sendo que alguns fatores podem influenciar a quantidade e a
composicdo do OE dos lupulos. Dentre eles, destacam-se os fatores genéticos, que resultam
em diversas variedades de lupulos, e fatores relativos a localizacdo geografica do cultivo.
Além disso, a maturacdo da planta, bem como a secagem, processamento e armazenamento
do ldpulo também estdo diretamente relacionados a composicdo do OE (Rettberg, Biendl,
Garbe, 2018).

A composicao do OE do lapulo esta intimamente ligada as caracteristicas sensoriais da
cerveja, as quais podem ser atribuidas as interagdes de suas fragdes volatil e ndo volatil.
Considerando apenas a fracdo volatil, que envolve os compostos presentes no OE do Itpulo,
as caracteristicas de determinados compostos podem ser evidenciadas ou suprimidas

conforme suas concentracgdes relativas e suas interagdes com outros compostos (Dietz et al.,
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2021). Nesse sentido, ao avaliar sensorialmente fracdes de OE de lGpulo, foi observado que
alcoois terpénicos induziam a sensagdes de aroma e sabor frutado e floral, sendo os linalol e 0
geraniol os principais responsaveis por essas sensacOes. Ja 0 mirceno € responsavel por
conferir a cerveja aroma de “lapulo verde”, enquanto os isdmeros o ¢ B-farneseno sdo
caracterizados por notas amadeiradas e aroma agradavel de lapulo (Chen et al., 2023).

Ainda com relacdo ao aroma da cerveja, as diferentes concentracGes e proporgdes dos
compostos presentes no OE do lupulo irdo conferir os aromas distintos mencionados
anteriormente (citrico, herbal, floral, frutados e aromas caracteristicos do lupulo). A partir da
colheita, processamento e armazenamento do IUpulo, a quantidade de OE presente pode ser
reduzida e sua composicao pode ser alterada, o que também pode ocorrer com os a e B-acidos,
influenciando nas caracteristicas fornecidas a cerveja (Gresta et al., 2023; Rutnik, Ocvirk,
Kosir, 2022a).

Como descrito de forma sucinta no processo de producdo da cerveja, o ldpulo é
normalmente adicionado no processo de fervura, sendo utilizado no inicio desse processo para
conferir amargor as cervejas, ou no final da fervura para conferir caracteristicas aromaticas
mais intensas a essas bebidas. Com a fervura, os a-acidos sdo isomerizados termicamente em
iso-a-acidos (Figura 4), os quais sdo cerca de 10 vezes mais amargos que as suas formas ndo
isomerizadas. J& o aroma é conferido a partir dos compostos do OE do lpulo. Entretanto,
devido a elevada temperatura da fervura, ocorre a perda de parte desses compostos por
evaporacdo ou oxidacdo (Klimczak, Cioch-Skoneczny, Duda-Chodak, 2023). Assim, para a
maior retencdo dos compostos aromaticos, parte do lupulo € adicionada ao mosto no final da
fervura, ou apos a fervura, processo denominado late hopping, ou ainda durante os estagios de
fermentacdo ou maturacdo, consistindo no processo de DH (Ceola et al., 2019; Kumar et al.,
2023; Sanz et al., 2019).
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Figura 4 — Isomerizagdo da Humulona e cis-iso-Humulona e tras-iso-Humulona.
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2.2.1 Dry Hopping (DH)

Como mencionado anteriormente, 0 DH consiste na adi¢do do IGpulo ao fim da etapa
de fermentacdo ou na etapa de maturacdo, quando o0 mosto ja esta resfriado apos a etapa de
fervura, minimizando a perda dos compostos de aroma por evaporacdo, 0 que aumenta a
concentracdo de compostos como linalol, mirceno, humuleno, B-citronelol e geraniol na
cerveja. Sendo assim, cervejas submetidas ao DH apresentam aroma de lGpulo mais intensos,
contudo, sem impactar muito no amargor, jA que nas temperaturas de fermentacdo e
maturagdo (10-25 °C) nao ocorre a isomerizacdo dos a-acidos. Apesar disso, ha uma leve
contribuicdo do DH para o amargor devido as humulinonas. Esses compostos sdo a-acidos
oxidados que apresentam caracteristicas amargas e podem ser transferidas do lupulo para a
cerveja no DH (Monacci et al., 2024; Rutnik, Ocvirk, Kosir, 2022b; Salamon et al., 2022).

Quanto a forma que o lupulo é adicionado, o0 DH pode ser classificado em estatico ou
dindmico. No estatico, método usado normalmente, o IUpulo é apenas adicionado a cerveja,
podendo ocorrer a adicdo de CO: para suspender as particulas de ldpulo e melhorar a
extracdo. Ja no DH dinamico, pode ser feito o uso de bombas para circulacdo da cerveja e 0
lUpulo é acondicionado em camadas que possibilitam uma maior area de contato, melhorando
a extracdo dos compostos e reduzindo o tempo necessario para 0 processo (Gomes et al.,
2022; Klimczak, Cioch-Skoneczny, Duda-Chodak, 2023).
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A quantidade de lupulo adicionada também é um fator que pode variar, 0 que estara
diretamente relacionado a intensidade do aroma e sabor que sera conferido a cerveja. Com
relacdo a isso, atualmente, sdo relatados valores médios de 0,5 a 8 g de lapulo por litro de
cerveja, e em alguns casos extremos sdo relatadas quantidade mais altas de até 22 g por litro.
Apesar dessas quantidades mais elevadas, o que eleva consideralvelmente o preco da cerveja,
é possivel que esteja havendo desperdicios, considerando que tem sido sugerido que o
maximo de sabor da cerveja é alcangado realizando o DH com 5 g por litro para a maioria dos
compostos presentes no OE. Para quantidades maiores, pode-se atingir o limite de
solubilidade de alguns compostos, em especial do mais apolares (Haslbeck, Minkenberg,
Coelhan, 2018; Lafontaine, Shellhammer, 2018).

A partir do DH algumas altera¢6es podem ser observadas para os sabores conferidos a
cerveja, mesmo quando se utiliza uma mesma variedade de lGpulo. Isso porque, a depender
das condicdes do processo, 0 que pode incluir a temperatura, o tempo de contato, dosagem e
modo do DH, compostos diferentes podem ser extraidos do lapulo e em proporgdes
diferentes, além de poder ocorrer algumas reacdes e transformacdes desses compostos,
alterando o sabor da cerveja. Tempos muito longos de DH, por exemplo, podem estar
associados a um sabor gramineo na cerveja, o que pode ocorrer devido a extracdo do material
vegetal do lupulo (Klimczak, Cioch-Skoneczny, Duda-Chodak, 2023; Mikyska et al., 2023).

Para conferir a cerveja caracteristicas semelhantes a do DH, algumas cervejarias tém
feito uso de extratos do OE do lGpulo comercialmente disponiveis. E relatada uma maior
reprodutibilidade para intensidade e para as caracteristicas do aroma quando se usa esses
extratos, o que possibilita o desenvolvimento de cervejas com atributos de sabor distintos.
Dentre esses extratos, destaca-se aqueles ricos em terpenos (alguns exemplos podem ser
observados na Figura 3), compostos presentes em diversas plantas, incluindo o lGpulo, e que
podem conferir a cerveja um amplo espectro de sabores e aromas, incluindo citrico, frutado e
terroso (Monacci et al., 2024; VVan Opstaele et al., 2012; Wang et al., 2023).

Considerando as vantagens sensoriais que o uso desses extratos pode trazer a cerveja e
que as principais contribuicdes de aroma do DH provém do OE do lupulo, verifica-se a
possibilidade de usar o proprio OE do lupulo para conferir a cerveja atributos semelhantes ao
do DH, trazendo as vantagens do uso de um extrato, a0 mesmo tempo gque minimiza alguns
problemas apresentadas pelo DH. Apesar da relevancia, ndo foram encontrados estudos que
avaliem a adicdo do OE do lupulo na cerveja em substituicdo ao DH tradicional, comparando
0s dois processos, uma vez que isso pode ser informacdo confidencial de cervejarias que

realizam tal processo. Esse tipo de trabalho seria interessante visto que possibilitaria uma
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alternativa ao uso do lupulo que pode apresentar vantagens para a producdo da cerveja,
facilitando, por exemplo, o processo de filtracdo bem como, aumentando a eficiéncia de
extracdo dos OE do lupulo, o que poderia possibilitar o uso de menores quantidades de
lUpulo, além de trazer possiveis vantagens de maior facilidade de armazenamento e transporte
do OE quando comparado ao Iipulo em pellet.

Além disso, levando em conta a diversidade de fatores que influenciam nas
caracteristicas do Iupulo, o que afeta diretamente a sua qualidade e caracteristicas, nota-se a
importancia de avaliar lupulos cultivados em diferentes regides, com condic¢des distintas nas
diversas etapas de producdo e processamento. Nesse sentido, verifica-se a importancia de

avaliar a qualidade dos lupulos recentemente cultivados e comercializados no Brasil.

2.3 Producéo do lupulo e cultivo no Brasil

Para cultivo do ldpulo, idealmente, sdo necessarias condigdes moderadas de
temperaturas e de chuvas, sendo que as condi¢des 6timas para producdo, em geral, acontecem
em latitudes de 45° e 50°. Com isso, 0s maiores produtores estdo no hemisfério norte, com
destaque para os Estados Unidos e a Alemanha, responsaveis por cerca de dois tercos da
producdo mundial. Entretanto, diante da demanda cada vez mais alta pelo lupulo, o cultivo
passou a ocorrer em algumas areas nao tradicionais (Pearson; Smith; Chen, 2016).

Como um dos maiores produtores mundiais de cerveja, o Brasil apresenta uma alta
demanda por lapulo, sendo o maior importador da América do Sul, com 3243 toneladas
importadas em 2020, totalizando cerca de US$ 57 milhGes. Toda essa demanda demonstra a
necessidade de investir na produgdo nacional, o que deve possibilitar a redugdo dos custos,
refletindo diretamente no valor comercial da cerveja (Jastrombek et al., 2022).

Atualmente, a producdo de lapulo no Brasil abrange uma area préxima a 60 hectares,
sendo uma area ainda pequena, compativel com uma cultura que € recente no pais. A primeira
safra de Iapulo foi colhida em 2017, com cerca de 2000 kg da variedade cascade. A producéo
ocorreu no municipio de Sdo Bento do Sapucai, no estado de Sdo Paulo, regido da Serra da
Mantiqueira. O lupulo colhido resultou na produgdo de uma linha de cervejas especiais que,
atualmente, é produzida com ldpulo 100% brasileiro. Ap6s muitas tentativas sem sucesso,
essa foi a primeira tentativa bem-sucedida de producéo do Idpulo no pais, demonstrando a
possibilidade de ampliar a producgdo nacional, diminuindo a demanda pela importagéo para

producdo de cervejas nacionais (Almeida et al., 2021; Fortuna et al., 2023).
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Atualmente, as maiores areas produtoras de lUpulo no Brasil estdo na regido Sul e
Sudeste, com destaque para os estados de Santa Catarina, Parana e Sdo Paulo, além de ser
relatado o cultivo de lupulo em outras regifes, como em Minas Gerais, na Bahia, no Distrito
Federal e em estados do Nordeste (Durello, Silva, Bogusz, 2019; Jastrombek et al., 2022;
Marques et al., 2024).

Como ja mencionado, diversos fatores podem influenciar nas caracteristicas do lupulo
produzido, as quais estdo diretamente relacionadas ao OE e também aos a e B-acidos,
podendo ocorrer variagdes conforme a regido e métodos de cultivo. Variagdes sazonais na
concentragdo de a e B-acidos no lupulo influenciam no amargor da cerveja, contudo, essas sdo
minimizadas a partir de ajustes na quantidade de IUpulo usada no processo de producdo da
cerveja conforme o amargor desejavel para a bebida. Entretanto, para os OEs pode haver
variagOes na quantidade e na composicdo, o que dificulta possiveis ajustes e que tém impacto
direto no aroma das cervejas (Van Holle et al., 2021). Além disso, a partir do momento que
ocorre a colheita do ldpulo, tanto os &cidos quanto os OEs podem ser reduzidos ou
modificados conforme os processamentos e condi¢cdes em que o lupulo é submetido (Rutnik,
Ocvirk, Kosir, 2023).

Considerando o lupulo cultivado no Brasil, ainda sdo encontrados poucos estudos que
avaliam as caracteristicas dos mesmos. Em um desses estudos foi avaliado um ltpulo da
variedade cascade cultivado no Brasil, sendo determinado seu perfil quimico referente aos
compostos fenolicos e a composicdo do OE, e realizadas comparagdes com um IUpulo cascade
produzido nos Estados Unidos. Com os resultados, foi observado que o lGpulo brasileiro
apresentou perfil de compostos fendlicos semelhante ao ldpulo importado e algumas
diferencas quanto a composicdo do OE, com concentra¢Ges mais altas de trans-p-farneseno, B-
selineno e a-selineno (Almeida et al.,, 2021). Em outro estudo, para nove variedades
cultivadas no Brasil (Spalt, Saaz, Vitoria, Cascade, Mantiqueira, Columbus, Brasylijsk,
Canastra e Halertau Mittelfrih), o perfil fendlico, a atividade antioxidante e os o e B-acidos
também foram avaliados a partir de extratos hidroetanélicos obtidos dos cones, 0s quais
tambem foram aplicados em ensaios de atividade antifingica e antimicrobiana. Com esse
estudo, foram verificados teores dos &cidos nos extratos hidroetandlicos em conformidade
com a literatura, variando entre 6% e 38% (m/m), com valores mais altos para as variedades
Vitdria, Columbus e Canastra que apresentraram teores totais de a e -acidos entre 45,62 e
60,18% (m/m). Os extratos dos lupulos também apresentaram alta concentracdo de
flavonoides e compostos fendlicos, além de boa capacidade antioxidante e antimicrobiana
(Arruda et al., 2021).
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Um trabalho utilizando apenas lUpulos brasileiros foi realizado a partir de lUpulos
cultivados em uma éarea experimental em sistemas de cultivo organico e convencional,
avaliando a composicdo do OE e quantificados os o e B-acidos. Foram estudadas cinco
variedades distintas, com as quais pode-se constatar que o sistema de cultivo causou
alteracdes nos compostos volateis do OE, sendo observada uma maior fragdo de terpenos nos
lUpulos cultivados no sistema orgénico, dentre os quais, 0 mirceno e o cariofileno. Ja para os
acidos foi observada uma grande variabilidade entre as amostras, ndo sendo possivel associar
as diferencas a forma de cultivo (Fortuna et al., 2023).

Flores de lupulo das variedades Cascade, Comet, Southern Cross, Galena, Columbus,
Cluster e Zeus, cultivados no Rio Grande do Norte e Ceara, foram avaliados quanto aos
acidos amargos, xanthohumol e OE. Com os resultados, comparando com pellets comerciais
das variedades Cascade e Citra, pode-se verificar que os cultivares apresentaram uma boa
adaptacdo as condicdes do Nordeste brasileiro. Considerando os fatores avaliados, foi
observado um perfil semelhante a lapulos cultivados em regides tradicionais, indicando um
grande potencial de cultivo desses IUpulos na regido Nordeste (Marques et al., 2024). Apesar
dos resultados apresentados nesse trabalho, observa-se que ndo h& as mesmas variedades de
lUpulos comerciais para comparacdo, além de ser feita uma comparacéo entre ltpulo em flor e
lUpulo em pellet. Essas duas formas ndo apresentam boa compatibilidade para comparacao,
uma vez que o processamento da flor para peletizacdo pode causar perdas e oxidacbes nos
compostos presentes no lupulo.

Em outro trabalho, lupulos peletizados das variedades Centennial, Chinook, Columbus
e Nugget, cultivados no Brasil, foram comparados a lGpulos das mesmas variedades
produzidos nos Estados Unidos. Para isso, foi avaliado um extrato preparado a partir dos
lipulos em diclorometano, o qual foi analisado por GC-MS. Os resultados demonstram
diferencas na composi¢do quimica conforme o local de cultivo, sendo que nos cultivados no
Brasil se destacaram 0s compostos trans-a-bergamoteno, 2-decanona e 1-gurjuneno, enquanto
nos lupulos americanos se diferenciaram pelos compostos [-copaeno, humuladienona e
isobutirato de isopentila (Dias, Gallon, Gobbo-Neto, 2024). Mesmo comparando lGpulos
cultivados no Brasil e com Idpulos importados, esse trabalho utilizou uma forma néo oficial
para obtencéo dos extratos, o que pode trazer limitacGes aos dados avaliados.

Lapulos cultivado no Brasil também foram avaliados a partir do perfil volatil,
buscando avaliar a influéncia do local de cultivo. Para isso, foram avaliadas cinco variedades,
sendo elas Magnum e Hallertauer Mittelfriiher, origindrias da Alemanha, Nugget e Sorachi

Ace, dos Estados Unidos, e Saaz, da Republica Tcheca. Foram adquiridos lupulos em pellet
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dessas variedades cultivados no Brasil e cultivados em seu pais de origem, sendo comparados
quanto ao perfil volatil por HS-SPME-GC-MS. Os resultados demonstram que ha variacdes
conforme o local de cultivo, sendo identificados 330 compostos diferentes quando
comparados os lupulos cultivados no Brasil e os equivalentes nativos (Herkenhoff, Brddel,
Frohme, 2024b). Esse trabalho traz a comparacdo entre lapulos brasileiros e importados,
entretanto, se limita ao perfil volatil, ndo avaliando diretamente os OEs ou 0s acidos amargos.

Considerando esses estudos, nota-se o grande potencial do cultivo do lGpulo no Brasil.
No entanto, como a expansdo desse cultivo ainda € recente e levando em conta as variagdes
que podem ocorrer conforme a localidade, condi¢Ges climaticas e demais fatores, nota-se a
necessidade de continuar as investigacdes a respeito das caracteristicas dos lUpulos nacionais,
comparando-0s com os importados, que ainda predominam no mercado. Isso possibilitara
entender cada vez mais as particularidades do lGpulo brasileiro, além de direcionar os
produtores a possiveis modificacdes ou melhorias a serem feitas no cultivo e processamento.
Nesse sentido, o teor de o ¢ f-acidos e o teor e a composicao dos OEs podem ser avaliados

para avaliar as caracteristicas e qualidade do Iupulo.

2.4 Cromatografia gasosa para caracterizacdo quimica de Iapulo e cervejas

O uso da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e da
cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chamas (GC-FID) sdo comuns quando se
deseja avaliar a composi¢do quimica de OEs, lupulos e também cervejas. A cromatografia
gasosa (GC) possibilita a separacdo dos compostos presentes na amostra a partir de uma
coluna cromatogréfica, empregando uma programacdo de temperatura adequada. Apds
separados, 0s compostos sdo detectados no espectrometro de massas (MS) ou no detector de
ionizacdo em chamas (FID) (Cvetanovi¢ Kljaki¢ et al., 2024; Herkenhoff, Brddel, Frohme,
2024a; b).

Para avaliacdo das propriedades quimicas do lGpulo referentes as caracteristicas de seu
OE, inicialmente é preciso realizar a extragdo desse 6leo. Para isso, conforme a European
Brewery Convention (EBC), deve-se realizar o processo de hidrodestilagdo, o que ocorre a
partir da imersao do Iupulo em &gua, em um frasco conectado a um aparelho de destilagdo. O
processo de destilacdo deve ocorrer por 3 horas e, durante esse processo, o 0leo € evaporado e
condensado, sendo separado da amostra, podendo ser coletado e entdo analisado para que seja

feita sua caracterizagdo (Rutnik, Knez Hrn¢i¢, Joze Kosir, 2021).
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Amostras de lupulo e de cerveja também precisam passar por uma etapa de preparo de
amostra para entdo serem analisados por GC-MS. Para isso, pode-se fazer o uso da técnica de
microextracdo em fase solida no headspace (HS-SPME), a qual integra a extracdo e injecdo
dos compostos volateis de forma rapida, com uma pequena quantidade de amostra e sem 0
uso de solventes, sendo facilmente acoplada com as analises cromatograficas (Herkenhoff,
Brodel, Frohme, 2024a; Su, Yin, 2021).

A GC convencional, emprega uma coluna (unidimensional -1D), entretanto, para
anélise de amostras mais complexas, buscando separar melhor os compostos para que possam
ser identificados, pode-se empregar a cromatografia gasosa bidimensional abrangente
(GCxGC). Com a GCxGC é feita a separacdo dos compostos da amostra a partir de duas
colunas com polaridades distintas, o que possibilita uma melhor separacéo e a identificacdo de
um maior nimero de compostos (Omar et al., 2012; Yan et al., 2018).

A GCxGC consiste, basicamente, em submeter a amostra a processos de elui¢édo
sequenciais, 0 que permite que compostos que nao foram separados em uma primeira etapa de
eluicdo sejam separados na etapa seguinte. Isso acontece devido a existéncia de um
modulador que conecta duas colunas sequenciais (primeira e segunda dimensao), permitindo
que fracBes da amostra eluidas na primeira dimensdo sejam reconcentradas e transferidas para
a segunda dimensdo. Essa transferéncia consiste no processo de modulacdo, que acontece de
forma continua e sequencial até que toda amostra seja eluida pelas duas colunas. Com isso,
algumas vantagens sdo observadas em relagdo a GC unidimensional, dentre elas, o maior
poder de separacdo, que resulta na deteccdo de mais compostos. Além disso, também é
observada a maior seletividade e maior sensibilidade, o que se deve ao processo de
compressdo das fracGes da amostra pela modulacdo, resultando em picos mais estreitos e
intensos, contribuindo para que deteccdo e identificacdo dos compostos. Com essas
caracteristicas, a GCxGC traz maiores possibilidades de se identificar diferencas importantes
na composicdo de OEs, o que faz com que essa técnica seja cada vez mais utilizada para
caracterizagdo desse tipo de amostra. Os cromatogramas da GCxGC também se diferem
daqueles da GC unidimensional, sendo os cromatogramas da GCxGC representados por
diagramas de contornos; diagramas de cores, em que as cores representam a intensidade do
sinal; ou diagramas tridimensionais, em que sdo representados em cada eixo o sinal, o tempo
de retencdo na primeira dimenséo e o tempo de retencdo na segunda dimensdo. Na Figura 5
podem ser observados, para uma mesma amostra, um cromatograma obtido com a GC
unidimensional e um cromatrograma obtido com GCxGC representado por diagrama de

cores, em escala cinza (Lebanov et al., 2019; Pedroso et al., 2009; Tranchida et al., 2013).
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Figura 5 — Cromatogramas obtidos com (a) GC e com (b) GCxGC.
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Fonte: Pedroso et al. (2009).

Para identificacdo dos compostos, a MS se apresenta como uma técnica bem
estabelecida, possibilitando identificagdes a partir da similaridade entre os espectros de
massas dos picos da amostra com o0s espectros de massas dos compostos da biblioteca. Para
confirmacéo das identificacOes realizadas por MS, podem ser utilizados os indices de retencao
com programacao linear de temperatura (LTPRI, do inglés Linear Temperature Programmed
Retention Indexes) dos compostos, que séo calculados tendo como referéncia os tempos de
retencdo de uma série homdloga, em geral, de n-alcanos. Essa série é injetada nas mesmas
condicdes da amostra e, calculando os valores de LTPRI dos compostos, € feita a comparacao
com os indices de retencdo relatados na literatura. Para GCxGC o tempo de retencdo dos
compostos na primeira dimensao podem ser utilizados como uma boa estimativa para calculo
do LTPRI (Von Miihlen, Marriott, 2011).

Para OEs, a quantificacdo dos compostos identificados atraves da MS pode ser feita
através de analises por 1D-GC ou GCxGC com o detector FID. O funcionamento do FID se
fundamenta na queima dos compostos eluidos por uma chama de hidrogénio, gerando ions,
que sdo coletados por um eletrodo resultando num sinal elétrico, o qual é proporcional ao
namero de carbonos do composto. A presenca de alguns grupos funcionais nas moléculas,

como de alcoois ou &cidos carboxilicos, pode gerar pequenas variagdes no sinal. Apesar disso,



33

a resposta desse detector apresenta alta estabilidade, ndo tendo grandes variagfes ao longo do
tempo, além de ter boa sensibilidade, com limites de deteccdo na ordem de picogramas a
nanogramas, o que possibilita seu uso para quantificacdo (Lubes, Goodarzi, 2017; Tissot et
al., 2012). Utilizando o detector FID pode-se realizar a quantificagéo relativa dos compostos
do OE, sendo esse o método padrdo conforme a American Society of Brewing Chemists
(ASBC) e a EBC. Para os principais compostos do OE do lupulo essa técnica garante bons
resultados, independente das possiveis variacdes de resposta do FID (Rettberg, Biendl, Garbe,
2018).

Assim, com a MS e o FID atuando como detectores para GC-1D ou GCxGC, podem
ser obtidas informacgdes qualitativas e quantitativas a respeito de amostras de OESs, 0 que
permite caracteriza-las e entender melhor o perfil de cada um (Sgorbini et al., 2015). Apesar
disso, as analises cromatograficas resultam em uma grande quantidade de dados, o que torna a
interpretacdo visual dos resultados complexa e passivel de erros, ndo explorando todos os
detalhes contidos nos resultados. Sendo assim, a aplicacédo de ferramentas quimiométricas tem
sido uma valiosa alternativa para avaliar diferentes amostras, categorizando e discriminando-
as conforme as varidveis que as compdem, além de possibilitar a identificacdo das variaveis

responsaveis pelas relacGes estabelecidas (Dong et al., 2023; Rasheed et al., 2021).

2.5 Quimiometria

Para amostras que apresentam uma composi¢cdo com certa complexidade, o uso da
guimiometria possibilita explorar amplamente os resultados instrumentais, fornecendo
informagdes quimicas relevantes a partir dessa anélise de dados. Essas ferramentas tém sido
cada vez mais aplicadas no estudo dos OEs, lupulos e cervejas a partir dos resultados de
diferentes técnicas instrumentais, dentre as quais, técnicas cromatograficas combinadas com a
espectrometria de massas. Com isso, extrair e interpretar informacg@es a partir de um conjunto
variado de dados se torna mais facil, possibilitando que varios parametros sejam avaliados
simultaneamente (De Lima et al., 2022; Do et al., 2015).

Dentre as ferramentas quimiométricas, ha técnicas ndo supervisionadas de
reconhecimento de padrdes, como a analise de componentes principais (PCA) e a analise de
agrupamento hierarquico (HCA). Com esse tipo de técnica, € possivel avaliar dados
multivariados de amostras sobre as quais ndo se tem conhecimento prévio de suas
classificacOes, possibilitando o agrupamento das amostras e a identificagdo da formacao de

classes entre elas (Bansal et al., 2014; Rendall et al., 2015).
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A PCA se fundamenta em reduzir a dimensdo dos dados a partir de componentes
principais (PCs) que se correlacionam as variaveis originais das amostras buscando manter
uma variancia méaxima do conjunto de dados original. Assim, a aplicacdo da PCA resulta em
PCs que sdo ordenadas de forma crescente conforme a variancia que detém do conjunto de
dados original. Com isso, diferentes amostras sdo agrupadas conforme as PCs, sendo possivel
estabelecer relacGes entre as amostras, além de interpretar as varidveis responsaveis por tais
relacdes (Bansal et al., 2014).

A HCA busca o agrupamento sucessivo das amostras conforme suas semelhancas.
Assim, sdo formados pequenos agrupamentos entre amostras semelhantes, os quais agrupam
outras amostras, formando grupos maiores de forma sucessiva até que englobe todas as
amostras. Dessa forma, grupos menores tendem a apresentar maior semelhanca e, a medida
que vai ocorrendo outros agrupamentos, as semelhangas entre as amostras vao diminuindo.
Esses agrupamentos sdo representados a partir de um dendograma, que é um diagrama
bidimensional, com as amostras agrupadas em uma estrutura hierarquica conforme suas
similaridades (Rendall et al., 2015).

Existem ainda métodos de analise supervisionados, os quais consideram as classes em
qgue cada amostra pertence para encontrar um padrdo nos dados informados. Dentre esses
métodos esta a andlise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA), técnica que
combina a regressao parcial dos minimos quadrados com a capacidade de discriminar
amostras. Na PLS-DA as variaveis que constituem cada amostra sao modeladas em varidveis
latentes (LVs), as quais representam os dados originais a partir de uma combinacédo linear.
Com as LVs torna-se possivel a visualizar graficamente as amostras, relacionando os padrées
graficos com as LVs e os dados originais (Ballabio, Consonni, 2013; Kalogiouri et al., 2020).

Antes da aplicagdo dos modelos quimiométricos aos dados, o uso de ferramentas de
pré-processamento pode ser necessario, buscando com isso reduzir fontes indesejadas de
variacdes, melhorar a qualidade dos dados e os tornar comparaveis para diferentes amostras.
Para dados cromatograficos e de espectrometria de massas, a aplicacdo dos modelos
quilométricos pode ocorrer, por exemplo, a partir dos cromatogramas completos,
representados a partir de um vetor onde cada posic¢ao representa um ponto do cromatograma e
o0 valor dessa posicdo a intensidade naquele ponto. Outra possibilidade seria utilizar a area de
pico de compostos que foram identificados. Quando se usa as areas dos picos, 0 auto-
escalonamento € um método de pré-processamento dos dados que pode ser utilizado. Esse
método visa conferir pesos iguais a todas as variaveis que compde a amostra, possibilitando

gue compostos majoritarios e minoritarios tenham pesos equivalentes no ajuste do modelo.
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Além desse, diversos outros processamentos podem ser realizados buscando a melhor
qualidade dos sinais para obter uma analise quimiométrica que seja mais compativel a
realidade das amostras (Pilon et al., 2020).

Para lupulos, alguns trabalhos aplicaram a quimiometria a dados de GC-MS. Dentre
eles, foi relatado o uso de GC-MS para determinar o perfil de compostos volateis de cones de
lUpulos secos, de diferentes variedades, cultivados na Nova Zelandia, sendo a PCA e a PLS-
DA aplicadas aos dados buscando diferenciar as amostras. Com isso, foram identificados 61
compostos responsaveis pelas diferenciagdes observadas, dentre eles B-felandreno, limoneno,
2-metilbutirato de geranila e propanoato de nerila. Essas informac6es seriam utilizadas para
auxiliar programas de melhoramento do lapulo no pais (Purdy et al., 2021).

OEs obtidos por hidrodestilagdo de cones de lUpulos secos foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa de tempo de voo (GC-TOFMS).
Foram identificados de 37 a 54 compostos em cada amostra e a PCA foi aplicada para agrupa-
las, sendo possivel diferenciar lupulos comerciais de ldpulos cultivados em éareas
experimentais da Australia. Com os resultados, observou-se que variedades comerciais
apresentam maior concentracdo de monoterpenos que 0S experimentais, enguanto 0s
experimentais apresentam niveis mais elevados de sesquiterpenos, como muuroleno, selineno
e guaieno (Yan et al., 2019).

Amostras de lapulo de cinco variedades distintas cultivados na Eslovénia foram
coletadas entre 2002 e 2006, o OE obtido desses ltpulos por hidrodestilacdo foram analisados
por GC-FID e por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
enquanto os o e P-acidos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Os parametros obtidos pelas analises foram combinados e avaliados separadamente a
partir das analises quimiométricas, que incluiram a PCA, sendo possivel a diferenciacdo das
variedades (Ocvirk, Grdadolnik, Kogir, 2016).

Considerando também a distingdo entre variedades de lupulos a partir da composicao
de seus OEs, analises por GC-FID foram realizadas para 78 OEs de lGpulos de cinco
variedades. A partir das andlises, alguns picos foram selecionados e suas areas relativas
obtidas para aplicacdo da quimiometria. Com a PCA pOde-se observar a separacdo das
amostras em cinco grupos bem definidos correspondentes as cinco variedades avaliadas
(Kovacevic, Kac, 2002).

Para amostras de cervejas os métodos quimiométricos também s&o aplicados, dentre
suas aplicaces, foi empregada a PCA em dados obtidos a partir de analises por microextragdo

em fase solida no headspace e GC-MS (HS-SPME-GC-MS) de amostras de cerveja buscando



36

discrimina-las conforme a composicdo volatil. Assim, foram identificados os compostos
volateis responsaveis por diferenciar as amostras, sendo os principais o caproato de etila,

caprilato de etila e alcool feniletilico (Gao et al., 2024).

2.6 Analises sensoriais de cervejas

Além das caracteristicas quimicas relacionadas ao lupulo, considerando sua
importancia para o sabor, aroma e amargor das cervejas, sua utilizacdo na producdo dessas
bebidas deve estar associada a atributos sensoriais especificos (Van Simaeys et al., 2022).
Além disso, pode-se estabelecer uma relacdo direta entre as caracteristicas sensoriais e o perfil
quimico desses lGpulos, uma vez que, essas caracteristicas sdo resultado da interacdo dos
compostos presentes no Iupulo entre si ou com outros componentes da cerveja. 1sso faz com
que determinados atributos sensoriais sejam suprimidos ou intensificados conforme a
composicdo do lupulo, o que se deve, principalmente, & composi¢do do seu OE (Dietz et al.,
2021).

Os compostos volateis, provenientes do OE do lGpulo, do malte e da fermentacéo,
resultam no aroma da bebida, gerando uma impressdo ortonasal. J& 0s compostos que se
encontram solUveis na cerveja contribuem para a percepcdo gustativa, que pode ser doce,
azeda, amarga, dentre outras. A combinacdo das percepcdes gustativa e olfativa, proveniente
do aroma, resultam na impressdo de sabor, avaliada pela analise sensorial (Mdller, Gastl,
Becker, 2021).

Para a realizacdo das analises sensoriais diversos métodos estdo disponiveis, devendo
ser escolhido aquele que fornece as informacdes desejadas pelo investigador (Dietz et al.,
2020). Os testes descritivos, por exemplo, possibilitam determinar e descrever aspectos
qualitativos e quantitativos da percepcdo humana a partir do consumo de um produto. 1sso
pode permitir a obtencdo do perfil sensorial de cervejas e a correlacdo desses resultados com
outros parametros (Varela; Ares, 2012).

As percepcdes sensoriais podem ser avaliadas também a partir do método check-all-
that-apply (CATA), no qual sdo fornecidos alguns atributos aos avaliadores (como amargor,
aroma floral, sabor doce, citrico, picante, entre outros) e eles devem selecionar quais deles
podem ser percebidos na amostra avaliada. Esse método foi aplicado para avaliar cervejas
preparadas com algumas ervas como substituintes do lupulo, sendo elas salvia, dente-de-ledo

e urtiga. Com isso, foi possivel identificar especificidades sobre a preferéncia dos
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consumidores, como a preferéncia por sabores citricos e doces, além de possibilitar verificar
diferencas entre a preferéncia de homens e mulheres (Hayward, Wedel, Mcsweeney, 2019).

A simplicidade do CATA é uma grande vantagem, entretanto, & também uma das
limitagdes do método, uma vez que ndo permite avaliar a intensidade de cada atributo, apenas
a presenca ou auséncia dos mesmos. Nesse sentido, uma variacdo desse método € o rate-all-
that-apply (RATA), o qual permite aos avaliadores indicar a intensidade de cada atributo que
julgarem presentes na amostra, fornecendo uma descricdo mais detalhada, o que aumenta a
probabilidade de identificar diferencas entre amostras (Ares et al., 2014).

Os atributos a serem avaliados nos métodos CATA e RATA podem ser listados pelos
préprios avaliadores a partir do método de free listing. Nesse método, 0s consumidores sao
solicitados a listar todos os termos que associam ao produto avaliado, possibilitando
identificar quais sdo os atributos mais relevantes para eles. O free listing apresenta a vantagem
de ser simples e aplicavel para consumidores nédo treinados, permitindo identificar atributos de
forma mais eficaz e ampla, os quais, posteriormente, podem ser avaliados de outras formas,
como no RATA ou CATA (Yoon et al., 2023).

Outra forma de analise seria a partir de escalas hedonicas, o que permite avaliar a
aceitacdo dos consumidores. Nesse caso, 0 teste € classificado como afetivo e busca
quantificar o quanto os consumidores gostam ou ndo de um determinado produto, tendo
melhores resultados quando os participantes do teste sdo consumidores regulares do produto
avaliado (Zanetta et al., 2021).

Para analises sensoriais de cervejas, foi observado um trabalho em que consumidores
brasileiros avaliaram cervejas produzidas com ltpulo cultivado no Brasil e lupulo importado.
Diferencas entre as bebidas foram relatadas quanto a secura e adstringéncia, ao amargor e na
refrescancia. E quanto a avaliacdo hedonica, os provadores atribuiram maiores pontuacdes as
cervejas produzidas com ldpulo cultivado no Brasil, demonstrando que a origem do ltpulo
causou alteracdes nas percepcdes sensoriais da cerveja (Cassago et al., 2023).

Amostras de cerveja lager enriquecidas com diferentes fracbes do OE do lupulo
Magnum também foram avaliadas sensorialmente utilizando o método CATA, escalas de
intensidade e analises descritivas. Com isso, pode-se relacionar as caracteristicas conferidas as
cervejas com 0s componentes dos extratos de OE utilizado. Foi observado, por exemplo, que
extratos com os compostos B-cariofileno, a-humuleno e epdxidos de humuleno | e 111 estavam
relacionados a cervejas avaliadas como mais amargas. Enquanto extratos com maiores
concentragGes de geraniol resultaram em cervejas com amargor suave e mais doces.

Estabelecendo relagdes entre as caracteristicas sensoriais das cervejas e a composi¢do quimica
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dos extratos utilizados, buscaram estabelecer relagbes entre o perfil sensorial dos compostos
individuais e da interacdo entre eles nas cervejas (Dietz et al., 2021).

Considerando o impacto sensorial do lupulo na cerveja, e a relacdo entre essas
caracteristicas sensoriais e o perfil quimico do lGpulo utilizado, nota-se a possibilidade de
aplicacdo de analises sensoriais para cervejas, combinadas com analises quimicas de perfil
volatil. Com isso, tem-se a possiblidade de avaliar e explicar o impacto sensorial conforme as

caracteristicas e modifica¢Bes quimicas, principalmente relacionadas ao lupulo.
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ABSTRACT

The appreciation for beers with intense hop flavor and aroma has been increasing, leading to a
higher demand for hops and spurring the expansion of hop cultivation to non-traditional
regions, including Brazil. Despite this, there are still few studies on the chemical quality of
Brazilian hops. This study aims to compare three varieties of Brazilian hops with those from
two major foreign brands. Key factors for comparison included essential oil content and
composition, as well as a-acids and B-acids. Two-dimensional gas chromatography coupled
with mass spectrometry (GCxGC-MS) analysis revealed that the essential oil composition of
Brazilian hops was generally similar to that of imported hops within the same variety,
although with lower essential oil content. Similarities between the same variety were also
observed for a-acids and B-acids. Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and heat maps showed
that Brazilian hops shared comparable characteristics with imported ones, clustering the
samples by variety. This suggests that Brazilian hops have equivalence with imported hops.
Partial Least Squares-Discriminant Analysis (PLS-DA) identified higher concentrations of
myrcene and B-pinene in imported hops, whereas Brazilian hops had higher levels of methyl
(Z2)-4-decenoate, a-selinene, B-selinene, selina-3,7(11)-diene, and p-cadinene, indicating

specific characteristics of Brazilian hops that could benefit the brewing industry.

Keywords: Brazilian hops; Humulus lupulus; essential oil; GCxGC; PLS-DA.



49

1 INTRODUCTION

Hops, responsible for imparting bitterness, flavor, and characteristic aroma to beer,
have gained increased prominence in recent years, driven by changes in consumer preferences
and the growing appreciation for beverages with differentiated sensory attributes (Tirado-
Kulieva et al., 2023). In this context, hops have come to be used in much larger quantities
than in traditional brewing methods, aiming to produce beers with more intense flavors and
aromas. This increase in usage, along with the adoption of irrigation methods, genetic
improvements, and the development of more efficient pesticides and fertilizers, has
contributed to the global expansion of hop cultivation (Kubes, 2021; Lafontaine et al., 2022;
Legun et al., 2022).

Hops are originally cultivated in temperate regions, with the United States and
Germany being the largest producers, accounting for approximately 77% of global
production. As cultivation has expanded, hop-growing regions have spread to various parts of
the world, including Australia, New Zealand, South Africa, and Brazil. In Brazil, the rising
number of breweries has led to increased hop consumption. Furthermore, as one of the
world’s largest beer producers, the country must import a significant quantity of hops.
Brazilian hop imports amounted to approximately 57 million USD in 2020. Therefore, the
high demand for beer and the desire to reduce production costs have encouraged domestic hop
cultivation (Jastrombek et al., 2022; Karabin et al., 2015).

The first hop harvests in Brazil date back to 2017, and the crop has been expanding
nationwide. In 2023, hop cultivation areas increased by 113% compared to 2022, totaling
approximately 112 hectares, with a focus on the southern and southeastern regions (Fortuna et
al., 2023; Ruggeri et al., 2024). This new scenario demands studies that evaluate everything
from the genetic conditions of hop seedlings to the characteristics of hops used in brewing.

The quality and characteristics of hops can be influenced by several factors. Among
the most relevant are the degree of ripeness at harvest, processing and pelletization methods,
moisture control, and storage conditions. Additionally, chemical properties such as the
content and composition of essential oils, as well as levels of a-acids and B-acids, are highly
relevant to the aroma and bitterness attributes (Rubottom et al., 2021). These characteristics
are directly related to hop quality and the attributes they confer to beer, with an intrinsic
relationship between chemical composition and sensory properties. Thus, the use of
techniques to determine chemical characteristics is a valuable parameter for evaluating hop
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quality, highlighting the importance of understanding their chemical composition (Durello et
al., 2019; Lafontaine et al., 2019; Nasiatka et al., 2023).

Resins make up about 10 to 30% of hop dry matter and contain a- and B-acids that
contribute to beer bitterness (Duarte et al., 2022; Kobus-Cisowska et al., 2019). On the other
hand, essential oil imparts the characteristic hop aroma and flavor to beer and is composed
mainly of hydrocarbons (50 to 80%) and oxygenated compounds (up to 30%) (Almaguer et
al., 2014; Astray et al., 2020; Rutnik et al., 2021).

Considering the importance of hop chemical composition, hop quality can be
comparatively assessed. The quality of Cascade hops grown in Sardinia was evaluated in
comparison with hops cultivated in the United States and New Zealand. The levels of a- and
B-acids and essential oil composition were assessed, and compatible proportions of these
acids and oil compounds were found across the different samples (Forteschi et al., 2019).
Hops from different varieties cultivated organically and conventionally in Brazil were also
compared in terms of essential oil composition and o- and B-acid levels. Minor chemical
composition variations were observed among the different varieties and within the same
variety across the two cultivation methods (Fortuna et al., 2023). The essential oil
composition of Cascade hops cultivated in Brazil was compared with samples of the same
variety grown in the United States. The essential oils of the Brazilian samples showed lower
levels of myrcene, humulene, and caryophyllene, and higher levels of trans-p-farnesene, [3-
selinene, and a-selinene than those from the U.S. samples (Almeida et al., 2021).
Additionally, the adaptation of some hop varieties to the northeastern region of Brazil has
been evaluated. When comparing bitter acids, xanthohumol, and essential oils from hop
flowers to commercial hop pellets, a similar profile was observed among samples from
different growing locations, despite being in different hop forms (Marques et al., 2024).
Comparisons between hops grown in Brazil and imported varieties have also been conducted
using extracts obtained with dichloromethane (Dias, Gallon, Gobbo-Neto, 2024) and through
the volatile profile of the samples (Herkenhoff; Brodel; Frohme, 2024b). In both cases,
differences were observed between Brazilian and imported samples, with compounds
identified as being distinct among hops grown in different regions.

These findings demonstrate that hops of the same variety may exhibit different
chemical characteristics depending on the cultivation region, resulting in site-specific
properties and generating a regional identity (Féchir et al., 2022). However, considering the
expansion of hop cultivation in Brazil, there are still few studies involving Brazilian hops and

the evaluation of their chemical characteristics. Furthermore, there is a lack of studies
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assessing bitter acids and essential oils obtained through official methods, and comparing
different hop varieties cultivated and marketed in Brazil with the same imported varieties,
which are currently the most commonly used in beer production. Therefore, this study
investigates the chemical characteristics of three hop varieties (Cascade, Comet, and Sorachi
Ace) produced and marketed in Brazil, comparing them with imported hops of the same

varieties.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Samples

Samples of pelletized hops from the Comet, Cascade, and Sorachi Ace varieties,
harvested between 2021 and 2022, were acquired. At the time this study was conducted, hop
cultivation in Brazil was still in an early stage, and few producers pelletized and
commercialized their hops. Therefore, aiming to compare the same varieties in the form most
commonly used in beer production, the pellets, the study was limited to two Brazilian brands
for each variety. Thus, for each variety, two samples of hops grown in Brazil and two samples
of imported hops were obtained, totaling twelve samples. The hops grown in Brazil were
purchased directly from producers and were cultivated in the state of Sdo Paulo (SP),
specifically in the cities of Fartura, Taguai, and Juquid. The imported samples were from the
brands BarthHaas (Nirnberg, Germany) and Yakima Chief (Yakima, USA), and were
purchased from beer product websites. All samples were shipped by carriers in light-
impermeable packaging, either vacuum-sealed or in a modified atmosphere. Upon reception,
the samples were stored under refrigeration until analysis, which was conducted immediately
after opening the packages. The details of all hops acquired, according to origin and variety,

are shown in Table 1.
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Table 1 Description of hops samples.

Variety Brand Abbreviation Origin Harvest
Bl cB1 Juquié (SP, Brazil) 2021
Cascade B3 cB3 Taguai (SP, Brazil) 2022
11 cll United States 2022
12 cl2 United States 2021
Bl cmB1 Juquia (SP, Brazil) 2022
Comet B2 cmB2 Fartura (SP, Brazil) 2022
11 cmlil Germany 2021
12 cmi?2 United States 2021
B2 sB2 Fartura (SP, Brazil) 2022
. B3 sB3 Taguai (SP, Brazil) 2022
Sorachi Ace 11 si1 Japan 2021
12 sl2 United States 2021

2.2 Determination of moisture, a- and B-acids content

The moisture content, a- and p-acid contents were determined for each sample. Hop
samples were analyzed in duplicate according to the official methods of the American Society
of Brewing Chemists. To determine the moisture content, the Hop 4 method was used, and for

a- and B-acid contents, the Hop 6 method was used (ASBC, 2024).

2.3 Obtaining and quantifying essential oils

The essential oils were obtained by steam distillation as described in ASBC Hops 13
(ASBC, 2024). The hydrolate obtained was centrifuged (Fanem Baby | Model 260 BL, S&o
Paulo, Brazil) at 965¢g for 15 minutes, and the essential oil was removed with the aid of a
Pasteur micropipette and packed with magnesium sulfate in an amber vial sealed atmosphere
of N2(g), which was stored under refrigeration until analysis.

The hop weight used in the hydrodistillation process was corrected according to the
moisture content, and the calculation of the essential oil content of each sample was

performed considering the volume of essential oil extracted.

2.4 GCxGC-MS and GCxGC-FID analyses

To perform chromatographic analyses, essential oil samples were diluted to obtain 5%
(v/v) solutions in hexane and were analyzed in triplicate. A GCxGC system was a TRACE
1300 chromatograph equipped with an FID and a transmission quadrupole mass spectrometer
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(QMS) (Thermo Fisher Scientific — Waltham, MA, USA). Samples were introduced using the
TriPlus RSH autosampler, into which 1 pL of sample was injected. The injector was operated
at 250°C with a split ratio of 1:10. The oven temperature program started at 60°C, which was
maintained for 3 min, and then the temperature was increased at 3°C min-! to 210°C. Helium
was used as the carrier gas at a constant flow rate of 0.5 mL mint. The auxiliary gas was
maintained at 20 mL mint. Flow modulation was performed using an INSIGHT modulator
(SepSolve Analytical — Waterloo, Canada). The modulation period was 5 seconds. The
columns used in the first and second dimensions were Rxi-5 ms of 30 m x 0.25 mm (0.25 pm)
and Rxi-17 ms of 5 m x 0.25 mm (0.25 um) columns, respectively. Further analytical details
are provided in our previous papers (Dias et al., 2023; Facanali et al., 2020). The FID
temperature was 250°C. For the mass spectrometer, the transfer line and ion source
temperatures were 260 and 250°C, respectively. Electron ionization (EI) was used to acquire
the mass spectra in the m/z range of 50 to 350.

For data acquisition, Xcalibur software (Thermo Fisher Scientific — Waltham, MA,
USA) was used, and the data were processed with GC Image software (GCI, TX, USA),
allowing for the integration of the chromatographic peaks to obtain the peak areas. To identify
the essential oil compounds, the mass spectra of each compound were compared with those
contained in the NIST database, with a minimum similarity of 80% between the spectra
required for compound identification. Furthermore, by injecting a homologous series of n-
alkanes from Cg to Coo, the linear retention indices (LTPRI) of the compounds were calculated
using the van den Dool and Kratz equation (van Den Dool & Kratz, 1963). The calculated
LTPRI were then compared with those reported in the literature (NIST and Adams), with
tolerated deviations of up to £10 between the theoretical and experimental values (Adams,
2007).

2.5 Data analysis

The composition of essential oils and the content of o and 3 acids were evaluated
using analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's test. The analysis was performed
using the Python programming environment in Google Colab, utilizing libraries such as
scipy.stats and statsmodels. For each compound, when a significant difference was detected
by ANOVA (p < 0.05), the means were compared using Tukey's test, and the results were
represented by distinct letters. The results for the compounds identified in the essential oils

are presented in Table S1 in the supplemental material.
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For chemometric analyses, the absolute areas obtained by GCxGC-FID for the
identified compounds, the a- and B-acid contents, and the essential oil contents of the samples
were used. The data were then organized into a matrix with 36 rows (12 triplicate samples)
and 24 columns (areas of the 21 selected peaks and other chemical results). Based on the data,
MetaboAnalyst 6.0 (MetaboAnalyst 6.0, 2024) was used to perform Hierarchical Cluster
Analysis (HCA) with a heat map and Partial Least Squares-Discriminant Analysis (PLS-DA).
For this, the data underwent a preprocessing stage in which they were autoscaled so that all
variables had equal weights and contributed equally to the model fit. To evaluate the
predictive capacity and robustness of the PLS-DA model, cross-validation was performed
using the Leave-One-Out Cross-Validation (LOOCV) method. For the first five latent
variables, the accuracy, R?> and Q? were obtained, with Q? being used to estimate the
predictive capacity of the model based on cross-validation.

3  Results and discussion

Hop pellets were analyzed in triplicate, and the mean o- and B-acid contents are
presented in Figure 1, along with the reference values reported by commercial brands of
imported hops. The data were also subjected to statistical tests, and the results are shown in
Table S1.

Figure 1 a-acids e p-acids of hop samples.
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Based on the results presented in Figure 1, all Cascade variety samples showed
experimental o- and B-acid values within the reference range, which represents a medium

range over the last 4 years and can vary widely depending on the crop year (BarthHaas, 2024;
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Yakima Chief Hops, 2024). For Comet hops, the Brazilian samples had a- and p-acid values
above the minimum, while imported samples cmll and cml2 had a-acid values below the
reference, with cmll also showing lower B-acid values. In the Sorachi Ace variety, all
samples presented o-acid values below the reference, and the Brazilian sample sB3 also
showed reduced B-acid values. To better evaluate these results, statistical tests were applied,
according to the results of Table S1. When applying ANOVA to the Cascade hops data, a
significant difference was observed in the a-acid and B-acid contents. This may be related to
variations between harvests, considering that all of them present values above the reference
values of international brands. Tukey's test revealed that sample cB3 differed significantly
from the others about a-acid content. For B-acids, samples cl1 and cl2 differed from each
other but were equivalent to the other samples. In Comet hops, significant differences were
observed for both a-acids and B-acids, and Tukey's test indicated that all samples differed
from each other, except cmB1 and cml2, which did not present significant differences in B-
acid content. For the Sorachi Ace variety, no significant differences were observed between
the samples in a-acid content. However, for B-acids, a significant difference was observed
between the imported sample sl2 and the two Brazilian samples, which can be explained by
the higher content of these acids in the sI2 sample.

Based on these results and the reference values, despite the significant statistical
differences observed, no clear trends were identified that distinguish Brazilian hops from
imported ones. Brazilian Cascade and Comet hops showed o- and B-acid values within the
expected ranges according to the reference. For Sorachi Ace, although the Brazilian samples
did not meet the reference values, they still presented higher a-acid levels than the imported
samples. Therefore, based on these parameters, hops grown in Brazil meet the standards
expected for commercialization, since they are compatible with imported hops.

To evaluate the bitterness characteristics that hops are expected to impart to beer, the
ratio between a-acids and B-acids in the samples was also analyzed, as shown in Figure 2.
Regarding the values, ratios close to 1 are typical of aroma hops, whereas higher ratios are
characteristic of bittering hops (Rutnik, Ocvirk, Kosir, 2023). Among the varieties analyzed,
Cascade exhibited the lowest a-acid/B-acid ratios, indicating less pronounced bitterness
characteristics compared to the other two. In contrast, the Comet and Sorachi Ace varieties
showed a-acid/B-acid ratios close to or greater than 1. For the Brazilian samples of these two
varieties, this ratio was higher than that of their imported counterparts, which may suggest
more intense bitterness characteristics. Samples cB3 and cml1 showed the lowest ratio (0.56)

among all those analyzed. These samples also had the lowest a-acid contents, which
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contributes to the lower ratio and may be associated with processing and storage conditions

that favored the oxidation of these acids.

Figure 2 Ratio between a-acids and 3-acids.
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In addition to a- and B-acids, essential oils are another parameter of great importance
for hop quality, and their composition should be evaluated. Thus, the results of the essential
oils of hops are displayed in Figure 3, as well as the reference values for each variety reported
by imported brands. The data were also subjected to ANOVA and Tukey's test and the results
are presented in Table S2.

Figure 3 Essential oil content of hop samples.
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When comparing the obtained levels of essential oils with those expected according to
the range reported by reference brands (Yakima Chief Hops, 2024), Brazilian hops Comet
cmB1, Sorachi Ace sB2 and sB3 presented values below expectations, while imported hops

presented levels compatible. The I1 brand packaging specified that the yields considered the



57

average of the last harvests, and variations may occur. Lower essential oil contents in
Brazilian hops could be due harvest variation, but this information was not available to the
consumer. In addition, lower values can be also associated with factors related to the
processing steps of Brazilian hops. After harvesting, several factors contribute to the
reduction of the amount of essential oil in hops, such as the drying and pelletizing processes
and storage conditions, especially when there is no control of temperature, since high
temperatures contribute to the volatilization and loss of essential oil (Lafontaine et al., 2019;
Rutnik et al., 2021).

Finally, when comparing the essential oil content for each variety, it can be observed
that the Brazilian Cascade hops presented levels equivalent to their imported counterparts and
to values reported in the literature (Almeida et al., 2021; Forteschi et al., 2019; Goncalves et
al., 2012). When applying ANOVA and the Tukey test (Table S2), it is noted that the two
Brazilian samples are equivalent to the imported sample cl2, while the imported sample cl1,
which presented a lower essential oil content, differs significantly from the samples cl2 and
cB1. For the Comet variety, only the B2 brand was comparable to the imported samples,
resenting essential oil content equivalent to that of the imported sample cml2. For Sorachi
Ace, none of the Brazilian samples matched the essential oil content of the imported ones and
all samples presented essential oil contents that differed significantly from each other. Given
that Brazilian hops had a-acid levels compatible with the imported varieties but some
exhibited lower essential oil content, it was essential to evaluate the composition of these oils
to determine if the chemical profile of Brazilian hops was comparable to that of imported
hops. Additionally, it was important to investigate whether there was a trend toward the
production of specific compounds that might differentiate Brazilian hops from imported ones.

To evaluate the composition of essential oils, a GC-MS is typically applied. However,
the possibility of coelution of various isomers in essential oils emphasizes the need for greater
separation capacity, which can be achieved with GCxGC. Therefore, analyses of the essential
oils were performed in triplicate using two-dimensional chromatography and representative
GCxGC-MS chromatograms comparing Comet cmB1 sample grown in Brazil and Comet
cmll imported sample, with the name of the main compounds identified in each sample, are
shown in Figure S1 (Supplementary material). A summary of all identified compounds and
their average relative areas is provided in Table 2 (mean values and standard deviations
detailed in Table S3 - Supplementary material).

Regarding the Comet hop variety, the four main compounds were myrcene,

caryophyllene, a-selinene and B-selinene, which accounted for between 66 and 83% of the
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composition of these oils (highlighted in Table 2). For the Brazilian Comet samples, cmB1
and cmB2, the fifth most abundant compound was (Z)-B-ocimene (4.19 and 1.83%,
respectively). For the imported samples, the fifth most abundant compound was a-humulene
for sample cml1 (4.96%), and B-Cadinene for sample cml2 (1.69%). For these compounds,
similarities were observed between samples cmB2 and cml2, which exhibited statistically
equal values for myrcene, (Z)-p-ocimene and a-humulene. For the cmB1 sample, myrcene
was the second most abundant compound, presenting a lower amount when compared to the
other samples, for which this compound was the most abundant. In addition, this was the hop
with the lowest yield, which possibly may be directly related to its processing and storage
conditions, as these conditions can contribute both to the loss of essential oil and to changes
in its composition (Rutnik et al., 2022). Hydrocarbons are the main compounds with reduced
concentrations in the essential oil, either by volatilization or oxidation. Among the
hydrocarbons are monoterpenes, such as myrcene, which, in addition to being very volatile,
can easily oxidize into more than 40 different compounds, including perylene, linalool and
geraniol (Dietz et al., 2020; Rutnik et al., 2021). However, in the Comet cmB1 sample, no
high concentrations of oxygenated compounds were found, which suggests that the low
essential oil yield and low myrcene content arise from the loss of the most volatile
compounds of the essential oil due to high temperatures in the process. Notably, when
performing the analyses of the cmB1 sample, it was found that its pellets were less uniform,
with a less intense green color than the other hops.

The Cascade variety is referred to as the “myrcene hop”, as myrcene constitutes 40-
70% of the essential oil composition of this hop variety (Forteschi et al., 2019). Both
Brazilian and imported hops exhibited similar myrcene contents, varying between 44.43% and
51.82%. Additionally, the four hop brands displayed myrcene, humulene, B-farnesene, and
caryophyllene as the main compounds (highlighted in Table 2), collectively representing more
than 80% of their essential oil compositions. For samples ¢B1, cll and cl2 the fifth most
abundant compound was a-Selinene, while for sample cB3 it was 2-methylbutyl 2-
methylpropanoate. Similarities can also be observed between the samples, with compatible
levels of some compounds. This similarity was confirmed for samples ¢cB3 and cl1, which
presented statistically equal values for myrcene and humulene. Furthermore, equivalent levels
were also noted between Brazilian and imported samples for 3-Cadinene, B-Pinene, f-
Selinene, Selina-3,7(11)-diene, Linalool, and B-Cadinene. These results indicate that the

observed similarities and differences in the main compounds of these essential oils were not
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related to the origin of the hops, and that the Brazilian Cascade variety had a chemical
composition similar to that of the imported hops.

The essential oils of the Sorachi Ace variety showed myrcene as the main compound,
followed by a-humulene and caryophyllene in both Brazilian and imported hops. When (-
farnesene and a-selinene, which were also present in all samples, were included, the sum of
these compounds (highlighted in Table 2) accounted for 71-88% of the essential oil. These
similarities between Brazilian and imported hops of the Sorachi Ace variety are notable.
Based on ANOVA and Tukey's test, it was observed that, for some compounds, Brazilian
hops had equivalent levels to imported hops, such as for caryophyllene, y-cadinene, and 2-
methylbutyl 2-methylpropanoate. Thus, considering all the evaluated essential oils, except for
the Comet cmB1 sample, which had a low myrcene content, Brazilian hops demonstrated a
chemical composition similar to imported hops, both in terms of compound composition and

concentration of major compounds present.
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Table 2 Compounds identified their average relative areas (N = 3) for essential oils from Brazilian and imported hops.

Compound ngﬁgér 'ﬁ'lt,; E):E’; Bl B3 cll cl2 cmBl cmB2 cmll cml2 sB2 sB3 sl sI2

1 Myrcene 123-35-3 991 985  50.62 4458 44.43 51.86 10.44 5890 34.64 5234 50.60 36.80 43.48 5558
2 a-Humulene 6753-98-6 1452 1457 1437 18.10 1847 1572 219 127 496 101 1919 1872 26.80 21.29
3 Caryophyllene 87-44-5 1419 1421 754 769 815 7.66 2364 1115 1475 1606 9.37 931 1225 8.92
4 3-Cadinene 483-76-1 1522 1516 114 1.08 126 111 124 031 069 050 110 204 1.86 1.22
5  (E)-B-Farnesene  18794-84-8 1454 1449 818 1043 934 865 000 127 000 101 421 633 165 166
6  (2)-p-Ocimene 3338-55-4 1038 1038 040 023 012 015 419 183 063 161 077 040 163 273
7 y-Muurolene 30021-74-0 1478 1472 089 074 110 081 244 077 171 122 078 157 129 084
8 y-Cadinene 39029-41-9 1513 1508 064 060 078 061 056 015 038 025 061 116 113 0.69
9 2-Undecanone 112-12-9 1293 1275 014 026 020 017 054 024 045 026 114 110 083 047
10 a-Selinene 473132 1498 1495 308 157 261 194 1218 482 945 7.67 152 368 072 046
11 B-Pinene 127913 974 972 059 053 059 046 023 077 092 065 062 032 059 0.44
12 p-Phellandrene 555-10-2 1025 1022  0.48 039 051 066 029 060 041 062 053 046 056 0.69
13 a-Copaene 3856-25-5 1374 1377 024 022 035 031 024 008 016 011 027 048 058 044
14 B-Selinene 17066-67-0 1489 1484 181 097 140 120 1098 395 897 687 112 296 038 023
15 2methylbutyl2- =50 694 1002 1002 091 181 111 057 007 110 178 048 098 028 024 015

methylpropanoate

16 MSEEZLQ;“' 7367-83-1 1289 1291 031 058 006 024 189 080 067 025 017 224 000 0.00
17 Selina-3,7(11)-diene  6813-21-4 1545 1542 018 035 020 017 409 094 149 152 025 022 000 0.0
18 Linalool 78-70-6 1095 1084 059 040 053 059 036 062 118 057 051 093 039 0.30
19 B-Cadinene 523-47-7 1529 1532 013 013 015 013 373 101 148 169 036 041 020 0.12
20 Neryl acetate 141-12-8 1359 1361  1.69 145 000 101 019 107 229 014 016 008 000 0.00
21 Unidentified - - 1639 038 075 061 061 146 073 110 087 039 061 015 0.00
sum of % peak areas 9428 92.86 91.97 9464 8995 9238 83.11 9570 94.65 90.13 94.74 96.23

In bold the major compounds of each hop variety. * Literature retention index; = Experimental retention index.
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In addition to the main compounds identified for each variety, other compounds were
present in lower concentrations, showing variations both between samples of the same variety
and across different varieties. Thiols, which significantly influence flavor and are associated
with characteristic aromas of blackcurrant, passion fruit, and grapefruit, have been reported at
levels of pg kg in Cascade and Comet hops (BarthHaas, 2024). Their detection via GC
typically requires specific detectors or alternative sample preparation methods to
hydrodistillation (Liu et al., 2024). Consequently, none of the analyzed hop samples revealed
the presence of thiols. In total, 21 compounds were identified across all hop essential oil
samples. Through ANOVA and Tukey's test, it was observed that there is no clear trend of
differentiation between Brazilian and imported samples, as some compounds show no
significant differences between these samples, while others display significant differences
even among imported samples.

To gain a deeper understanding of these differences, an exploratory data analysis was
conducted using HCA and heat map construction. This analysis aimed to identify clusters
among the samples. The HCA shown in Figure 4 reveals clustering based on hop variety,
without distinctions related to sample origin. Additionally, it was possible to identify the most
prominent variables for each variety, with a consistent pattern observed in samples of the
same variety, regardless of their origin. Another notable finding is the clustering of both
imported and Brazilian samples, observed in the 12 and B2 brand samples of the Comet
variety, as well as in the 11 and B1 brand samples of the Cascade variety. For the Sorachi Ace
variety, it is observed that the sB2 sample is grouped with the imported samples sI1 and sl2,
indicating a greater similarity between their characteristics than the sB3 sample. Similarly, for
the Comet variety, the B2 brand sample also grouped with the imported ones, which may be
evidence of the greater proximity of the samples of this brand with the imported hops. It is
also possible to observe the clustering between the Sorachi Ace and Cascade samples,
suggesting similarities between these two varieties. Both have an aroma profile in which the
sweet fruity and citrus characteristics stand out, which should contribute to this clustering
(BarthHaas, 2024).
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Figure 4 Heat map of the triplicate of hop essential oil of cascade (c), comet (cm) and sorachi
ace (s) samples, and HCA of samples and compounds.
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The clustering of samples using HCA and the similar color patterns in the heat map
indicates that, in general, Brazilian-produced hops are comparable to imported hops.
Although a limited number of samples and hop varieties were analyzed, and further studies
are necessary in this area, these findings suggest that Brazil has the potential to produce hops
main compounds similar to those of the major international producers.

Despite the similarities observed, there is the possibility that hops grown in Brazil
produce unique minority compounds, which could confer a terroir to the national hops. To
verify whether there were specific characteristics of hops produced in Brazil that distinguish
them from imported hops, PLS-DA, a classification analysis, was performed. Although PLS-
DA is originally a classificatory technique, in this study it was applied with an exploratory
character, aiming to identify possible separations between classes. For this reason, the
samples were not divided into training and test sets. The 36 samples were separated into
Brazilian and imported groups, and the model was obtained, represented by two latent
variables, according to the score chart illustrated in Figure 5a. Considering the region of the
ellipses, which show 95% confidence, there is an overlap between the region represented by
the imported samples and the region of the Brazilian samples, mainly due to the imported
sample cl1 of the Cascade variety, which is placed within the confidence area of Brazilian
samples. However, the other samples were separated according to their origin, making it
possible to investigate specific characteristics of hops cultivated in Brazil. For this, in the

graph in Figure 5b, it is possible to observe which variables contributed to this separation.
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Figure 5 PLS-DA scores of Brazilian (green circles) and imported (red square) samples (a),
and influence of the compounds in loadings graph (b).
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With the PLS-DA model obtained, we aimed to establish a relationship between the
hop composition data and its origin. For this purpose, the first two latent variables were
selected, presenting 50.9% of the accumulated variance, as shown in Figure 6. Thus, with
these two variables, there must be significant discrimination between classes based on the
variables used to construct the model (Szymanska et al., 2012). Therefore, to assess whether
the data are suitable for discriminating between Brazilian and imported hops, the PLS-DA
model was validated using leave-one-out cross-validation. As shown in Figure 6, the PLS-DA
model with 2 latent variables — the number selected for the final model — yielded an
accuracy of approximately 0.9, an R? of 0.74, and a Q? of 0.60. Although increasing the
number of latent variables could raise these values and potentially improve the model's
predictive capacity, it might also lead to overfitting and complicate the model’s interpretation.
Thus, the two components were deemed adequate for achieving good separation between hop
classes, ensuring a good predictive capacity while minimizing complexity, and allowing for

meaningful relationships to be established between the variables and sample classification.
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Figure 6 Accumulated variance and leave-one-out cross-validation for the PLS-DA model.
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By a combined analysis of scores and loadings plots (Figure 5a and 5b), i.e.,
considering the spatial distribution of samples and variables on components 1 and 2, the
imported hops were related to essential oil contents, B-pinene (piney, woody aroma), myrcene
(herbaceous aroma, of fresh hops), p-phellandrene (mint aroma), a-humulene (woody aroma),
y-cadinene (herbal, thyme and woody aroma), a-copaene (woody aroma), linalool (floral-
fruity aroma) and B-acids (Durello et al., 2019; Opstaele et al., 2013; Xu et al., 2024). Some
imported hops showed a more intense peak area of these compounds, according to the
analyses of essential oils by GCxGC, and had higher essential oil contents, justifying their
contribution.

Among these compounds, considerable focus is directed towards linalool, which
belongs to the terpene alcohol class, containing a hydroxyl group in its structure. This feature
enhances its solubility in wort and beer, making linalool is of great importance to beer's
flavor, characterized by fruity and floral aroma (Durello et al., 2019). B-pinene, another
compound contributing to the differentiation of imported samples, is a monoterpene renowned
for its herbal aroma. It can be naturally present in essential oils and can also be formed
through the auto-oxidation process of myrcene (Nagybakay et al., 2021; Rettberg et al., 2018).

In a similar way, the Brazilian hops were related to methyl (Z)-4-decenoate,
caryophyllene (spicy aroma), y-muurolene (woody aroma), a-selinene (pepper and orange
aroma), B-selinene (herbal aroma), seline-3,7(11)-diene, B-cadinene (green and woody
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aroma), (E)-p-farnesene (woody aroma), (Z)-p-ocymene, 2-undecanone (fruity aroma), and an
unidentified compound (Martins et al., 2020). Methyl (Z)-4-decenoate, which is described
with fruity characteristics and reported as an important marker to distinguish bitter hops from
aromatic hops, presented the highest concentration in Brazilian hops (the greatest negative
weight in loadings 1) (Martins et al., 2020; Purdy et al., 2021).

The isomers a-selinene, characterized by its pepper and orange aroma; f-selinene,
with an herbal aroma (Nagybakay et al., 2021); and seline-3,7(11)-diene also showed an
important contribution to discriminating the samples cultivated in Brazil. These compounds
have already been identified in high concentrations in other studies of Brazilian hops, which
may reveal a unique quality of these hops when compared to imported hops (Almeida et al.,
2021; Fortuna et al., 2023). However, no information on the odor threshold of selinene
isomers has been obtained to determine whether their concentrations in hops could
significantly impact the aroma of both hops and beer. In addition to the selinene isomers, -
cadinene and an unidentified compound showed higher concentrations in the essential oils of
Brazilian hops (0.13 — 3.73% and 0.38 — 1.46%, respectively). When analyzing the
chromatogram, compound unidentified, with a retention index of 1639, is actually the
coelution of two compounds that were partially separated by two-dimensional
chromatography. This coelution probably occurs recurrently in conventional GC. However, as
GCxGC has peaks on the order of milliseconds, the number of spectra obtained was
insufficient to perform the appropriate spectral deconvolution to individually identify the two
coeluted compounds. One of the peaks could be tentatively identified as an isomer of
eudesmol (contributes to the spicy character of hops) (Kishimoto et al., 2005).

In view of the results presented, there are similarities between hops grown in Brazil
and their imported counterparts, which demonstrate great potential for Brazilian production.
Nevertheless, there is a need for greater attention to the postharvest processing steps to ensure
the integrity of essential oils and mitigate losses. Regarding the aromatic characteristics of
hops, PLS-DA analysis revealed some differences for those grown in Brazil, with a higher
concentration of some essential oil compounds, such as selinene isomers, than in imported
hops, which may indicate specific characteristics of hops grown in Brazil. However, this
conclusion cannot be definitively drawn due to the limited number of hop samples and
varieties evaluated. While future analyses involving a larger number of hops and varieties
may support these findings, this study should be regarded as an initial assessment of the
quality of Brazilian hops. Future research should also include a more thorough evaluation of

the chemical and sensory characteristics of hops, along with sensory analysis of the beers
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produced with these hops, to determine whether these compounds contribute unique attributes

to Brazilian hops.

4  Conclusion

A comparison of two Brazilian and two imported hop samples from the Cascade,
Comet, and Sorachi Ace varieties evaluated in this study revealed no trends in their contents
of a- and B-acids, demonstrating a resemblance between Brazilian and equivalent imported
hops. Considering the composition of the essential oils, similarities were observed between
different samples of the same variety, especially for the five most abundant compounds in
each oil. However, Brazilian samples showed lower essential oil content compared with
imported same varieties, which may be related to the need for improvements in the post-
harvest and hop pelletization processing and storage, indicating that these steps require more
attention in national production.

HCA analysis did not group samples according to their origin, but there was separation
according to the varieties. These results show that hops grown in Brazil could be equivalent to
imported hops, indicating great potential for hops Brazilian production. With PLS-DA
analysis it was possible to observe that Myrcene, B-pinene and humulene were notable
compounds in the imported hops. Regarding the hops grown in Brazil, some compounds
stood out, including methyl (Z)-4-decenoate, the isomers a-selinene, B-selinene and seline-
3,7(11)-diene, B-cadinene, and one compound that could not be identified. These results
indicate the great potential of the chemical composition of Brazilian hops, which may have
some specific characteristics, especially regarding the essential oil composition. Further
analysis involving a larger group of samples and additional hop varieties, as well as sensory
evaluations, are crucial steps to determine whether Brazilian hops exhibit unique aromatic

characteristics.
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Table S1 Results for a-acids e p-acids (N = 3) and reference values.
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. % a-acids . % PB-acids
Hop % a-acids reference % p-acids refgrence
cB1 7.49 + 0.26a 8.50 + 0.43b
cB3 453 +0.12b 8.03 + 0.28b
cll 6.32 + 0.20a 4.0-90 7.28 +0.11bc 5.5-90
cl2 7.53 +0.35a 10.14 + 0.42ab
cmB1 8.15 + 0.07b 5.05 + 0.21b
cmB2 11.11 £ 0.53a 8.13+0.24a
cmll 2.20 +0.61d 8.0-105 3.95 + 0.35¢ 4.0-55
cmli2 6.46 + 0.18¢ 5.25 + 0.21b
sB2 11.83 + 0.59 8.13 + 0.32b
sB3 9.58 + 0.43a 6.95 + 0.45b
sl1 9.06 + 0.25a 120-150 9.67 + 0.19ab 8.0-12.0
sI2 10.93 + 0.28a 11.33+0.17a

*for each variety (c, cm, and s), different letters in the lines indicate samples that differ from each
other in terms of a-acid or B-acid content.

Table S2 Essential oil content of hop samples and reference values.

Reference Essential oil content

Hop Essential oil content (mL/100 g) (ML/100 g)
cB1 1.12 +0.17a

cB3 0.90 + 0.14ab

cl1 0.80 + 0.07b 0.50-2.00
cl2 1.14 + 0.15a
cmB1 0.38 +0.03¢c
cmB2 1.66 + 0.24a

cmlil 1.04 + 0.20b 1.00-2.50
cmi2 1.64 + 0.26a

sB2 1.20 + 0.20c

sB3 0.53 + 0.05d

sl1 2.20+0.32b 1.50-5.00
sl2 3.19 + 0.29a

*for each variety (c, cm, and s), different letters in the lines indicate samples that differ from each
other in terms of essential oil content.



Figure S1 GCxGC-MS chromatograms of essential oils from the Comet hop variety (a)
cmB1, cultivated in Brazil, and (b) cml1, imported.
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Table S3 Average relative areas of compounds identified in hop essential oils, along with Tukey’s test results for each compound in each hop

variety.
Compound cB1 cB3 cll cl2 cmB1 cmB2 cmlil cml2 sB2 sB3 sl1 sl2
4458 + 4443 + 51.86 + 5234+ 4348 + 55.58 +
Myrcene 50.62 +0.23b 0330 P 0 48e 1944 +02c 589+8.32a 34.64+0.34b e 50.6 +0.44b 36.8 + 0.26d a7 o
219+ 19.19 + 1872+ 21.29+
o-Humulene  1437+019c 1810262 1847022 157201b T oor 127+015c 4.96+0.04a 1.01+0.0lc 0,260 e 26.8+0.78a Sieh
Caryophyllene  7.54+0.17b  7.69+0.09b 8.15+0.09a 7.66+0.13b 23.64+0.2a 13'115 di' 14.75 +0.12¢ 15'82; 9.37+0.16b 9.31£0.14b 1225+0.1a 8.92+0.15b
5-Cadinene  1.14+0.03b 108+0.01b 126+0.0la 1.11+0.02b 124+00la 0.31+0.04d 0.69+00lb 05+00ic 1.1+00ld 204+003a 1.86+0.01b 1.22+0.02c
(E)-p- 8.18 + 0.23d 1043 93440120 865+0.1c 0+0b  1.27+0.15a 0+0b 1.01+0.0la 4.21+0.13b 6.33+0.08a 1.65+0.03c  1.66+0c
Farnesene 0.08a
(2)-B-Ocimene 0.4 +0a 023+0b  012+0d  015+0c 4.19+0.02a 1.83+0.24b 0.63+001b 161+002b 077+002c 042001d 1.63+0.02b 2.73+0.02a
y-Muurolene  0.89+0.02b 074+00l1d 1.1+002a 081+0c 244+002a 077+013d 171+002b 1224002 0.78+001d 157+0.02a 1.29+0.0lb 0.84%0.0lc
y-Cadinene 0.64 + 0b 06+0c  078+00la 061+0c  056+0a 015+0.02d 0.38+001b  0.25+0c  0.61+00lc 1.16+0.0la 1.13+0.02a 0.69+0.0lb
2-Undecanone  0.14 +0d 026+0a  02+00lb 017+00lc 054+00la 024+003c 045+001b  0.26+0c 114+003a 1.1+002a 0.83+00lb 0.47+0.01c
o-Selinene  308+008a 157£001d 261:003b 194x0c  o10F 4820720 945008b 7.67+006c 152002 368+002 072x0c  0.46+0d
B-Pinene 059+00la  053+0b 059+0.0la 046+0.0lc 0.23+0d 077+0.12b 092+00la 065+0b 0.62+00la 032+0d 059+0.0lb 0.44 +0.01c
B-Phellandrene  0.48+00lc 0.39+0.0ld 051+0b 066+0.0la 029+0b  06+008a 041+00lb 0.62+00la 053+00lc 046+0d  056+0b  0.69+0a
a-Copaene 0.24 +0c 022+0d  035+0a 031+00lb 024+0a 0.08+00ld  0.16+0b 011+0c  027+0d  048+0b  058+0a  0.44+0c
B-Selinene 1.81+0.03a 097+0.0la 14+08% 12+004a 1098+0.1a 3.95+054d 897+0.0lb 6.87+008c 112+0.02b 296+0.05a 0.38+0.0lc  0.23+0d
2-methylbutyl
2 091+0c  1.81+00la 1.11+001b 057+0.01d 007+0d 11+017b  1.78+004a 048+00lc 098+0.03a 0.28+00lb 024+0b  0.15+0d
methylpropano
ate
Methyl (2)-4- (314001b 058+0.0la 006+0d 024+00lc 189+002a 08+01lb  067+0b  025+00lc 017+00lb 224+0.04 0£0 +
decenoate 31+0. .58 £0.01a .06 + 24 +0.01c 1.89 +0.02a 8+0. .67 £ 25+£0.01c 0.17%0. .24 £0.04a +0c 0+0c
Se"“g‘i'gr']z(“)' 0.18 £ 0c 0.35+0a 0.2+0b 017+0c  4.09+003a 094+01d 149+002b 152+00lb 025+0a  0.22+0b 00c 0+ 0c
Linalool 059+00la 04+00lc 053+00lb 059+0.02a 0.36+0d 0.62+009b 1.18+00la 057+00lb 051+0b 0.93+00la  0.39 +0c 0.3 +0d
B-Cadinene 0.13 +0b 013+0b  045+0a  013+0b 3.73+0.02a 1.01+0.14d 148+002b 169+0.02b 036+001b 041+0.0la  0.2%0c 0.12 +0d
Neryl acetate ~ 1.69+0.0la 145+0.02  0+0d  1.01+0.03c 019+0c 1.07+0.14b 229+0.03a  0.14+0a 0.16+0.0la  0.08+0b 0+0c 00c
Unidentified  0.38+0.01d 0.75+0.0la 061+0.0lb 061+002b 1.46+002a 073+026c 11+002b 087+002b 039+00lb 061+0a  0.5%0c 0 0d

*The values presented are the average of three replicates. For each variety (c, cm and s) and each compound, different letters in the columns indicate samples
that differ from one another.



Artigo 2 — Oleo essencial de ltpulo na producéo de cerveja: uma abordagem quimica e

sensorial

Leticia Fagundes Pereira?, Katiticia Alves Amorim®, Maria Laura Silva Galdino®, Ana Carla
Marques Pinheiro®, Maria das Gragas Cardoso?, Stanislau Bogusz Junior¢, Marcio Pozzobon

Pedroso?”

aDepartamento de Quimica, Insituto de Ciéncias Naturais, Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG, Brasil

bDepartamento de Ciéncias dos Alimentos, Escola de Ciéncias Agrarias de Lavras,
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, Brasil

®Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, SP, Brasil

7



78

RESUMO

Os compostos do 06leo essencial (OE) do lupulo sdo os principais responsaveis pelo aroma e
sabor das cervejas com perfil lupulado. O processo de dry hopping (DH) consiste na adigdo
do lupulo a cerveja apds etapa de fermentacdo, quando as temperaturas estdo mais baixas,
com o objetivo conferir aroma de lipulo mais intenso a cerveja por minimizar a volatilizacao
dos compostos do OE. Apesar disso, com a baixa temperatura a extracdo dos compostos do
lupulo ndo é favorecida, de forma que o lupulo utilizado no DH ainda contenha cerca de 50%
do conteudo inicial de OE apds o uso. Nesse sentido, uma extracdo prévia do OE e sua
utilizacdo direta na cerveja poderia garantir o uso mais eficiente do ltpulo, além de facilitar a
filtracdo e a separacdo dos sélidos da cerveja. Assim, buscou-se avaliar cervejas com o DH
tradicional e cervejas preparadas com a adigdo direta de OE em substituicdo ao lupulo em
pellet no DH. Foram preparadas cervejas com duas variedades de lupulo e duas concentracdes
distintas, sendo o ldpulo Cascade na concentracdo de 1 g L e o ldpulo Comet na
concentracdo de 2 g L. A concentracdo OE na cerveja foi determinada a partir do teor de OE
do lapulo, de forma as concentracdes de OE nas cervejas fossem equivalentes. O perfil volatil
das cervejas foi determinado a partir de analises por microextracdo em fase sélida no
headspace e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (HS-SPME-GC-MS)
e os dados foram avaliados utilizando analise de componentes principais (PCA) e mapa de
calor. As cervejas também foram avaliadas sensorialmente empregando o free listing para
levantar atributos e o método rate-all-that-apply (RATA) para avaliar a presenca e
intensidade desses atributos e a aceitacdo das amostras. A avaliacdo do perfil volatil revelou
alteracdes entre a concentracdo dos compostos nas cervejas com DH tradicional e nas cervejas
com OE. Para as amostras preparadas com o lupulo cascade ndo foi observada uma tendéncia
entre as diferentes classes de compostos. J& para as cervejas com lupulo comet verificou-se
gue 0s mono e sesquiterpenos foram mais intensos na cerveja com ldpulo em pellet e os
ésteres mais pesados e tioésteres mais intensos na cerveja com OE. Essas diferengas foram
associadas ao fato dos mono e sesquiterpenos serem volateis e pouco sollveis na cerveja,
fazendo com que ocorra perdas por volatilizacdo quando se utiliza OE, enquanto para 0 uso
do lapulo em pellet, eles sdo extraidos aos poucos, evitando que se volatilizem. Ja ésteres e
tioésteres sdo mais sollveis e menos volateis, estando mais disponiveis para se solubilizarem
na cerveja no OE do que quando se utilizada o lapulo em pellet. Apesar das diferencas
observadas entre as concentra¢fes dos compostos, as analises sensoriais revelaram que nao
houveram diferencas significativas para a maioria dos atributos avaliados e para a aceitacdo
das cervejas. O amargor foi um dos Unicos atributos que apresentou diferenca significativa,
sendo mais intenso para a cerveja do DH com Iupulo em pellet, o que pode ser resultado da
extracdo de humulinonas do lupulo, o que ndo ocorre quando de utiliza o OE. Considerando a
aceitacdo e a auséncia de diferencas significativas para a maioria dos atributos, verifica-se que
h& possibilidade de se utilizar o OE em substituicdo ao Iupulo em pellet na etapa do DH.

Palavras-chave: Dry hopping; perfil volatil; analise sensorial; HS-SPME-GC-MS; RATA.
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1 INTRODUCAO

A popularizagdo das cervejas artesanais e especiais, aliada a maior valorizagdo da
qualidade dessas bebidas pelos consumidores, trouxe grande destaque ao lGpulo na producao
de cervejas, podendo ser utilizado em etapas distintas da producdo como fonte de sabor,
aroma e amargor (Dietz et al., 2021; Lamberti et al., 2021).

A constituicdo do lapulo inclui as fragdes volatil e ndo volatil. A fracdo nao volatil,
composta por &cidos carboxilicos, resinas, aminoacidos, carboidratos e polifendis, contribui
para o sabor e amargor da cerveja. Ja a fracdo volatil, formada pelos compostos do 6leo
essencial (OE) do lupulo, contribui para o aroma e sabor (Dietz et al., 2020a; Dietz et al.,
2020b). O OE pode representar até 4,0% do peso do lupulo seco e é constituido por
hidrocarbonetos (hidrocarbonetos alifaticos, monoterpenos e sesquiterpenos), compostos
oxigenados (alcoois terpénicos, sesquiterpenos oxigenados, ésteres, cetonas, alcoois e outros)
e compostos sulfurados. Sua composi¢ao se diferencia conforme a variedade do lapulo, mas,
de forma geral, mirceno, humuleno e cariofileno estdo entre 0s compostos majoritéarios.
Conforme os compostos que estdo presentes e suas concentracGes, o OE do lupulo pode
conferir & cerveja uma diversidade de aromas, tais como citrico, herbal, floral, frutado, além
do aroma caracteristico do préprio lupulo (Lafontaine et al., 2019; Rutnik, Hrn¢i¢, Kosir,
2021; Wang et al., 2023).

Além da composicdo do lupulo, o momento em que ele é adicionado durante a
producdo da cerveja também influencia as caracteristicas que sdo conferidas a bebida. Para
conferir o amargor, o lupulo é adicionado na etapa de fervura, mas isso € desfavoravel para
conferir a cerveja o aroma de lGpulo devido a evaporacdo dos compostos aromaticos do OE
(Schnaitter et al., 2016). Para minimizar a perda desses compostos e conferir mais aroma a
cerveja, o lupulo pode ser adicionado no fim do processo de fervura. Ja para conferir aromas
ainda mais intensos, uma adicao extra de lGpulo em pellet € feita ap6s a etapa de fermentacéo,
quando a temperatura do mosto estd mais baixa, processo denominado dry hopping (DH). O
DH confere aroma de lipulo mais intenso a cerveja, pois a baixa temperatura diminui a
evaporacdo dos compostos volateis, embora essa temperatura também minimize a extracao
dos compostos do lupulo. Em complemento, praticamente ndo ha alteracdo no amargor da
cerveja, pois ndo ha isomerizagdo de &cidos amargos, embora possa ocorrer a transferéncia de
humulinonas do lapulo para a cerveja, as quais contribuem para o amargor (Brendel et al.,
2019; Titus et al., 2021).
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Apesar dos beneficios sensoriais que o0 DH pode proporcionar, é necessario considerar
que o lapulo utilizado no DH leva a um aumento de material solido, o que contribui para
perdas de um maior volume de cerveja quando ocorre a filtracdo, ou da turvacdo da cerveja
quando ela ndo é filtrada. Outro ponto é que apenas uma parte do OE do lGpulo é extraida ao
longo do DH, de forma que o lipulo descartado apds o processo ainda contém OE. A
depender do modo de producdo e da variedade, foi verificado que o lupulo utilizado no DH
ainda possui entre 33 e 51% do conteudo inicial de OE apds o processo (Hauser, Lafontaine,
Shellhammer, 2019). Quantidades relevantes de humulonas e outros compostos também
foram encontrados no ldpulo ap6s o DH. Esse conteldo residual significativo sugere o
potencial de reutilizacdo desse lupulo, sendo aplicado, por exemplo, como fonte de amargor
para producdo de outras cervejas. Assim, busca-se aproveitar todo contetdo do lupulo,
contribuindo para reducdo dos custos da producdo, ja que ele representa uma parcela
significativa das despesas na producéo de cerveja (Schrickel et al., 2024).

Buscando ainda o maximo aproveitamento dos compostos volateis do lupulo, que
estdo associadas ao DH, uma alternativa ao DH tradicional seria a adicdo do préprio OE do
lGpulo, extraido previamente, em vez da adi¢do dele na forma de pellet. Em nenhum estudo
essa substituicdo foi avaliada, embora tenham sido encontrados poucos trabalhos que
avaliaram a adicdo de extratos especificos do OE a cerveja. Com isso, puderam verificar, por
exemplo, que cervejas com extratos contendo geraniol foram caracterizadas por aromas e
sabores citricos, além de ser mais doces quando comparadas a cervejas com outros extratos
(Dietz et al., 2020b; Dietz et al., 2021). A substituicdo do lapulo em pellet pelo OE seria
relevante uma vez que manteria 0s objetivos do DH, intensificando o aroma do lupulo na
cerveja, além de evitar os problemas de separacdo e ineficiéncia de extracdo dos compostos,
contribuindo para tornar o processo mais eficiente.

Assim, para avaliar quimicamente a cerveja preparada com a adicdo do OE e comparar
com o DH tradicional, técnicas como a microextracdo em fase sélida no modo headspace e a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (HS-SPME-GC-MS) sdo as mais
empregadas. Essas técnicas permitem identificar e quantificar compostos volateis da cerveja,
0s quais podem ser relacionados a forma de adicdo de lupulo (Herkenhoff, Brodel, Frohme,
2024; Giannetti et al., 2019). O uso das técnicas HS-SPME-GC-MS foi relatado em diversos
estudos para determinacdo dos volateis de cerveja. Dentre eles, para avaliar as diferencas do
perfil volatil de cervejas preparadas com malte de cevada e de sorgo, para identificar
compostos especificos de diferentes estilos de cervejas, para verificar alteracBes dos

compostos de aroma de cervejas preparadas com diferentes leveduras e para analisar a
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biotrasformacédo de compostos do lupulo com a fermentacédo (Budner et al., 2024; Cao; Wu et
al., 2024; Herkenhoff, Brddel, Frohnme, 2024; Roberts et al., 2024).

J& para a avaliacdo sensorial dessas cervejas, dentre os diversos métodos sensoriais
que podem ser empregados, o free listing € um método simples, que consiste nos
consumidores listarem livremente as caracteristicas do produto apdés o0 consumo,
possibilitando a identificacdo dos atributos mais relevantes (Yoon et al., 2023). Com esses
atributos, pode-se aplicar o método rate-all-that-apply (RATA) para identificar quais
atributos se aplicam a cada amostra e a intensidade dos mesmos (Ares et al., 2014). O uso do
RATA para cervejas foi relatado para avaliar atributos relacionados ao corpo de cervejas
preparadas com trés niveis diferentes de teor alcodlico e para avaliar a aceitacdo e a percepgédo
de consumidores a respeito de cervejas de trigo (Byeon et al., 2023; Ivanova et al., 2023).
Essas técnicas podem ser aplicadas com provadores ndo treinados, permitindo avaliar quais
atributos se diferenciam em presenga e intensidade nas cervejas preparadas com OE ou com
lGpulo adicionados na etapa de DH.

Nesse sentido, o objetivo deste estudo é investigar as diferencas quimicas e sensoriais
das cervejas conforme a forma de adicdo do lupulo. Para isso, cervejas preparadas com OE de
lGpulo na etapa de DH e com DH tradicional foram avaliadas quimicamente por HS-SPME-

GC-MS, e sensorialmente, a partir do free listing e do método RATA.

2 METODOLOGIA

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da
Universidade Federal de Lavras — UFLA e aprovado para execucdo (CAAE:
80332824.1.0000.5148), atendendo as exigéncias legais preconizadas pela Resolugdo CNS n°
466/2012, do Conselho Nacional de Saude, que regulamenta a pesquisa com seres humanos
(Brasil, 2012).

2.1 Luapulo e obtencdo do dleo essencial

Foram utilizados lupulos em pellet das variedades Cascade e Comet, ambos do
produtor Uai Hops, cultivados na cidade de Andrelandia, Minas Gerais. As amostras foram
recebidas em embalagem impermeavel a luz, em atmosfera modificada, sendo mantidas

refrigeradas até 0 momento do uso.
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Para obtencdo do OE, cerca de 100 g de lupulo foi submetido ao processo de
hidrodestilacdo, conforme descrito pela ASBC Hops 13 (ASBC, 2010). Para isso, o ltpulo foi
pesado e transferido para um baldo de fundo redondo de 2 L, o qual foi preenchido com agua
destilada até a metade e ligado ao aparelho de Clevenger. Iniciou-se entdo o aquecimento do
baldo, mantendo por 3h. Apds o processo, 0 volume de OE coletado foi aferido e o hidrolato
obtido foi centrifugado (Fanem Baby | Model 260 BL, S&o Paulo, Brazil) por 15 minutos a
965g. O OE foi entdo separado com o auxilio de uma micropipeta de Pasteur e transferido
para um vial &mbar, com atmosfera de N2, 0 qual foi selado e armazenado sob refrigeracéo
até o momento do uso.

A determinacdo de umidade dos lupulos foi realizada por destilagdo com solvente
imiscivel em &gua (tolueno) utilizando um aparelho de Dean-Stark. A agua presente no lGpulo
foi coletada no braco graduado do aparelho e o volume foi lido apds o término da destilagéo.
A umidade foi calculada com base no volume de agua coletado em relacdo a massa inicial da
amostra. A partir do volume de OE obtido pelo processo de hidrodestilacdo e do teor de

umidade, foi calculado o teor de OE no ldpulo.

2.2 Preparo das cervejas

Uma cerveja lager em fase final da fermentacao foi retirada diretamente do tanque de
fermentacdo da cervejaria Joia Mesquita (Lavras/MG), e duas fracdes de 4,5 L foram
transferidas para fermentadores de 5 L previamente purgados com CO; para evitar o contato
da cerveja com O.. Em um dos fermentadores foi adicionado o ldpulo em pellet para
realizacdo do DH tradicional. No outro fermentador foi adicionado OE de lupulo em
guantidade equivalente a contida na massa de lGpulo usada no DH. Essa quantidade foi
determinada considerando teor de OE do lUpulo. A cerveja do mesmo lote, que ndo teve essa
etapa extra de adicdo de lGpulo e que teve o preparo finalizado na cervejaria, também foi
adquirida para fins de comparacdo. As cervejas que tiveram adi¢do do lapulo e do OE, foram
mantidas a 15°C por 5 dias e, posteriormente, a temperatura foi reduzida para 1°C, a qual foi
mantida por 7 dias para decantacdo e separacdo de sélidos (lupulo e leveduras da
fermentacdo), processo idéntico ao realizado na cervejaria. ApOs esse tempo, as cervejas
foram envasadas em barris do tipo postmix, os quais foram carbonatados com CO2 a 1,3 bar,
sendo armazenados a 1 °C por 7 dias. Imagens dos fermentadores e postmix utilizados na
producdo das cervejas podem ser visualizados na Figura 1. Por fim, as amostras foram

envasadas em growlers de 1L, os quais foram mantidos refrigerados até o momento das
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analises sensoriais e cromatogréaficas, que ocorreram nos trés dias subsequentes ao envase.
Esse procedimento foi realizado em dois estudos diferentes, alterando a variedade e a

quantidade do lapulo utilizado.

Figura 1 — A) Fermentadores e B) Barris postmix utilizados na pro
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ducdo das cervejas.
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No primeiro estudo foi utilizado o lipulo Cascade na concentracdo de 1 g L™ para o
pellet e quantidade equivalente de OE, o que foi definido a partir do teor de OE desse lupulo.
Assim, no barril com 4,5 L de cerveja foram adicionados 4,5 g de lupulo em pellet, resultando
na cerveja denominada 1DH. No outro barril, foram adicionados 33 uLL do OE desse ltpulo, e
a cerveja final foi denominada 10E. Para o segundo estudo foi utilizado o Ipulo Comet na
concentracdo de 2 g Lt de ltpulo e o equivalente de OE. Dessa forma, foram adicionados 9,0
g de lupulo em pellet na cerveja que foi denominada 2DH e 181 puL do OE na cerveja
denominada 20E. A relacdo das cervejas preparadas pode ser observada na Tabela 1,

juntamente com 0s nomes que serdo utilizados para nomea-las ao longo desse trabalho.

Tabela 1 — Amostras de cervejas.

Quantidade de lupulo  Concentracéo de lupulo

Amostra Lapulo adicionado (pellet ou OE) e equivalente de OE
Estudo 1
1DH Pellet Cascade 45¢g 1gL?
10E OE Cascade 33 uL 1gL?
Pura - - -
Estudo 2
2DH Pellet Comet 90¢g 2gL?

20E OE Comet 181 uL 2¢gL?
Pura - - -
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2.3 Analises cromatograficas

Para as andlises cromatograficas foram utilizados cromatografos a gas disponiveis no
Centro de Anélises de Prospec¢do Quimica da UFLA (CAPQ/UFLA). Para as analises por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) foi utilizado o
equipamento Shimadzu QP-2010 Plus, equipado com o sistema AOC-5000 auto injector para
extracBes e injecdes automaticas. As analises por cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chama (GC-FID) foram conduzidas utilizando o equipamento Shimadzu
GC2010 com auto amostrador AOC-20i.

Os OEs foram caracterizados a partir de analises por GC-MS e GC-FID para
identificacdo e quantificagdo dos compostos, respectivamente. Para as analises, os OEs foram
diluidos para solucGes 1% (v/v) em hexano, sendo feita a injecdo de 1 pL dessa solucdo nos
cromatografos. Para ambas analises, a temperatura do injetor foi de 220°C e a coluna utilizada
foi uma SLB-5ms (5% fenil e 95% polisilfenileno siloxano). A temperatura do forno da
coluna foi ajustada a 60 °C, sendo acrescida a 3 °C/min até 240 °C e, entdo, a 10 °C/min até
300 °C, sendo mantida nesta temperatura por 7 min, totalizando 73 min de corrida. Para as
analises por GC-MS as injecdes ocorreram no modo Split e 0 espectrébmetro de massas operou
no modo scan, monitorando a faixa razdes massa/carga de 45 a 500 m/z. Para as analises por
GC-FID a temperatura do detector foi de 300°C.

Para as analises das cervejas preparadas para os dois estudos, foram realizadas
extracdes por HS-SPME e, em seguida, analises por GC-MS para separacdo e identificacdo
dos compostos (Nespor et al., 2019). Para as extra¢des foram utilizados 5 mL de cerveja, sem
nenhum processo de degaseificacdo para evitar a perda dos compostos volateis, sendo esse
volume transferido para um vial de vidro de 20 mL, o qual foi selado com tampa contendo
septo de silicone. As extracBes ocorreram a partir de uma fibra de SPME com revestimento
das fases polidimetilsiloxano/divinilbenzeno/carboxen (PDMS/DVB/CAR), a uma
temperatura de 35°C por 40 min.

Apos as extracOes, as analises por GC-MS foram realizadas. A temperatura do injetor
foi de 250°C, ocorrendo a dessorcdo dos analitos da fibra por 1 minuto, com as inje¢fes no
modo splitless. A coluna utilizada tambem foi a SLB-5ms e a temperatura do forno da coluna
foi programada para 40°C, aquecendo a uma taxa de 3°C/min até 160°C, com uma segunda
etapa de aquecimento a 20°C/min até 260°C, sendo mantida nesta temperatura por 2 min,
totalizando 47 minutos de corrida. O espectrébmetro de massas operou no modo scan,

monitorando a faixa raz6es massa/carga de 40 a 350 m/z.
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Tanto para os OEs quanto para as cervejas, os compostos foram identificados a partir
das andlises por GC-MS com a comparacdo dos espectros de massas obtidos com os da
biblioteca NIST (do inglés, National Institute of Standards and Technology), considerando
correspondéncia minima de 80%. Para confirmar as identificagdes, foram utilizados os indices
de retencdo com programacao linear de temperatura (LTPRI), considerando os tempos de
retencdo de uma mistura de n-alcanos como referéncia, sendo aceitas variacdo de +10
unidades nos LTPRI (Adams, 2007; Van den Dool, Kratz, 1963). Para os OEs, os compostos
identificados por GC-MS tiveram a area integrada a partir dos cromatogramas obtidos por
GC-FID. Para as analises dos volateis de cerveja as areas dos picos foram integradas

diretamente a partir dos cromatogramas obtidos por GC-MS.

2.3.1 Analise dos dados cromatograficos

Para explorar as modificacdes no perfil volatil das cervejas foi realizada a analise de
componentes principais (PCA) e o mapa de calor utilizando a ferramenta de processamento de
dados metaboldmicos disponivel na internet MetaboAnalyst 6.0 (MetaboAnalyst 6.0, 2024).
Para isso, as areas absolutas dos compostos identificados em cada cerveja foram organizadas
em uma matriz onde cada linha corresponde a um composto e cada coluna a uma amostra. Os
dados foram autoescalados para garantir que todas as variaveis contribuissem igualmente para

0 modelo.

2.4  Analises sensoriais

As caracteristicas sensoriais das cervejas foram avaliadas por meio de testes
sensoriais, com consumidores de cervejas maiores de 18 anos, os quais foram convidados a
participar de forma voluntaria, sem qualquer tipo de recompensa. As analises foram
conduzidas em parceria com o laboratério de Andlises Sensoriais do Departamento de
Ciéncias dos Alimentos da UFLA. O convite para participacdo foi realizado pelos
colaboradores do projeto, por meio de divulgacdo direcionada aos consumidores. Antes das
analises, todos os participantes leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Os testes sensoriais ocorreram separadamente para as cervejas produzidas com lapulo
Cascade e com o lupulo Comet. Para as cervejas preparadas por cada um dos lupulos, as

anélises sensoriais ocorrem em duas etapas, em sessdes distintas, com a avaliacdo de duas
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amostras por sessao. As amostras foram codificadas com numeros de 3 digitos e servidas uma
por vez, de forma aleatdria. Cada cerveja foi oferecidade em tagas ISO, em por¢des de 30 mL
e temperatura proxima a 5°C. A avaliacdo foi feita em cabines individuais, com iluminacgéo
padronizada. Os participantes avaliaram uma amostra antes de receber a proxima, sendo
oferecida agua para limpar o paladar entre as degustacdes.

Na primeira etapa, foi realizada a listagem livre (free listing), onde os avaliadores
provaram as cervejas e listaram todos os atributos sensoriais que foram identificados em cada
amostra, sem limitacdo de tempo e de numero de atributos para a listagem. Para essa etapa,
foram recrutados 30 consumidores (Yoon et al., 2023). Com base nos atributos mais citados,
foi feita uma selecdo para a segunda etapa, que consistiu na aplicacdo do método RATA.

No RATA, cada cerveja foi avaliada individualmente, e os consumidores foram
solicitados a identificar quais dos atributos previamente selecionados estavam presentes na
amostra, classificando sua intensidade em uma escala de cinco pontos, além de avaliarem a
aceitacdo de cada amostra (Rabitti et al., 2022). Para essa etapa, foram recrutados 90

participantes, consumidores de cerveja.

2.4.1 Analise dos dados sensoriais

Para explorar os dados coletados por meio do método RATA, duas abordagens
distintas foram empregadas. A primeira abordagem considerou as intensidades reportadas no
RATA, enquanto a segunda, de carater exploratorio, avaliou as frequéncias de citacdo dos
atributos, convertendo os dados do RATA em uma estrutura comparavel ao método Check-
All-That-Apply (CATA). Essa dupla abordagem permitiu uma andlise mais abrangente da
capacidade discriminativa de cada metodologia. Inicialmente, um teste t foi aplicado as
médias das intensidades reportadas para comparar 0s tratamentos. Posteriormente, os dados de
RATA foram transformados em formato binario para anélise em estilo CATA: respostas com
intensidade maior que 0 foram registradas como 1, e respostas com intensidade igual a 0
foram registradas como 0. Com isso, foi construida uma tabela de contingéncia baseada na
frequéncia de selecdo de atributos, calculada pelo niUmero de vezes que cada caracteristica foi
mencionada pelos participantes (Oppermann et al., 2017).

Para avaliar diferencas significativas na frequéncia de mencdes entre as amostras, foi
aplicado o teste Q de Cochran, seguindo a metodologia descrita por Meyners et al. (2013).
Essa andlise visou identificar atributos sensoriais que diferenciaram significativamente as

amostras. Além disso, a relacdo entre os atributos sensoriais e as avaliacbes hedonicas
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(pontuacdes de gosto) foi investigada utilizando a analise de coordenadas principais (Principal
Coordinates Analysis, PCoA). Essa técnica permitiu a visualizacdo da distribuicdo dos
atributos sensoriais em relagédo as preferéncias dos consumidores, fornecendo reflexdes sobre
padrdes perceptuais e preferéncias. Para quantificar o impacto individual dos atributos
sensoriais nas pontuacdes heddnicas, foi conduzida a analise de penalty-lift. Essa abordagem
avaliou a influéncia positiva ou negativa de cada atributo nas respostas de aceitacdo, com
significancia estatistica definida em p<0,05, conforme Ares et al. (2014) e Salgado et al.
(2024).

Todas as analises estatisticas e visuais foram realizadas utilizando o software XLStat
2022 (Addinsoft, Paris, Franca).

3 RESULTADOS

Com a extracdo dos OE dos lupulos Cascade e Comet, foi obtido inicialmente o teor
de 6leo, sendo que para o Cascade foi de 0,74 mL por 100 g de Iupulo e para 0 Comet foi de
2,01 mL por 100 g. A composicdo desses OE foi determinada com as anélises por GC-MS e
GC-FID para identificacdo dos compostos e obtencdo do teor de cada um nas amostras,

respectivamente. Os resultados sdo exibidos na

Tabela 2 e os cromatogramas obtidos por GC-FID para os OE sdo apresentados na
Figura 2, na qual os cromatogramas ampliados sdo os representados pelas letras A e C, e 0s

cromatogramas completos pelas letras B e D.
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Figura 2 — Cromatogramas completos e ampliados dos éleos essenciais dos ltpulos (A e B)
Cascade e (C e D) Comet com a identificacdo dos principais compostos.
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Tabela 2.
Tabela 2 — Composicdo do OE dos lupulos Cascade e Comet (N = 2).
(Continua)
Tempo % area
Nome d(?n Il?rt]a)t IR EXxp. IR Cascade  Comet
Monoterpenos e sesquiterpenos
1 a-Pineno 6.61 933 932 - 0.05
2 B-Pineno 8.74 979 974 0.42 0.50
3 Mirceno 9.19 988 988 41.16 47.68
4 a-Felandreno 9.68 1007 1002 - 0.03
5 Limoneno 10.46 1029 1024 0.37 0.19
6 B-Felandreno 10.64 1030 1025 - 0.45
7 (E)-B-Ocimeno 11.33 1044 1044 0.26 1.58
8 y-Terpineno 11.65 1057 1054 - 0.03
9 a-Copaeno 26.17 1369 1374 0.21 -
10 B-Cariofileno 28.16 1420 1417 7.35 14.81
11 Isogermacreno D 28.51 1430 1439 - 0.06
12 B-Copaeno 28.53 1430 1430 0.23 0.06
13 a-trans-Bergamoteno 28.76 1433 1432 0.42 -
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Tabela 2 — Composi¢do do dleo essencial dos ltpulos Cascade e Comet (N = 2).
(Concluséo)

Tempo % area
Nome d(?n Flzr?)t IR EXxp. IR Cascade  Comet
14 Aromandendreno 29.42 1449 1440 - 0.06
15 trans-p-Farneseno 29.69 1452 1454 12.57 -
16 a-Humuleno 29.63 1456 1452 18.53 0.49
17 y-Gurjuneno 30.53 1473 1475 - 1.35
18 y-Muuroleno 30.57 1475 1478 0.75 -
19 B-Selineno 31.04 1489 1489 1.13 6.04
20 Germacreno D 31.20 1492 1480 0.53 -
21 a-Selineno 31.41 1496 1498 1.62 6.64
22 (E,E)-a-Farneseno 31.77 1503 1505 0.45 -
23 y-Cadineno 32.17 1513 1513 0.60 0.24
24 d-Cadineno 32.53 1525 1524 1.00 0.50
25 Selina-3,7(11)-dieno 33.35 1542 1545 - 1.29
26 Germacreno B 34.00 1559 1559 - 0.4
Alcool
27 Linalol 13.48 1101 1095 0.36 0.53
Esteres
28 Acetato de 2-metilbutila 5.69 872 875 - 0.06
29 Isobutirato de isobutila 6.61 910 908 0.18 0.10
30 Propanoato de 2-metilbutila 8.40 966 960 0.24 0.22
31 Isobutirato de 3-metilbutila 9.88 1010 1007 0.27 0.1
32 Isobutirato de 2-metilbutila 10.02 1013 1014 0.91 0.43
33 Heptanoato de metila 10.33 1021 1021 - 0.07
34 6-Metilheptanoato de metila 12.93 1084 1068 0.22 0.44
35 Octanoato de metila 14.55 1122 1123 0.12 0.12
36 6-Metiloctanoato de metila 17.64 1191 1189 - 0.27
37 Nonanoato de metila 19.08 1222 1123 - 0.05
38 Geranato de metila 23.65 1320 1321 0.16 0.46
39 Acetato de geranila 26.32 1377 1379 1.04 1.24
40 Propanoato de geranila 30.14 1468 1475 0.22 0.69
41 Isobutirato de geranila 31.94 1506 1515 0.94 1.59
Tioésteres
42 S-metil tiopentanoato 7.42 938 942 - 0.04
43 S-metil tiohexanoato 11.57 1055 1063 - 0.02
Cetona
44 2-Undecanona 22.27 1291 1293 0.32 0.32
Aldeido
45 n-Nonanal 13.66 1104 1100 0.17 0.11
% Total Identificada 92.75 89.31

No lupulo Cascade, os compostos majoritarios do Oleo essencial sdo 0s mono e

sesquiterpenos Mirceno, a-Humuleno, trans-pB-Farneseno, B-Cariofileno, a-Selineno e f-
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Selineno, os quais representam 82.34% da composicdo desse 0leo. No dleo essencial do
lUpulo Comet, destacam-se os mono e sequiterpenos Mirceno, -Cariofileno, a-Selineno, B-
Selineno, (E)-B-Ocimeno, y-Gurjuneno e Selina-3,7(11)-dieno, além dos ésteres Isobutirato de
geranila e Acetato de geranila. Juntos, esses compostos somam 82.22% da composi¢do do
o0leo essencial desse lapulo.

A partir dos 0leos essenciais e dos ltpulos em pellets foram preparadas as cervejas, as
quais foram analisadas por HS-SPME-GC-MS. No estudo 1 foi utilizado o lupulo Cascade, e

no estudo 2 o lGpulo Comet.

3.1 Estudo 1 - Lupulo Cascade

As cervejas do estudo 1, preparadas com o lupulo Cascade, foram analisadas por HS-
SPME-GC-MS e, na Figura 3 sao apresentados cromatogramas sobrepostos de replicatas das
cervejas 1DH, 10E e pura. Para melhor visualizacdo dos cromatogramas, a escala do tempo
de retencdo foi ajustada para ter inicio em 12 min. Os resultados obtidos a partir dessas
analises podem ser observados na Tabela 3, onde constam os compostos identificados nas
cervejas e a media de suas areas relativas. Para melhor visualizacdo dos dados, os valores de
desvio padrdo foram omitidos da Tabela 3, mas podem ser consultados na tabela completa no
material suplementar (Tabela S1). Além dos compostos apresentados, o etanol também foi

identificado, mas nao foi apresentado.

Figura 3 — Cromatogramas sobrepostos das cervejas produzidas com o lupulo Cascade (1DH
e 10E) e da cerveja pura.
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Tabela 3 — Média das areas relativas dos compostos identificados nas cervejas pura, com DH
com o lapulo em pellet e com OE do lupulo Cascade (N = 4).

(Continua)
Tempo de IR % area

Nome Ret. (min)  EXxp. IR Pura 1DH 10OE
Monoterpenos e sesquiterpenos
1 Mirceno 13.22 987 988 144 166 1.47
2 Cariofileno 33.24 1419 1408 0.03 0.16 0.26
3 trans-pB-Farneseno 34.56 1451 1454 0.02 0.11 0.20
4 a-Humuleno 34.76 1456 1452 0.26 081 131
5 d-Cadineno 37.33 1519 1522 - 0.02 0.04
Alcoois
6 3-Metil 1-Butanol 4.49 733 730 3.80 430 4.39
7 2-Metil 1-Butanol* 4.55 736 736 123 167 1.15
8 2,3-Butanodiol* 6.20 807 802 0.08 0.13 0.09
9 2-Etil-1-hexanol 15.10 1027 1029 - 0.09 0.08
10 Linalol 18.50 1099 1095 0.18 054 0.44
11 Alcool feniletilico* 19.21 1113 1114 6.19 6.07 6.15
12 5-Metil-2-hexanol 21.76 1165 - 0.02 0.04
13 1-Nonanol 22.06 1171 1165 0.01 0.07 0.08
14 Citronelol 24.62 1223 1223 0.02 0.08 0.10
15 1-Decanol* 26.73 1267 1266 0.23 0.09 0.16
16 2-Undecanol 28.08 1294 1301 0.14 0.18 0.32
Esteres
17 Butanoato de etila 5.95 799 802 0.22 024 0.30
18 Acetato de 3-metil-1-butila 8.46 875 869 534 6.26 6.08
19 Acetato de 2-metil-1-butila* 8.51 876 877 0.70 0.93 0.86
20 Isobutirato de isobutila 9.89 913 908 0.03 0.29 0.13
21 Propionato de 3-metilbutila 12.30 967 969 - 0.03 0.02
22 Propanoato de pentila 12.38 969 972 010 0.33 0.30
23 Hexanoato de etila* 13.66 997 997 460 478 3.45
24 Isovalerato de isobutila 14.00 1004 1005 - 0.02 0.03
25 Isobutirato de 3-metilbutila 14.26 1010 1017 036 0.60 0.61
26 Isobutirato de 2-metilbutila 14.42 1013 1014 0.07 133 131
27 4-Metilenhexanoato de metila 14.91 1024 0.08 0.33 0.29
28 Isobutirato de pentila 16.03 1047 1057 - 0.02 0.02
gg Isobutirato dgn(El)'iﬁ;me“'b“ta'z' 1618 1050 1059 -  0.08 0.07
30 5-Metilhexanoato de etila 16.59 1059 1064 - 0.04 0.03
32 2-Metilbutil 2-metilbutanoato 18.62 1101 1107 0.13 0.18 0.24
33 2-Metilbutil 3-metilbutanoato 18.88 1107 1110 0.02 0.12 0.51
34 Isobutirato de n-hexila 20.76 1145 1145 - 0.04 0.06
35 Octanoato de etila* 23.26 1196 1196 14.70 13.09 14.54

36 Acetato de octila* 23.79 1207 1211 0.26 0.14 0.28
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Tabela 3 — Média das &reas relativas dos compostos identificados nas cervejas pura, com DH
com o lapulo em pellet e com OE do lupulo Cascade (N = 4).
(Concluséo)

Nome Tempode IR IR % area

Ret. (min)  Exp. Pura 1DH 10E
37 Acetato de nonan-2-il* 24.86 1228 1236 0.08 0.04 0.07
38 Acetato de 2-fenetil* 25.85 1249 1245 247 235 2.63
39 Nonanotato de etila* 27.71 1286 1294 0.11 0.10 0.14
40 trans-Geranato de metila 28.87 1309 1316 0.08 0.14 0.25
41 Acetato de citronelol 30.11 1341 1354 0.05 0.04 0.10
42 Acetato de geranila 31.38 1373 1379 030 0.88 1.7
43 9-Decenoato de etila* 31.76 1382 1384 3.87 2.64 3.17
44 Decanoato de etila* 32.15 1392 1395 444 3.64 578
45 Octanoato de 3-metilbutila* 34.27 1444 1442 0.09 0.09 0.10
46 Isobutanoato de geranila 36.81 1505 1514 - 0.15 0.37
47 Dodecanoato de etila 40.23 1593 1594 089 156 211
48 Acetato de dodecila* 40.68 1605 1607 0.02 0.01 0.03
Acidos
49 Acido acético* 3.33 661 665 0.12 0.17 0.12
50 Acido octanoico* 22.99 1190 1167 2.38 2.70 2.58
51 Acido decandico* 31.26 1370 1373 0.23 0.13 0.27
Cetonas
52 2-Nonanona 18.04 1089 1090 - 0.04 0.04
53 2-Decanona 21.17 1153 1190 - 0.05 0.05
54 2-Undecanona 27.59 1284 1293 0.03 0.25 0.35
55 2-Dodecanona 30.47 1350 1348 - 0.06 0.12
Aldeidos
56 1-Octanal* 13.87 1002 998 0.02 0.02 0.03
57 Nonanal 18.72 1103 1100 0.27 0.29 0.39
Hidrocarboneto
58 3-Metilundecano* 21.88 1168 1171 0.10 0.05 0.03

*Compostos ndo incluidos na PCA e mapa de calor.

A partir dos dados da Tabela 3 nota-se que todos os compostos identificados na
cerveja 1DH também foram identificados na cerveja 10E, enquanto na cerveja pura um
numero menor de compostos foi identificado. Quanto as cervejas 1DH e 10E, para alguns
compostos nota-se diferencas entre as areas relativas, sendo a média das &reas de alguns
compostos maiores nas amostras DH e outros nas amostras OE. Para entender melhor como
esses compostos variam entre as duas formas de utilizagdo do lapulo, foi feita a PCA (Figura
4) e 0 mapa de calor (Figura 5) a partir dos dados de area dos compostos. Para isso, ndo foram

incluidos os compostos que estavam presentes na cerveja pura que ndo sdo diretamente
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relacionados ao lGpulo e que mantiveram areas relativas proximas as das cervejas 1DH e 10E
(indicados na Tabela 3).

Com o grafico de scores da PCA (Figura 4A), observa-se a separacdo entre as
amostras 10E e 1DH na PC1, a qual explica 51,8% dos dados. Com o grafico de loadings
(Figura 4B) pode-se verificar os compostos responsaveis pela diferenciagdo entre as duas
cervejas. No grafico de loadings é observado um maior nimero de compostos na regido
positiva da PC1, dentre eles esta a maioria dos ésteres identificados nas cervejas, alcoois,
cetonas e 0s quatro sesquiterpenos identificados, os quais também estdo presentes no OE do
lupulo cascade, sendo eles o Cariofileno (2), o trans-B-Farneseno (3), o a-Humuleno (4) € o 8-
Cadineno (5). Esses compostos apresentaram maior destaque na cerveja com OE, uma vez
que, no grafico de scores, essas cervejas se encontram na regido positiva da PC1. Para regido
negativa da PC1, que corresponde a posicdo da cerveja com lapulo em pellet, destacaram,
principalmente, o 2-Etil-1-hexanol (9), o Linalool (10), e os ésteres Isobutirato de isobutila
(20), Propionato de 3-metilbutila (21) e 5-Metilhexanoato de etila (30). Ainda na regido entre
-0,1 e +0,1, encontram-se compostos com pouca influéncia no modelo da PCA, dentre os

quais esta o Mirceno (1), composto majoritario do lupulo cascade.

Figura 4 — Gréafico de (A) scores e (B) loadings para a PCA das cervejas preparadas com
lupulo Cascade 1DH (o) e 10E (m).
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Legenda: 1. Mirceno; 2. Cariofileno; 3. trans-p-Farneseno; 4. a-Humuleno; 5. 8-Cadineno; 6. 3-Metil
1-Butanol; 9. 2-Etil-1-hexanol; 10. Linalol; 12. 5-Metil-2-hexanol; 13. 1-Nonanol; 14. Citronelol; 16.
2-Undecanol; 17. Butanoato de etila; 18. Acetato de 3-metil-1-butila; 20. Isobutirato de isobutila; 21.
Propionato de 3-metilbutila; 22. Propanoato de pentila; 24. Isovalerato de isobutila; 25. Isobutirato de
3-metilbutila; 26. Isobutirato de 2-metilbutila; 27. 4-Metilenhexanoato de metila; 28. Isobutirato de
pentila; 29. Isobutirato de (E)-2-metilbuta-2-en-1-ila; 30. 5-Metilhexanoato de etila; 32. 2-Metilbutil
2-metilbutanoato; 33. 2-Metilbutil 3-metilbutanoato; 34. Isobutirato de n-hexila; 40. trans-Geranato de
metila; 41. Acetato de citronelol; 42. Acetato de geranila; 46. Isobutanoato de geranila; 47.
Dodecanoato de etila; 52. 2-Nonanona; 53. 2-Decanona; 54. 2-Undecanona; 55. 2-Dodecanona; 57.
Nonanal.
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Com os mesmos dados foi construido o mapa de calor (Figura 5) com o qual pode-se
observar o padrdo de distribuicdo dos compostos em cada replicata avaliada das cervejas,
sendo os compostos em vermelho aqueles com maiores areas de pico e em azul com menores
areas de pico, e a intensidade da cor referente a escala. Para as cervejas 10E observa-se que
0S compostos que sdo que mais intensos quando comparados as cervejas 1DH sdo mesmos
que também se destacaram na PCA para essas amostras.

Figura 5 — Mapa de calor dos compostos volateis presentes nas cervejas preparadas com
lUpulo Cascade.

Dry Hopping Oleo Essencial

Nonanal

Cetona e 2-Dodecancna
aldeido — 2-Undecanona
2-Decanona
2-Nonanona
Dodecanoato de etila
Isobutanoato de geranila
Acetato de geranila
Acetato de citronelol
trans-Geranato de metila
Isobutirato de n-hexila
2-Metilbutil 3-metilbutanoato
2-Metilbutil 2-metilbutanoato
5-Metilhexanoato de etila
Ester ] Isobutirato de (E)-2-metilbuta-2-en-1-ila

Iscbutirato de pentila
4-Metilenhexanoato de metila
Isobutirato de 2-metilbutila
Isobutirato de 3-metilbutila
Isovalerato de isobutila
Propanoato de pentila
Propionato de 3-metilbutila
Isobutirato de isobutila
Acetato de 3-metil-1-butila
Butanoato de etila
2-Undecancl

Citronelol

. 1-Nonanel

Alcool — 5-Metil-2-hexanol

Linalol

2-Etil-1-hexanol

3-Metil 1-Butanol
&-Cadinenc

M " a-Humuleno
onoterpeno e trans-p-Fameseno

- —
sesquiterpeno Cariofileno
Mirceno

T HAT
EHAT
Z HaT
v HaT
¥ 30T
€ 30T
T 301
Z 301

No intuito de verificar se as diferencas nas concentracdes dos compostos
influenciaram nas caracteristicas das cervejas, para as mesmas amostras, analises sensoriais
foram realizadas simultaneamente as analises cromatogréaficas. Foram avaliados pelo método
RATA os 27 atributos selecionados a partir do free listing e, apesar das diferencas observadas
para 0s compostos volateis, a maioria dos atributos ndo apresentou diferenca significativa na
frequéncia de citagbes e na intensidade. Os resultados obtidos para cada atributo sdo
apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Frequéncia de citacGes e intensidade RATA e analises de significancia dos
atributos avaliados para as cervejas preparadas com o lupulo Cascade.

Frequéncia de citacoes Intensidade RATA

RATA (%)
Atributos p-valor |
1DH 10E  Qde 1DH 10 PValor
teste t
Cochran
Cor amarelo caracteristico de 014 877 0405 3198 3111 0,686
cerveja tipo pilsen
Limpidez/translucidez 51,9 50,6 0,827 1,901 1,827 0,807
Presenca de espuma 66,7 704 0,467 1,531 1506 0,908
Turbidez/Opaca 38,3 40,7 0,670 1,000 1,099 0,667
Transparente 284 259 0,564 1,123 1,136 0,957
Aroma de Malte/Cevada 45,7 59,3 0,028* 1,457 2,025 0,042*
Aroma de Floral 32,1 24,7 0,180 1,049 0,741 0,196
Aroma de Ervas/Herbaceo 28,4 235 0,371 0,914 0,679 0,303
Aroma de Doce 185 16,0 0,637 0,642 0,494 0,482
Aroma de Lapulo 48,1 45,7 0,683 1,630 1,444 0,511

Aroma de Caracteristico de cerveja
tipo pilsen

Aroma de
Fermentado/Levedura/Mosto

51,9 50,6 0,841 1,963 1,901 0,845

40,7 34,6 0,297 1,284 1,074 0,411

Aroma de Citrico 28,4 247 0,577 0,802 0,654 0,484
Sabor Alcoolico 358 29,6 0,275 1,148 0,864 0,246
Sabor Frutado 28,4 247 0,467 0,914 0,802 0,643

Sabor Caracteristico de cerveja tipo 383 506 0,025 1407 1815 0175

pilsen

Sabor Fermentado/Levedura/Mosto 25,9 30,9 0,433 0,926 0,938 0,960
Sabor Doce 198 24,7 0,394 0,667 0,753 0,703
Sabor Lupulo 44,4 44,4 1,000 1,568 1,481 0,763
Sabor Malte 38,3 40,7 0,695 1,309 1,370 0,824
Sabor Amargo 56,8 46,9 0,170 1,951 1,259 0,013*
Sabor Refrescante 49,4 58,0 0,144 1,926 2,222 0,359
Picancia 148 111 0,467 0,457 0,333 0,490
Sabor Citrico 28,4 19,8 0,144 0,914 0,728 0,449
Carbonatacao 63,0 71,6 0,090 2,173 2,235 0,824
Encorpado 53,1 494 0,564 1,691 1519 0,517

*Indica uma diferenga significativa com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Conforme apresentado na Tabela 4, os avaliadores citaram 27 atributos diferentes
relacionados ao aroma, sabor e outras caracteristicas das cervejas. A frequéncia de citacdo dos
atributos, analisada pelo teste Q de Cochran, indicou diferencas significativas apenas para 0s
atributos "Aroma de Malte/Cevada” (p = 0,028) e "Sabor Caracteristico de cerveja tipo
pilsen™ (p = 0,025). O atributo "Aroma de Malte/Cevada” foi mais frequentemente citado na
cerveja 10E, o que também foi corroborado pela intensidade média significativamente maior

observada para este atributo (média = 2,025) em comparagdo a cerveja 1DH (média = 1,457).
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O “Sabor Caracteristico de cerveja tipo pilsen” apresentou maior frequéncia de citagdes na
cerveja 10E (média = 50,6), mas na intensidade ndo houve diferenca significativa entre as
amostras. Além disso, foi observada uma diferenca significativa para intensidade do atributo
"Sabor Amargo" (p = 0,013), sendo que a cerveja 1DH apresentou uma intensidade meédia
significativamente mais elevada (media = 1,951) em relacdo a 10E. Os demais atributos
foram mencionados para as duas cervejas, mas ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas na frequéncia de citagdes nem na intensidade, 0 que sugere caracteristicas
comuns entre as cervejas.

De modo geral, os resultados do RATA indicam que a cerveja com OE se destacou em
atributos associados ao aroma de malte/cevada e ao sabor caracteristico da cerveja tipo pilsen,
enquanto a cerveja com lupulo em pellet apresentou maior intensidade de sabor amargo.

Com a avaliacdo da aceitacdo das cervejas, verificou-se que ndo houve diferenca
significativa entre a média das notas (p = 0,304), sendo de 6,70 para 1DH e de 6,92 para 10E.
A Figura 6 apresenta os boxplots das notas de aceitacdo, sendo a nota média representada pela

cruz vermelha e as notas maximas e minimas pelos pontos pretos.

Figura 6 — Boxplots das notas de aceitacdo das amostras 1DH e 10E.
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Com os resultados da PCoA e da analise de penalty-lift, apresentadas na Figura 7,
pode-se relacionar os atributos a aceitacdo das cervejas com lupulo Cascade. Através da
PCoA pode-se observar os atributos que contribuiram positivamente para a aceitacdo das
cervejas, 0s quais se encontram mais proximos a ela no grafico. Dentre esses atributos estdo a
“limpidez/translucidez” (2), “transparente” (5), “aroma doce” (9), “sabor doce” (18) e “sabor

refrescante” (22). Com a analise de penalty-lift, o “sabor doce” e “sabor refrescante” também
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apresentaram contribui¢do positiva, além do “sabor frutado”, “sabor de lupulo” e “aroma

malte/cevada”.

Figura 7 — (A) PCoA e (B) analise de penalty-lift do RATA realizado para as cervejas
preparadas com lupulo Cascade.
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1- Cor amarelo caracteristico de cerveja tipo pilsen; 2 - Limpidez/translucidez; 3 - Presenca de
espuma; 4 - Turbidez/Opaca; 5 - Transparente; 6 - Aroma de Malte/Cevada; 7 - Aroma de Floral; 8 -
Aroma de Ervas/Herbaceo; 9 - Aroma de Doce; 10 - Aroma de Lupulo; 11 - Aroma de Caracteristico
de cerveja tipo pilsen; 12 - Aroma de Fermentado/Levedura/Mosto; 13- Aroma de Citrico; 14 - Sabor
Alcodlico; 15 - Sabor Frutado; 16 - Sabor Caracteristico de cerveja tipo pilsen; 17 - Sabor
Fermentado/Levedura/Mosto; 18 - Sabor Doce; 19 - Sabor Lupulo; 20 - Sabor de Malte; 21 - Sabor
Amargo; 22 - Sabor Refrescante; 23 - Picancia; 24 - Sabor Citrico; 25 - Carbonatagdo; 26 -
Encorpado; 27 - Retrogosto; 28 - Sabor de Ervas/Herbaceo; 29 - Aroma Frutado.

3.2 Estudo 2 — Lupulo Comet

Para as cervejas preparadas com o lupulo Comet, também foi possivel identificar as
diferencas entre os cromatogramas, conforme pode ser observado nos cromatogramas
sobrepostos da Figura 8, e nas ares relativas médias dos compostos identificados que sdo
apresentadas na Tabela 5. Assim como para o estudo 1, a escala de tempo de retencdo dos
cromatogramas da Figura 8 teve inicio em 10 min para melhor visualizacéo e o etanol ndo foi
apresentado nos compostos identificados da Tabela 5. Na cerveja pura, observa-se um nimero
reduzido de picos, enquanto na cerveja que passou pelo DH com o lapulo em pellet (2DH) e
na cerveja com OE (20E), com excecdo de trés compostos, € observada a presenca dos
mesmos picos, entretanto, com alteragdes na intensidade de alguns a depender da forma de
adicdo do lupulo. A tabela completa com as areas relativas médias os valores de desvio

padrdo pode ser consultada no material suplementar (Tabela S2).
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Figura 8 — Cromatogramas sobrepostos das cervejas produzidas com o ltpulo Comet (2DH e

20E) e da cerveja pura.
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Tabela 5 — Média das areas relativas dos compostos identificados nas cervejas pura, com DH
com o lapulo Comet em pellet e com OE do IGpulo Comet (N = 4).

(Continua)
Tempo % éarea

Composto d(emli?r(]a)t. IRExp. IR Pura 2DH 20E
Monoterpenos e Sesquiterpenos
1 Mirceno 12.42 989 988 0.48 4.77 2.04
2 Limoneno 14.21 1028 1024 - 0.04 0.02
3 B-Felandreno 14.26 1029 1025 - 0.05 0.02
4 (2)-B-Ocimeno 15.03 1045 1032 - 0.27 0.12
5 B-Cariofileno 32.22 1419 1417 - 1.14 0.69
6 a-Humuleno 33.71 1454 1452 0.08 0.06 0.05
7 B-Selineno 35.11 1488 1489 - 0.44 0.32
8 a-Selineno 35.41 1495 1498 - 0.42 0.25
9 Selina-4(19),11-dieno 37.04 1536 - - 0.06 0.04
10 Selina-3,7(11)-dieno 37.24 1542 1545 - 0.04 0.04
Alcoois
11 3-Metil 1-Butanol* 4.00 721 731 418 333 3.12
12 2-Metil 1-Butanol* 4.06 723 724 138 1.03 0.97
13 1-Octeno-3-ol 12.03 980 981 - 0.11 -
14 Linalol 17.61 1100 1095 0.09 112 1.23
15 2-Decanol 17.74 1102 1198 - 035 0.34
16 Alcool feniletilico* 18.28 1114 1117 356 281 2.89
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Tabela 5 — Média das areas relativas dos compostos identificados nas cervejas pura, com DH
com o lapulo Comet em pellet e com OE do lupulo Comet (N = 4).
(Continuacgéo)

Tempo % area

Composto d(inl:i{r?)t' IRExp. IR Pura 2DH 20E
Alcoois
17 Citronelol 23.68 1227 1228 - 0.14 0.17
18 Geraniol 24.78 1251 1249 - 0.18 0.14
19 Isdmero ramificado do 2-Undecanol 25.50 1266 - 0.04 0.26
20 2-Undecanol* 27.14 1301 1303 0.05 0.10 045
21 Dodecanol* 34.53 1474 1469 0.35 0.26 0.15
Esteres
22 Propanoato de etila* 3.53 702 711 0.04 0.03 -
23 1,1-Dietoxyetano* 3.80 713 725 329 269 295
24 Acetato de isobutila* 4.73 750 761 0.07 0.05 0.05
25 Butanoato de etila* 5.37 775 802 035 0.26 0.26
26 1,1-Dietoxy-2-metilpropano* 7.04 840 859 0.08 0.06 0.07
27 Acetato de isoamila* 7.76 867 869 6.76 524 511
28 Acetato de 2-metilbutila* 7.83 869 877 0.89 0.71 0.77
29 Pentanoato de etila* 8.63 900 901 0.11 0.10 0.10
30 Isobutirato de isobutila 9.16 912 908 - 0.18 0.19
31 1,1-Dietoxi-3-metilbutano* 10.70 948 955 0.23 0.21 0.23
32 4-Metilpentanoato de etila 11.33 963 969 - 0.04 -
33 Propionato de 2-metilbutila 11.59 969 969 - 031 054
34 Hexanoato de etila* 12.85 999 997 558 4.14 3.01
35 Isobutirato de 3-metilbutila 13.45 1012 1013 - 0.60 0.68
36 Isobutirato de 2-metilbutila 13.59 1015 1017 - 1.31 1.60
37 4-Metilenhexanoato de metila 14.08 1025 - 0.79 0.98
38 Isobutirato de (E)-2-metil-2-butenila  15.33 1052 1059 - 0.04 0.06
39 5-Metilhexanoato de etila 15.75 1060 1064 - 0.04 0.02
40 Isdmero do heptanoato de etila 16.15 1069 - 0.07 0.05
41 Heptanoato de etila 17.49 1097 1097 - 0.19 0.11
42 Isbmero do octanoato de etila 20.45 1159 - 0.37 0.25
43 Octanoato de etila 22.34 1199 1196 - 13.74 9.98
44 Acetato de octila* 22.89 1210 1211 0.12 0.08 0.18
45 Acetato de 2-nonanol 23.95 1233 1236 - 0.02 0.05
46 Acetato de B-feniletila* 24.88 1253 1256 1.15 0.82 1.04
47 Isbmero do nonanoato de etila 25.37 1263 - 0.10 0.08
48 Nonanoato de etila 26.77 1293 1294 0.06 0.11 0.16
49 Acetato de n-nonila 27.43 1308 1309 - 0.01 0.08
50 Geranato de metila 27.91 1319 1322 0.04 058 1.09
51 Acetato de citronelol 29.17 1348 1354 0.02 0.08 0.30
52 Acetato de nerila 29.56 1357 1359 - 0.12 0.25

53 Acetato de geranila 30.43 1377 1379 - 1.24 2.26
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Tabela 5 — Média das areas relativas dos compostos identificados nas cervejas pura, com DH
com o lapulo Comet em pellet e com OE do lupulo Comet (N = 4).
(Conclusao)

Tempo % area

Composto d(inl:i{r?)t' IRExp. IR Pura 2DH 20E
Esteres
54 9-Decenoato de etila 30.80 1385 1388 043 094 134
55 Decanoato de etila* 31.19 1394 1396 850 4.26 5.38
56 Propanoato de geranila 34.26 1468 1475 - 0.18 0.24
57 Isobutirato de geranila 35.84 1506 1514 - 0.35 0.81
58 Dodecanoato de etila 39.26 1593 1594 - 1.74 354
Tioésteres
59 S-metil tiopentanoato 10.19 936 942 - 0.05 0.07
60 S-metil tio-3-metilbutanoato 10.25 938 938 - 0.03 0.05
61 S-metil tiohexanoato 15.52 1056 1063 - - 0.10
Cetonas
62 2-Nonanona 17.17 1090 1087 - 0.21 0.17
63 2-Decanona 20.28 1155 - 0.06 0.04
64 Isdmero ramificado da 2-Undecanona  24.99 1255 1293 - 0.30 0.40
65 2-Undecanona 26.65 1291 1293 - 040 051

*Compostos ndo incluidos na PCA e mapa de calor.

Para melhor compreensdo de como os compostos se diferenciam nas cervejas com DH
e com OE, foi feita a PCA (Figura 9) e o mapa de calor (Figura 10) a partir dos dados de cada
um dos compostos, excluindo aqueles que estdo presentes na cerveja pura em quantidades
préximas as cervejas com lUpulo e que ndo sdo compostos provenientes do ltpulo (destacados
na Tabela 5).

Na PCA (Figura 9A), nota-se no grafico de scores a separacao entre as cervejas 2DH e
20E na PC1, a qual explica 61,9% dos dados. Com o grafico de loadings (Figura 9B)
observa-se as variaveis que causaram essa separacdo. Na regido negativa da PC1 no grafico de
loadings, que corresponde a regido onde se concentra as amostras 2DH, estdo 0s mono e
sesquiterpenos Mirceno (1), Limoneno (2), PB-Felandreno (3), (Z)-B-Ocimeno (4), B-
Cariofileno (5), a-Humuleno (6), B-Selineno (7), a-Selineno (8) e Selina-4(19),11-dieno (9), o
alcool terpénico Geraniol (18) e alguns ésteres mais leves. Na regido positiva da PC1 estdo
localizados os compostos que se destacaram na cerveja 20E, dentre eles os ésteres mais
pesados, a partir do isdmero do nonanotato de etila (47), como o Geranato de metila (50), o
Acetato de citronelol (51), o Acetato de nerila (52) e o Acetato de geranila (53). Os tioésteres

(59, 60 e 61) tambem estdo nessa regido, além os demais alcoois, dentre eles o Linalol (14) e



101

Citronelol (17), e as demais cetonas que ndo foram identificadas na regido correspondente a

cerveja 2DH.

Figura 9 — Gréafico de (A) scores e (B) loadings para a PCA das cervejas preparadas com
lapulo Comet 2DH (o) ¢ 20E (m).

A Scores Plot B
S 0.00 L
o 2DH
= 20E
02 030 é’
-0.05 —
032 q;,g
n — 013
043
010 4 o1 09 o038
= o 8992
=3 0] o 018 17
puct @ o4 a %
[=2]
= o §-015A 3% ° ~
o~ g 03 o15 o g
g . 041 064
. -0.20 @uo
03665
wn o S 06 o 10
-0.25 — 062
-0.30
e 047
T L T T T T
-5 0 5 3 2 3
PC 1(61.9 %) Loadings 1

Legenda: 1. Mirceno; 2. Limoneno; 3. B-Felandreno; 4. (Z)-B-Ocimeno; 5. B-Cariofileno; 6. o-
Humuleno; 7. B-Selineno; 8. a-Selineno; 9. Selina-4(19),11-dieno; 10. Selina-3,7(11)-dieno; 13. 1-
Octeno-3-ol; 14. Linalol; 15. 2-Decanol; 17. Citronelol; 18. Geraniol; 19. Isbmero ramificado do 2-
Undecanol; 30. Isobutirato de isobutila; 32. 4-Metilpentanoato de etila; 33. Propionato de 2-
metilbutila; 35. Isobutirato de 3-metilbutila; 36. Isobutirato de 2-metilbutila; 37. 4-Metilenhexanoato
de metila; 38. Isobutirato de (E)-2-metil-2-butenila; 39. 5-Metilhexanoato de etila; 40. Isdbmero do
heptanoato de etila; 41. Heptanoato de etila; 42. Isbmero do octanoato de etila; 43. Octanoato de etila;
45. Acetato de 2-nonanol; 47. Isbmero do nonanoato de etila; 48. Nonanoato de etila; 49. Acetato de
n-nonila; 50. Geranato de metila; 51. Acetato de citronelol; 52. Acetato de nerila; 53. Acetato de
geranila; 54. 9-Decenoato de etila; 56. Propanoato de geranila; 57. Isobutirato de geranila; 58.
Dodecanoato de etila; 59. S-metil tiopentanoato; 60. S-metil tio-3-metilbutanoato; 61. S-metil
tiohexanoato; 62. 2-Nonanona; 63. 2-Decanona; 64. Isbmero ramificado da 2-Undecanona; 65. 2-
Undecanona.

Com o mapa de calor (Figura 10) é observada a mesma tendéncia mencionada para
PCA e para as areas relativas. O vermelho mais intenso para 0S mono e sesquiterpenos na
cerveja 2DH indica a maior presenca deles quando o lapulo em pellet é utilizado, enquanto

para a cerveja com OE nota-se a maior presenca dos ésteres mais pesados e dos tioésteres.
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Figura 10 — Mapa de calor dos compostos volateis presentes nas cervejas preparadas com

lUpulo Comet.
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Com os resultados de area relativa média, PCA e mapa de calor, nota-se que o mirceno
se destaca mais na amostra 2DH. Essa mesma tendéncia pode ser observada para os demais
monoterpenos e também os sesquiterpenos (compostos 1 a 10). Para os alcoois (compostos 11
a 21), nota-se que os compostos variam, sendo alguns mais intensos na amostra 2DH, como o
Geraniol (18), e outros mais intensos na 20E, como o Citronelol (17). Para os ésteres
(compostos 22 a 58), de forma geral, também observa-se uma variacdo para aquelas mais
leves. Entretanto, a partir do acetato de octila (composto 44), verifica-se, em geral, maiores
areas para a cerveja 20E, dentre os quais se destacam os ésteres derivados de terpenos, sendo
eles 0 Geranato de metila (50), o Acetato de citronelol (51), o Acetato de nerila (52), o
Acetato de geranila (53), o Propanoato de geranila (56) e o Isobutirato de geranila (57). Trés
tioésteres foram identificados nas cervejas (compostos 59, 60 e 61), dos quais, 0 S-metil
tiopentanoato e o S-metil tiohexanoato foram identificados no OE do lupulo. Os trés
apresentaram maiores areas relativas na cerveja 20E, e o S-metil tiohexanoato ndo foi
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identificado na cerveja 2DH. Quatro cetonas também foram identificadas nas cervejas, para as
quais ndo foi observada uma distin¢do clara entre OE e DH.

Os impactos das diferencas observadas para os compostos foram avaliados com
anélises sensoriais, demonstrando que para a maioria dos atributos ndao houve diferenca
significativa entre 0 DH e o uso do OE. Os resultados para cada atributo avaliado com o
método RATA s&o exibidos na Tabela 6. Para a frequéncia de citagdes, o atributo "Aroma de
Malte/Cevada” (p = 0,050) apresentou diferenca significativa, sendo mais citado na cerveja
com OE (20E), entretanto, para intensidade ndo houve diferenca significativa entre as
cervejas 2DH (média = 1,523) e 20E (média = 1,920). Para o atributo “Sabor Amargo”
também foi observada uma diferenca significativa na frequéncia de citacdes (p = 0,016), o que
também ocorreu para a intensidade deste atributo, apresentando uma média maior para a
cerveja 2DH (média = 1,693) em comparacdo a 20E (média = 1,000). Os demais atributos
ndo apresentaram diferencas significativas na frequéncia de citagbes nem na intensidade para

as duas formas de adic&o do lupulo.

Tabela 6 — Frequéncia de citacdes e intensidade RATA e analises de significancia dos
atributos avaliados para as cervejas preparadas com o Comet.

(Continua)
Frequéncia de citagdes .
Atributos RATA (%) Intensidade RATA
2DH 20E p-valor 2DH 20E  p-valor

Cor amarelo caracteristico de

IR 90,9 909 1,000 3,330 3,114 0,297
cerveja tipo pilsen

Limpidez/translucidez 51,1 56,8 0,336 1,86 1,909 0,747
Presenca de espuma 53,4 60,2 0,257 1,068 1,295 0,259
Turbidez/Opaca 50,0 455 0,433 1,716 1,455 0,335
Aroma de Malte/Cevada 46,6 56,8 0,050 1,523 1,920 0,139
Aroma de Frutado 55,7 47,7 0,223 2,023 1,716 0,297
Aroma de Ervas/Herbaceo 31,8 26,1 0,251 1,102 0,864 0,342
Aroma de Doce 33,0 330 1,000 1,102 1,067 0,855
Aroma de Lupulo 432 47,7 0,433 1511 1,693 0,523

Aroma de Caracteristico de cerveja
tipo pilsen
Aroma de
Fermentado/Levedura/Mosto

38,6 38,6 1,000 1,466 1,557 0,764

39,8 318 0,223 1,352 1,080 0,292

Aroma de Citrico 38,6 432 0,505 1,261 1,466 0,435
Carbonatacao 55,7 56,8 0,862 1,784 1841 0,830
Encorpado 61,4 59,1 0,715 2,000 1,886 0,664
Sabor Alcoolico 26,1 239 0,655 0,795 0,670 0,542
Sabor Frutado 47,7 46,6 0,847 1557 1,602 0,869

Sabor Caracteristico de cerveja tipo

pilsen 43,2 38,6 0,394 1,716 1,500 0,478
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Tabela 6 — Frequéncia de citacGes e intensidade RATA e analises de significancia dos
atributos avaliados para as cervejas preparadas com o Comet.

(Concluséo)

Frequéncia de citacdes .
Atributos RATA (%) Intensidade RATA
2DH 20E p-valor 2DH 20E  p-valor

Sabor Fermentado/Levedura/Mosto 34,1 28,4 0,369 1,182 0,977 0,424

Sabor Doce 26,1 33,0 0,239 0,864 1,102 0,328
Sabor Lapulo 39,8 43,2 0,564 1,250 1,386 0,591
Sabor Malte 42,0 39,8 0,617 1,409 1,375 0,898
Sabor Amargo 50,0 35,2 0,016* 1,693 1,000 0,008*
Sabor Refrescante 45,5 56,8 0,096 1,807 2,239 0,173
Sabor Ervas/Herbaceo 28,4 22,7 0,275 1,000 0,795 0,409
Sabor Citrico 29,5 38,6 0,131 0,989 1,284 0,241
Retrogosto 18,2 21,6 0,467 0,591 0,568 0,904

*Indica uma diferenga significativa com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

A aceitacdo geral das cervejas também foi avaliada, sendo os boxplots com as notas
médias das cervejas apresentados na Figura 11. Para a cerveja as notas médias de aceitacao,
representadas pela cruz vermelha, foi de 6,67 para a 2DH e para 20E de 6,92, as quais ndo
apresentaram diferencas significativas (p = 0,305), demonstrando que também houve
equivaléncia estatistica na aceitacdo para cervejas produzidas com 2 g L de lipulo Comet

em pellet ou o equivalente de OE.

Figura 11 — Boxplots das notas de aceitacdo das amostras 2DH e 20E.
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Na Figura 12 sdo apresentados os resultados da PCoA e da analise de Penalty-Lift do
RATA para as cervejas 2DH e 20E. No PCoA observa-se que 0s principais atributos

responsaveis pela aceitacdo das cervejas sdao aroma doce (9), aroma citrico (13), sabor doce
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(18), sabor refrescante (22), sabor citrico (24) e aroma frutado (29). Na analise de Penalty-Lift
nota-se que sabor refrescante, aroma e sabor doce, sabor e aroma frutado, e sabores alcodlico,
de malte e de lupulo foram os que causaram maior impacto positivo na aceitacao, enquanto o

retrogosto (27) e o sabor amargo (21) influenciaram negativamente na aceitacéo.

Figura 12 — (A) PCoA e (B) analise de penalty-lift do RATA realizado para as cervejas
preparadas com lGpulo Comet.
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1- Cor amarelo caracteristico de cerveja tipo pilsen; 2 - Limpidez/translucidez; 3 - Presenca de
espuma; 4 - Turbidez/Opaca; 5 - Transparente; 6 - Aroma de Malte/Cevada; 7 - Aroma de Floral; 8 -
Aroma de Ervas/Herbaceo; 9 - Aroma de Doce; 10 - Aroma de Lupulo; 11 - Aroma de Caracteristico
de cerveja tipo pilsen; 12 - Aroma de Fermentado/Levedura/Mosto; 13- Aroma de Citrico; 14 - Sabor
Alcodlico; 15 - Sabor Frutado; 16 - Sabor Caracteristico de cerveja tipo pilsen; 17 - Sabor
Fermentado/Levedura/Mosto; 18 - Sabor Doce; 19 - Sabor Lupulo; 20 - Sabor de Malte; 21 - Sabor
Amargo; 22 - Sabor Refrescante; 23 - Picancia; 24 - Sabor Citrico; 25 - Carbonatagdo; 26 -
Encorpado; 27 - Retrogosto; 28 - Sabor de Ervas/Herbaceo; 29 - Aroma Frutado.

4 DISCUSSAO

Avaliando a composicdo dos OE nota-se que 0s compostos mais abundantes sdo
hidrocarbonetos em ambos os casos, como esperado para as variedades estudadas. Para o
lUpulo Cascade o composto majoritario € o monoterpeno Mirceno (41,16%), seguido pelos
sesquiterpenos a-Humuleno (18,53%), trans-B-Farneseno (12,57%), B-Cariofileno (7,35%), a-
Selineno (1,61%) e B-Selineno (1,13%). Para o lupulo Comet, o Mirceno (47,68%) também é
0 composto majoritario, seguido por trés sesquiterpenos, B-Cariofileno (14,81%), a-Selineno
(6,64%) ¢ B-Selineno (6,04%). Os hidrocarbonetos, tanto 0s mono quanto 0s sesquiterpenos,
sd0 compostos que apresentam como caracteristica comum a alta volatilidade e a baixa
solubilidade em agua. Dentre eles, 0 mirceno é o composto mais abundante, o que, de forma

geral, se repete para a maioria dos ldpulos. Ele se caracteriza por conferir o aroma
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caracteristico de lupulo, sendo descrito pelos aromas herbaceo, resinoso, verde, balsamico e
de lupulo fresco (Almaguer et al., 2024). Por outro lado, ha compostos minoritarios que
podem possuir aromas intensos e baixos limiares de percepcdo, resultando em um
significativo impacto aromatico mesmo em baixas concentracbes. Entre eles estdo o0s
compostos contendo enxofre, como tiois e tioésteres, que representam uma fracdo menor que
1% dos OEs de lupulo, mas inclui compostos com baixos limiares de percepcdo, alguns
abaixo de 0,1 pg L, como é o caso do tiol 4-mercapto-4-metilpentan-2-ona, com limiar de
0,0015 ng L?, o qual ndo foi encontrado nos OEs analisados. No OE do Comet foram
identificados dois tioésteres, o S-metil tiopentanoato (0,04%) e o S-metil tiohexanoato
(0,02%). O S-metil tiohexanoato se destaca por apresentar grande contribuicdo para o aroma
do ldpulo, apresentando caracteristicas de aroma herbal e frutado, enquanto o S-metil
tiopentanoato foi descrito com aroma de queijo, porém, os valores de limiar de percepcao
desses compostos nao foram encontrados na literatura (Berger et al., 1999; Durello, Silva,
Bogusz, 2019; Hrn¢ic et al., 2019).

4.1 Estudo 1 - Lupulo Cascade

Ao adicionar o lupulo Cascade na etapa de DH na producdo das cervejas, pode-se
observar as diferencas nas areas relativas ao comparar a cerveja sem DH, com DH com ltpulo
em pellet e a com OE. A auséncia de compostos na cerveja pura é justificavel devido ao
lupulo ser o responsavel por grande parte dos volateis da cerveja que conferem aroma e sabor
as bebidas. Considerando os compostos do IUpulo, nota-se a presenca na cerveja de alguns
gue ndo foram identificados no OE, mas que estdo diretamente associados ao lGpulo. O
citronelol, por exemplo, foi identificado nas cervejas, mas foi ndo identificado nos dleos
essenciais. 1sso pode ocorrer devido a presenca de levedura ativa ap6s a adi¢do do lupulo e do
OE na etapa de DH, podendo resultar na biotransformacdo de alguns compostos. Dentre as
biotransformacdes que podem ocorrer, o citronelol, o linalol, acetato geranila e acetato de
citronelila, podem ser formados a partir do geraniol. E para o linalol também é relatada sua
formacé&o a partir do nerol (Monacci et al., 2024; Roberts et al., 2024; Takoi et al., 2010).

Quanto as cervejas 1DH e 1OE, as diferencas entre as areas relativas de alguns
compostos é resultado das diferengas nas concentragfes dos mesmos nas bebidas. Isso indica
que a transferéncia e retencdo dos compostos do OE para a cerveja se diferencia ao usar o
pellet do lUpulo ou OE. Isso é melhor observado graficamente através da PCA e do mapa de

calor. Os resultados dos dois métodos indicam que a cerveja 10E apresentou um maior
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nimero de compostos com maior intensidade quando comparada a 1DH, o que pode ser
associado a baixa taxa de transferéncia dos compostos do lupulo para a cerveja quando se usa
o lapulo em pellet. Com relagdo a isso, com o uso do ldpulo no DH, é relatada uma taxa de
transferéncia menor que 5% de alguns compostos que compdem o OE para a cerveja, devido a
baixa polaridade dos mesmos (Hauser, Lafontaine, Shellhammer, 2019). Quando se usa 0 OE
do lupulo, esses compostos ja foram extraidos previamente das glandulas de lupulina e
encontram-se em contato direto com a cerveja. Em contrapartida, com o DH os compostos
tém que ser extraidos antes de se solubilizar na cerveja. Ou seja, a totalidade do OE contido
no pellet ndo esta em contato direto com a cerveja. Ja para o OE, todo o OE contida naquela
massa de lupulo estad em contato direto com a cerveja. Essa maior disponibilidade do OE pode
contribuir para que os compostos sejam melhor retidos na cerveja, considerando a dosagem de
6leo e de lupulo que foi utilizada. Apesar das diferengas observadas entre a concentracao dos
volateis nas cervejas, nenhuma tendéncia clara entre as diferentes classes de compostos foi
constatada.

Mesmo com as diferengas na concentragdo dos compostos, o que poderia resultar em
cervejas com caracteristicas sensoriais completamente diferentes, a avaliagcdo da aceitacdo nao
apresentou diferenca significativa para as duas formas de uso de lGpulo, o que indica a
possibilidade de uso do OE na producéo de cervejas nas quantidades usadas nesse estudo.

A aceitacdo semelhante entre as cervejas pode ser justificada pelo fato da maioria dos
atributos sensoriais avaliados ndo apresentarem diferenca significativa, com excecdo do
“sabor amargo”, do “sabor caracteristico de cerveja pilsen” e do “aroma de Malte/Cevada”. O
amargor se destacou mais na cerveja 1DH, o que pode ser explicado pela adi¢do de ltpulo em
pellet, o qual também contém compostos ndo volateis secretados pelas glandulas de lupulina
do lapulo (como resinas, polifendis, etc) que sdo transferidos para a cerveja. Ja na adi¢do de
OE, apenas os compostos volateis sdo adicionados a cerveja. Embora durante o processo de
DH a cerveja seja mantida em baixas temperaturas, o que impede a isomerizagdo de a-acidos
a iso-a-4cidos, pode ocorrer a extracdo das humulinonas presentes no pellet, que sdo a-acidos
oxidados que sdo solubilizados na cerveja e apresentam contribuicdo significativa para o
amargor em cervejas submetidas ao DH (Durello, Silva, Bogusz, 2019; Machado et al., 2019).
Estudos sugerem que as humulinonas contribuem em até para 28% o amargor de cervejas que
passaram pelo DH. Em uma cerveja que se utilizou o lupulo Cascade no DH em concentracdo
de 3,87 g L%, a concentracdo de humulinonas apds 3 dias a 16 °C foi de 13 mg L, o que
resultou em um aumento do IBU de 40, antes do processo, para 49 (Klimczak, Cioch-

Skoneczny, 2023). Portanto, a presenca das humulinonas pode explicar o fato da cerveja 1DH
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ter o amargor mais intenso que a 10E. Além disso, como as cervejas ndo foram filtradas,
pequenos fragmentos de lUpulo soélido podem ter ficado em suspensdo, o que também pode
contribuir para o amargor, embora atributos como “limpidez/translucidez”, “turbidez/opaca” e
“transparente”, que poderiam também serem afetados, ndo apresentaram diferengas
significativas. Em contrapartida, como na cerveja com OE ndo ocorre a extracdo das
humulinonas e ndo ha a presenca de lupulo em suspensdo, mantendo 0 amargor menos
intenso, outras caracteristicas se tornam mais evidentes, em especial para provadores comuns
e sem treinamento. Isso pode ter contribuido para que os provadores tenham avaliado essa
cerveja com maior presenca do sabor caracteristico de cerveja tipo pilsen.

Para a aceitagdo das cervejas, 0s atributos que contribuiram positivamente podem ser
relacionados as caracteristicas que o lupulo Cascade confere a bebida, sendo relatadas
contribuicGes para atributos citricos, herbais/cha e frutados (Krofta, Mikyska, Vrzal, 2024). O
sabor frutado foi mencionado como um dos fatores que contribuiram para a aceitacdo das
cervejas, sendo um atributo caracteristico do lupulo Cascade e que pode ser associado a
presenca de alcoois monoterpénicos, como linalol, geraniol e citronelol, que estdo
relacionados a aromas floral e citrico. Sabores frutados também sdo caracteristicos dos
compostos acetato de geranila, acetato de citronelol e geranato de metila (Paiva, Hantao,
2020; Takoi et al., 2010). Dentre esses compostos, com exce¢do do geraniol, todos foram
identificados nas cervejas 1DH e 10E, contribuindo para as caracteristicas frutadas dessas
bebidas. O linalol foi mais intenso na 1DH, enquanto citronelol, acetato de geranila, acetato
de citronelol e geranato de metila foram mais intensos na 10E.

A contribuicdo positiva do aroma de malte/cevada para a aceitacdo das cervejas pode
ser relacionada as caracteristicas de aroma frutado e doce. Além disso, ao intensificar as
caracteristicas do lGpulo nas cervejas, as caracteristicas relativas ao malte tendem a ser
suprimidas (Dietz et al., 2022). Assim, pelo fato dos provadores serem consumidores comuns,
muitos deles podem n&o estar habituados com cervejas mais lupuladas. Isso pode ter
contribuido para que, considerando as cervejas de forma geral, o aroma de malte/cevada seja
um atributo que contribua positivamente para aceitacdo. Por fim, cabe destacar que a adicdo
de OE também ndo causou impactos no atributo “presenca de espuma”. A presenga
substancias hidrofobicas, como é o caso do OE, pode contribuir para a estabilidade e
persisténcia da espuma da cerveja. 1sso ocorre por apresentarem a tendéncia a deixarem o
corpo da cerveja, constituido por substancias polares, como o agua e etanol, a se concentrarem
na interface (Durello et al., 2019). Entretanto, para as condi¢des avaliadas, o OE adicionado

néo foi capaz de causar uma diferenca significativa em relagdo do DH.
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4.2 Estudo 2 — Lupulo Comet

Para as cervejas preparadas na segunda etapa, com o lupulo Comet, também é
observado um maior nimero de compostos nas cervejas 20E e 2DH em relacdo a cerveja
pura, decorrente do lupulo adicionado. Considerando a proporcionalidade entre as areas dos
picos e a concentracdo dos compostos, para as cervejas 20E e 2DH nota-se diferencas entre a
concentracdo dos compostos. Pelo que se pode notar, ao comparar as areas relativas, as
diferencas entre as amostras 2DH e 20E ficaram mais evidentes para as cervejas com o lupulo
Comet do que para aquelas em que se usou o lupulo Cascade. Isso deve estar diretamente
relacionado a dosagem de llpulo usada nos dois estudos, ja que no primeiro foi usado 1 g L
(e o equivalente de OE), sendo a metade da quantidade usada para o Iupulo Comet. Além
disso, o lupulo Comet apresentou um teor de OE mais alto, sendo de 2,01 mL por 100 g,
enquanto o Cascade apresentou um teor de 0,74 mL por 100 g. Isso implica em uma
quantidade de OE adicionada diretamente na cerveja cerca de 4,5 vezes maior que no primeiro
estudo. Essa diferenca mais acentuada entre as duas formas de adicdo do lGpulo atende um
dos objetivos dessa segunda etapa, que seria evidenciar o contraste entre as cervejas
preparadas para tornar mais claro os efeitos sensoriais da adicdo do OE na cerveja.

Os resultados demonstram que 0S mono e sesquiterpenos sdo mais intensos na cerveja
2DH, o que pode ser explicado pela alta volatilidade e baixa solubilidade desses compostos.
Uma possivel explicacdo para o fato observado € que, quando o OE é colocado na cerveja
esses compostos nao devem ser totalmente solubilizados imediatamente, de modo que uma
parte fique suspensa e imiscivel na superficie da cerveja, podendo ser perdidos por
volatilizacdo. Essa perda pode ocorrer uma vez que o sistema de fermentacdo usado ndo é
pressurizado e, para alguns compostos, o tempo de volatilizacdo deve ser menor que o de
solubilizacdo na cerveja. Em contrapartida, no DH esses compostos estdo retidos no pellet e a
cinética de transferéncia de massa dos compostos do lupulo para a cerveja deve ser baixa. 1sso
contribui para que eles ndo se volatilizem com tanta facilidade, pois devem ser liberados
lentamente do lGpulo diretamente para a cerveja. Assim, a partir do pellet, os compostos
devem ser transferidos para a cerveja mais lentamente, possibilitando mais tempo para
solubilizacéo e evitando que ocorra perdas por volatilizagao.

Nas cervejas produzidas com o ldpulo cascade o inverso ocorreu, sendo que a
produzida com OE apresentou maior concentracdo de mono e sesquiterpenos. 1sso pode estar
relacionado a quantidade de OE e a solubilidade desses compostos. Como foi utilizada uma

menor quantidade de OE do lupulo cascade, 0os compostos devem ter apresentado uma
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solubilizacdo mais eficiente na cerveja, ou seja, a taxa de solubilizacdo foi maior que a de
volatilizacdo, o que pode ser associado ao limite de solubilidade dos compostos. Quando se
usa o pellet, o maior teor de OE do lupulo deve possibilitar a transferéncia de uma maior
concentracdo dos compostos para cerveja, assim a transferéncia dos compostos pode néo ter
sido tdo eficiente para o cascade devido ao seu baixo teor de OE em comparacdo ao ldpulo
comet. Em contrapartida, com o comet se usou uma maior quantidade de OE, o qual, ao ser
adicionado na cerveja, pode ter ficado momentaneamente suspenso na superficie devido a
baixa solubilidade, ocorrendo perdas dos compostos mais volateis. Caso o OE fosse
adicionado ao final da etapa de DH com o intuito de evitar perdas, talvez os resultados fossem
mais favoraveis aos volateis do OE. Contudo, as adi¢des foram feitas no mesmo momento
para ambos o0s estudos para melhor comparacao dos resultados.

Por outro lado, como observado anteriormente pelas areas relativas, observa-se no
mapa de calor que os ésteres mais pesados e tioésteres se destacam nas cervejas com OE. Por
serem mais polares que os alcanos e, em geral, apresentarem temperaturas de ebulicdo mais
altas, esses compostos ndo se volatilizam com tanta facilidade quanto os mono e
sesquiterpenos, além de serem mais solUveis na cerveja. Assim, como no OE eles estdo mais
disponiveis do que no pellet, as cervejas com OE devem ter maior concentragdo desses
compostos. Com o lupulo em pellet, esses compostos podem ndo ser totalmente transferidos
para a cerveja, de modo que, ap6s o processo de DH, o ldpulo ainda deve conter certa
concentracdo dos mesmos (Hauser; Lafontaine, Shellhammer, 2019). Entretanto, ndo foi
possivel determinar a quantidade de OE remanescente nos lupulos usados, pois 0s mesmos
foram adicionados diretamente a cerveja e ficam misturados com as leveduras ao final do
processo, sendo inviavel a remoc¢édo apenas dos Iupulos para anélise.

Quanto as caracteristicas sensoriais, nota-se que o padrdo se repete quando se usa 0
lUpulo em pellet, destacando o amargor, assim como aconteceu quando se usou o ldpulo
Cascade, 0 que também pode ser associado a presenca do lGpulo em pellet que possibilita a
extracdo das humulinonas. Enquanto para a cerveja com OE, o amargor menos intenso
possibilita que outras caracteristicas se destaquem. Ainda assim, as diferencas observadas ndo
causaram impacto na aceitacdo das cervejas, mesmo utilizando outra variedade de lupulo e em
uma dosagem maior. Isso pode ter ocorrido devido ao baixo impacto aromatico dos
compostos que apresentaram maior diferenca de concentracdo entre as cervejas, uma vez que
uma dosagem de 2 g L de DH ¢é suficiente para aumentar o aroma de l(pulo da cerveja. O
mirceno, por exemplo, teve, aproximadamente, o dobro da area relativa na cerveja 2DH.

Apesar disso, esse composto, por si s0, ndo apresenta grande impacto aromatico, ainda que
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seja percursor de compostos de grande impacto aromatico, como linalol e geraniol (Hauser,
Lafontaine, Shellhammer, 2019). Esses dois compostos, por sua vez, ndo apresentaram areas
relativas tdo diferentes entre as cervejas 2DH e 20E.

Observando os atributos que contribuiram positivamente para a aceita¢do, nota-se uma
certa semelhanca entre as cervejas preparadas com os dois lupulos, com alguns atributos a
mais nas cervejas com o lupulo Comet. Dentre os atributos que contribuiram positivamente,
as caracteristicas de sabor e aroma citrico, frutado, doce e refrescante podem ser diretamente
relacionadas ao perfil aromético do lupulo Comet, o qual é caracterizado, principalmente, pelo
aroma citrico, de frutas doces, frutas verdes e floral (BarthHaas, 2025).

Quanto as contribuicdes negativas, o retrogosto foi incluido no RATA a partir do free
listing, e ndo apresentou uma especificacdo clara pelos provadores. Apesar disso, é relatado
na literatura a associacdo entre alguns sesquiterpenos, em especial B-cariofileno ¢ o-
humuleno, e a sensagdo de um amargor persistente, que pode ser relacionado ao retrogosto
relatado pelos provadores (Dietz et al., 2021). O B-cariofileno se destacou principalmente na
cerveja 2DH, o que pode ter contribuido para o retrogosto e também para serem classificadas
como mais amargas. Para as cervejas com o lupulo cascade o retrogosto ndo foi relatado, o
que pode ser explicado pela menor concentracdo desse composto naquelas cervejas. Nesse
contexto, considerando os atributos com impacto positivo, e 0 amargor e 0 retrogosto, que
apresentaram impacto negativo na aceitacdo, pode-se fazer uma associacdo ao fato dos
provadores serem consumidores comuns de cerveja, que ndo passaram por nenhum tipo de
treinamento. Com isso, estando habituados a consumir cervejas com amargor e aroma de
lpulo menos acentuado, eles tendem a valorizar atributos relativos a sabor refrescante,
sabores e aromas doces e frutados, enquanto avaliam como negativo o sabor amargo e
retrogosto que podem estar associados aos compostos do ltpulo (Ivanova et al., 2023). Além
disso, 0 maior numero de atributos relacionados a aceitacdo da cerveja com lupulo Comet
guando comparado as cervejas com ldpulo Cascade, também pode estar associado a maior
concentracdo de lupulo e de OE nas cervejas com o Comet, 0 que torna mais perceptivel
alguns aromas e sabores.

Por fim, pode-se dizer que as modificacGes aromaticas causadas pela forma de adicéo
do lupulo ndo resultaram em diferencas acentuadas a ponto de serem percebidas claramente
pelos provadores. Além disso, ressalta-se que os provadores foram consumidores comuns, 0s
quais podem ndo conseguir identificar individualmente algum aroma/sabor especifico que
pudesse diferenciar as formas de adi¢do de lGpulo. Caso fossem provadores treinados essas

diferencas, ainda que sutis, poderiam ser melhor percebidas. Contudo, o objetivo geral do
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trabalho foi alcancado, sendo investigadas as diferencas entre o uso do lupulo em pellet no
DH e do OE para producdo da cerveja. Assim, foi constatado que, para as condicdes
avaliadas, h& diferencas no perfil volatil das cervejas, ainda que essas diferencas ndo tenham
causado alteracdes sensoriais significativas para consumidores comuns. Assim, o uso de OE
otimiza a extracdo dos compostos do lupulo e facilita o processo de filtracdo ou separacdo dos
solidos da cerveja, evitando que ocorra perdas de volumes maiores de cerveja. Esses dois
fatores podem contribuir economicamente para a producdo da cerveja, sem causar impactos
sensoriais para atributos importantes para avaliacdo dessas bebidas, como espuma e
turbidez/limpidez, os quais foram avaliados como equivalentes pelo RATA. Pode-se
considerar ainda contribui¢des para reducdo dos custos de transporte, uma vez que o volume
ocupado pelo OE é bem menor quando comparado ao volume de uma quantidade
correspondente de lupulo em pellet.

Com esses resultados, que demonstram a viabilidade de uso do OE, também € possivel
pensar na extracdo do OE a partir da flor do lupulo. Durante a secagem e peletizacdo da flor
ocorre a perda de diversos compostos, para os OE é estimada uma reducdo de 30 a 40%
guando comparado ao lupulo fresco (Monacci et al., 2024). Assim, com a extracdo do OE
diretamente da flor, supostamente teria um maior aproveitamento desse componente do
lapulo. Além disso, haveria também contrui¢fes para a reducdo de custos do processo, uma
vez que evitaria o processo de peletizacdo. Outra possibilidade, seria avaliar o uso do OE em
juntamente com o pellet, explorando os beneficios que cada um pode trazer a cerveja,
contudo, esse caso demandaria provadores treinados. Nesse sentido, esse estudo se apresenta
como um passo inicial, que demonstra a viabilidade de uso do OE de lupulo na producédo de
cerveja, havendo ainda outras possibilidades que podem ser avaliadas para tornar a producao

da cerveja mais eficiente e para obter bebidas com caracteristicas sensoriais Unicas.

5 CONCLUSAO

Ao comparar o uso de lapulo em pellet e de OE de IUpulo na etapa de DH para
producdo de cervejas, nota-se que ha variacdes no perfil volatil das cervejas. Para as cervejas
em o lipulo cascade foi usado na concentracdo de 1 g L foram observadas modificacdes
entre a concentracdo dos compostos para as duas formas de uso, entretanto, sem uma
tendéncia clara entre as classes dos compostos. Ja para as cervejas preparadas com o lipulo

comet, com a concentracdo de 2 g L, foi observado que os mono e sesquiterpenos
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apresentaram maiores areas para as cervejas com lipulo em pellet, enquanto as cervejas com
OE apresentaram maiores areas para ésteres mais pesados e tioesteres.

Apesar das modificagdes observadas no perfil volatil, ao comparar cervejas preparadas
com o mesmo ldpulo feitas com OE e feitas com DH tradicional, as analises sensoriais
indicaram que ndo ha diferencas significativas entre as notas de aceitacdo. Ao avaliar
atributos de forma individual, de forma geral, para os dois lUpulos, 0 amargor se destacou nas
cervejas com lupulo em pellet, o que pode ser atribuido a extracdo de humulinonas do lpulo.
Jé& para as cervejas com OE, o aroma de malte/cevada se destacou. Entretanto, outros atributos
importantes para a cerveja, como a formacdo de espuma, ndo apresentaram diferenca
significativa entre OE e lapulo em pellet.

Com esses resultados, destaca-se o potencial do OE de lGpulo para produgdo de
cervejas, considerando as similaridades na aceitacdo e nas caracteristicas sensoriais das
cervejas com o pellet e com o OE. Assim, o uso do OE oferece vantagens para producédo da
cerveja, como maior eficiéncia na extracdo dos compostos do ldpulo, além de abrir
possibilidades para outras formas de uso do Iupulo que tragam beneficios sensoriais para a

cerveja.
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Tabela S1 — Areas relativas médias com desvio padrdo dos compostos identificados nas
cervejas pura, com DH lupulo Cascade em pellet e com OE do ltpulo Cascade.

(Continua)
IR % area

Nome Exp. IR Pura 1DH 10E
1 Mirceno 987 988 144+019 166+044 1.47+0.08
2 Cariofileno 1419 1408  0.03+0 016+003 0.26+0.02
3 trans-B-Farneseno 1451 1454 0.02+0 0.11+0.03 0.20%0.02
4 a-Humuleno 1456 1452 0.26+001 081+01 1.31+0.04
5 $-Cadineno 1519 1522 ; 002+0  0.04+001
6 3-Metil 1-Butanol 733 730 38+046 43+056 4.39+0.28
7 2-Metil 1-Butanol* 736 736 123+02 167+021 1.15+0.19
8 2 3-Butanodiol* 807 802 0.08+001 013+005 0.09++0.07
9 2-Etil-1-hexanol 1027 1029 ; 0.09+001 0.08+001
10 Linalol 1099 1095 0.18+0.03 054+0.04 0.44+0.02
11 Alcool feniletilico* 1113 1114 6.19+056 6.07+0.75 6.15+0.9
12 5-Metil-2-hexanol 1165 ; 002+0  0.04+001
13 1-Nonanol 1171 1165 0.01+0 007+001 0.08+0.01
14 Citronelol 1223 1223 0.02+0 008+001 0.1+0.01
15 1-Decanol* 1267 1266 0.23+0.04 009+001 0.16+0.01
16 2-Undecanol 1294 1301 0.14+001 018+008 0.32+0.04
17 Butanoato de etila 799 802 0.22+001 024+003 0.3+0.09
18 ACEtato:jtfl’;mEt"'l' 875 869 534+041 626+074 6.08+0.2
19 ACEtatobifi é metil-1- 876 877 026+006 019+0  0.19+0.04
20 Isobutirato de isobutila 913 908 0.03+0.01 0.29+0.16 0.13+0.01
21 Propionatode3- 967 969 : 003£0  002%0

metilbutila
22 Propanoato de pentila 969 972 0.1£0.02 033+x005 0.3+0.01
23 Hexanoato de etila* 997 997 46+049 478+052 345+1.93
24 Isovalerato de isobutila 1004 1005 - 0.02+0 0.03+0.01
25 Isobutirato de 3- 1010 1017 036+004 06+006 0.61+0.03

metilbutila
26 Isobutirato de 2- 1013 1014  0.07+0 1.33+0.12 1.31+0.06

metilbutila
27 4'Me“'err;§ﬁ2”°at° de 1004 0.08+0.01 033004 0.29+0.02
28 Isobutirato de pentila 1047 1057 - 0.02+0 0.02+0
g9 lsobutiratode (B)-2- 055 i 0.08+001 0.07+0.01

metilbuta-2-en-1-ila

30 5-Metilhexanoato de etila 1059 1064 - 0.04 +£0.01 0.03+0
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Tabela S1 — Areas relativas médias com desvio padrdo dos compostos identificados nas
cervejas pura, com DH lupulo Cascade em pellet e com OE do lupulo Cascade.

(Conclusao)

Nome IR IR % area
EXxp. Pura 1DH 10E
31 Heptanoato de etila* 1096 1098 0.14+0.01 0.13+0.01 0.11+0.01
32 2-Metilbutil 2- 1101 1107 013+006 0.18+001 0.24+0.03
metilbutanoato
33 2-Metilbutil 3- 1107 1110  0.02+0 0124001 051+0.24
metilbutanoato
34 Isobutirato de n-hexila 1145 1145 - 0.04+0 0.06 £0.01
. 13.09 £ 14.54 +

35 Octanoato de etila* 1196 1196 14.7 £0.49 0.85 105

36 Acetato de octila* 1207 1211 0.26 £0.01 0.14+0 0.28 £0.04
37  Acetato de nonan-2-il* 1228 1236 0.08+0 0.04+£0.01 0.07x0.01
38 Acetato de 2-fenetil* 1249 1245 247+0.16 2.35+0.13 2.63%+0.11
39 Nonanotato de etila* 1286 1294 0.11+£0.02 0.1+0.01 0.14+0.02
40 trans-Geranato de metila 1309 1316 0.08+0.01 0.14+0.01 0.25%0.03
41 Acetato de citronelol 1341 1354 0.05+0 0.04+0 0.1+0.02
42 Acetato de geranila 1373 1379 0.3+0.04 0.88x0.11 1.57x0.55
43 9-Decenoato de etila* 1382 1384 3.87+0.31 264+0.04 3.17%0.27
44 Decanoato de etila* 1392 1395 4.44+0.11 3.64+0.18 578047
45 Octanoato de 3- 1444 1442 0.09%002 0.09+002 0.1+0.02

metilbutila*

46  Isobutanoato de geranila 1505 1514 - 0.15+£0.02 0.37+0.05
47 Dodecanoato de etila 1593 1594 0.89+0.03 156+0.19 2.11%0.25
48 Acetato de dodecila* 1605 1607 0.02+0 0.01+£0.01 0.03+0.01
49 Acido acético* 661 665 0.12+0.04 0.17+0.02 0.12+0.05
50 Acido octanoico* 1190 1167 2.38+0.08 2.7+0.29 2.58+0.33
51 Acido decandico* 1370 1373  0.23+0.07 0.13+0 0.27 £0.17
52 2-Nonanona 1089 1090 - 0.04+0 0.04+£0.01
53 2-Decanona 1153 1190 - 0.05+0.01 0.05+0.01
54 2-Undecanona 1284 1293 0.03+0 0.25+0.02 0.35+0.06
55 2-Dodecanona 1350 1348 - 0.06+0 0.12+0.02
56 1-Octanal* 1002 998 0.02+0.01 0.02+0.03 0.03+0.01
57 Nonanal 1103 1100 0.27+0.16 0.29+0.18 0.39+0.12
58 3-Metilundecano* 1168 1171  0.1+£0.03 0.05+0 0.03+0.01

*Compostos ndo incluidos na PCA e mapa de calor.
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Tabela S2 — Areas relativas médias com desvio padrdo dos compostos identificados nas
cervejas pura, com DH lupulo Comet em pellet e com OE do Itpulo Comet.

(Continua)
IR 9% &rea
Composto Exp. 'R Pura 2DH 20E
1 Mirceno 989 988  048+008 4.77+008 2.04+019
2 Limoneno 1028 1024 - 0.04 £0.01 0.02 £0.01
3 B-Felandreno 1029 1025 - 0.05+0.00 0.02+£0.01
4 (2)-p-Ocimeno 1045 1032 ; 027+001  0.12+0.02
5 [3-Cariofileno 1419 1417 - 1.14+0.12 0.69 +0.13
6 a-Humuleno 1454 1452  008+0.02 0.06+001  0.05+0.02
7 B-Selineno 1488 1489 - 0.44 £ 0.05 0.32 £0.06
8 a-Selineno 1495 1498 ; 042+005  0.25+0.10
g  Selinadl9) il ygqq : 006001  0.04%0.01
dieno

10 Se"”gi':r’]z(“)' 1542 1545 ] 0.04+000  0.04+0.03
11 3-Metil 1-Butanol* 721 731  4.18+0.88 3.33+032 3.12+0.38
12 2-Metil 1-Butanol* 723 724  138+027 1.03+042 097+031
13 1-Octeno-3-ol 980 981 - 0.11 £ 0.02 -

14 Linalol 1100 1095  009+001 1.12+002 1.23+0.06
15 2-Decanol 1102 1198 - 0.35+0.05 0.34 £0.05
16  Alcool feniletilico* 1114 1117 3.56 +0.30 2.81+0.14 2.89 +0.52
17 Citronelol 1227 1228 - 0.14 +0.01 0.17+£0.01
18 Geraniol 1251 1249 ; 0.18+003  0.14+001
19 sOmeroramificado oqq . 0.04+0.00  0.26+0.01

do 2-Undecanol

20 2-Undecanol* 1301 1303 0.05+0 0.10 £ 0.02 0.45 +0.02
21 Dodecanol* 1474 1469  035+026 026+021  0.15+0.05
22 PrOPAROAOde ggp 711 0.04%002  0.03%001 :

23 11-Dietoxyetano* 713 725  329+027 269+028  2.95+058
24 Acetato de 750 761  0.07+001 005+001  0.05+0.01

isobutila*
25 Butanoato de etila* 775 802 0.35+0.04 0.26 +0.03 0.26 £ 0.02
g LLIDIEOXy-2- gy 859 0084001 0064001  0.07+001
metilpropano
27 Acetato de 867 869  6.76+07  524+052 511+031
isoamila
pg  AcCalode-ghg 577 089£0.07 0.70£007  0.77+0.06
metilbutila*

20 ~ Pemanoalode gpp 901 011001 012002 01002
gp  lsobutiratode 4, gng ; 0.18+0.02  0.19+0.03

isobutila
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Tabela S2 - Areas relativas médias com desvio padrdo dos compostos identificados nas
cervejas pura, com DH lupulo Comet em pellet e com OE do lupulo Comet.

(Continuacgéo)

IR % area
Composto Exp. 'R Pura 2DH 20E
37 blDietoxi-3- g0 gop 023+0  021+003  0.23+0.05
metilbutano*
g A-Metilpentanoato g0 ggg ; 0.04 %0 i
de etila
33 Propionatode2-  go0  geg - 031+£002  0.54+0.03
metilbutila
34 Hexanoato de etila* 999 997 5.58 + 0.37 414 +0.24 3.01+1.65
g5 lsobutiratoded- 505 4013 : 06+005  0.68%0.06
metilbutila
g ~ lsobutiratode2- 04004 ; 131+011  1.60+0.13
metilbutila
g7 4-Metilenhexanoato ) o ; 0.79+0.06  0.98+0.06
de metila
gg lsobutiratode (B)- ) 05g ; 0.04+0.00  0.06+0.01
2-metil-2-butenila
39  >-Metilhexanoato ey 454, ; 0.04+000  0.02+0.01
de etila
40 Isomerodo 4 qq ; 0.07+0.02  0.050.00
heptanoato de etila
41  Heptanoato de etila 1097 1097 - 0.19 £ 0.02 0.11+0.01
42 Isomerodo —4)cq ; 0.37+0.04  0.25+0.04
octanoato de etila
43 Octanoato de etila 1199 1196 - 13.74 +0.79 9.98 +5.62
44 Acetato de octila* 1210 1211 0.12+0.00 0.08 £ 0.01 0.18 £ 0.02
g5~ Acetatode2- o000 goag ; 0.02+000  0.05+0.01
nonanol
Acetato de p-
46 o . 1253 1256 1.15 +0.07 0.82 +£0.04 1.04 £ 0.05
feniletila*
47 Isomerodo 4,04 ; 010+001  0.08+0.01
nonanoato de etila
48 Nonanoato de etila 1293 1294 0.06 £0.01 0.11+0.01 0.16 £ 0.02
49  Acetato de n-nonila 1308 1309 - 0.01+0.00 0.08 +£0.01
50 Geranato de metila 1319 1322 0.04 +£0.01 0.58 + 0.05 1.09+0.04
51 Acetato de 1348 1354 002+0  008+001  0.3+0.02
citronelol
52 Acetato de nerila 1357 1359 - 0.12 +0.03 0.25+0.02
53  Acetato de geranila 1377 1379 - 1.24 +0.10 2.26 £0.30
54 9'Decjt?gat° de 1385 1388  043+004 0944009  1.34%0.10
55 Decanoato de etila* 1394 1396 8.5+0.76 4.26 +0.26 5.38+0.41




122

Tabela S2 - Areas relativas médias com desvio padrdo dos compostos identificados nas
cervejas pura, com DH lupulo Comet em pellet e com OE do lupulo Comet.

(Conclusao)

IR %0 area
Composto Exp. 'R Pura 2DH 20E
56 Propanoatode /00 1475 ; 0.18+0.06 0.24+0.02
geranila
57 Isobutiratode 556 151 : 035+0.04 081007
geranila
58 Dmec;ﬂgato de 1593 1504 ; 1.74+020 3.54 +0.15
59 _ S-metil 936 942 ] 005+0  0.07+0.01
tlopentanoato
60 S-metiltio-3- a0 gog ] 003+0  0.05%0
metilbutanoato
61 _ S-metil 1056 1063 ] i 0.10 + 0.01
tiohexanoato
62 2-Nonanona 1090 1087 - 0.21+0.02 0.17x0.01
63 2-Decanona 1155 - 0.06 £0.00 0.04+0.00
Isbmero
64 ramificado da 2- 1255 1293 - 0.30+0.03 0.40 +0.03
Undecanona
65 2-Undecanona 1291 1293 - 04+005 051+0.04

*Compostos nao incluidos na PCA e mapa de calor.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante do recente cenario de expansdo da cultura de lipulo no Brasil e da crescente
valorizacdo desse insumo na producao de cervejas especiais, buscou-se avaliar a qualidade e
as caracteristicas do lapulo nacional. Os resultados obtidos a partir das analises quimicas
permitiram concluir que os Iupulos cultivados no Brasil sdo compativeis com os importados
quanto a composi¢do dos OEs ¢ aos teores de a e B-acidos, ainda que algumas amostras
brasileiras tenham apresentado menor teor de OE, apontando para a necessidade de cuidados
adicionais no processamento e armazenamento do lupulo pos colheita. Comparando lupulos
cultivados no Brasil e seus correspondentes importados, a PCA revelou que as amostras nao
se agruparam conforme a origem, mas com a PLS-DA pode-se identificar compostos que se
destacaram nos 6leos essenciais das amostras brasileiras.

Na producdo de cervejas, o uso de OE de lupulo resultou em bebidas com perfis
volateis e sensoriais similares as cervejas preparadas com DH com lipulo em pellet, sendo
identificadas apenas algumas variagdes na concentracdo de compostos como mirceno, -
cariofileno e geranato de metila. No entanto, tais diferencas ndo influenciaram de forma
significativa na aceitacdo das cervejas pelos consumidores. Assim, o0 uso do OE de lupulo
apresenta-se como uma alternativa na producdo de cervejas, com potencial para otimizar
processo, reduzir perdas de cerveja e do conteddo do lupulo, ampliar as possibilidades
sensoriais no desenvolvimento de novas cervejas, além de contribuir para reducdo de custos.

Assim, este trabalho demonstra a viabilidade de cultivo do lGpulo no Brasil, além de
propor modificacdes no processo de producdo da cerveja, o que pode trazer contribuicdes para

avancos na producédo nacional de Iupulo e no desenvolvimento de cervejas.
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Anexo | — Trabalhos desenvolvidos

Durante o doutorado, além dos estudos apresentados nessa tese, foram realizadas
parcerias com outros pesquisadores que resultaram em alguns trabalhos. Dentre esses
trabalhos, houve publicacdo do capitulo de livro Solid Phase Microextraction (SPME)
Applied to the Characterization of Beer, Hop and Related Samples (Augusto et al., 2023), em
marco de 2023 no livro Evolution of Solid Phase Microextraction Technology, editado por
Janusz Pawliszyn e publicado pela Royal Society of Chemistry (RSC).

Foram realizadas também parcerias com pesquisadores do Departamento de
Fitopatologia (UFLA). Nesses trabalhos foi empregada a HS-SPME-GC-MS para determinar
e identificar compostos organicos volateis produzidos por fungos, e aplicada a PCA para
associar os compostos aos resultados de ensaios bioldgicos. Um desses trabalhos resultou na
publicacdo do artigo Bacillus amyloliquefaciens strain BaNCTO02: An antagonist with multiple
mechanisms of action against Meloidogyne incognita (Moreira et al., 2025).

Colaboragdes com outros alunos do grupo também resultaram em alguns trabalhos,
dentre os quais um deles, intitulado Validation of an HS-SPME-GC-MS method for the
guantification of nine off-flavors in commercial, craft, and homebrewed beers, esta em
processo de revisdo na revista Food Analytical Methods. H& também um segundo trabalho,
gue tem como titulo Otimizacao e validacdo de metodologia para determinacdo de ftalatos por
HS-SPME-GC-MS em cervejas caseiras e industriais, que também foi concluido e sera
submetido.

Em parceria com outros pesquisadores da UFLA, foram avaliados os compostos
volateis de lGpulos cultivados em casa de vegetacdo com diferentes tratamentos que buscam
melhorar a produtividade das plantas. Para isso, foi aplicada uma metodologia com HS-
SPME-GC-MS e métodos quimiométricos para verificar modificacdes nos volateis do lupulo
com os tratamentos realizados. Esse trabalho foi concluido e esta em processo da escrita para
submissdo do artigo e também para compor uma tese de doutorado.

Além das atividades mencionadas referentes a pesquisa, em agosto de 2021 ocorreu a
nomeacgdo em um cargo de técnica de laboratdrio na UFLA. A partir de entéo, as atividades

do doutorado passaram a ser conciliadas com o cargo de 40 horas semanais.
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