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RESUMO

ARRUDA, A. L. Potencial qualitativo de cervejas estilo IPA elaboradas com
lGpulos brasileiros vs importados. 2022. 157 p. Tese (Doutorado em Producao
Vegetal) Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pé6s Graduacéo
em Producéo Vegetal, Lages, 2022.

A cerveja é o produto resultante da fermentacdo alcodlica do mosto cervejeiro,
oriundo de malte e agua potavel, por acdo de leveduras com adicao de Idpulo. Um
dos grandes diferenciais das cervejas artesanais em relacdo as massificadas é a
possibilidade de utilizar diferentes combinac¢des de lUpulos e variacbes no processo
produtivo, o que agrega na qualidade final da bebida elaborada. O lapulo é uma
importante ferramenta na elaboracdo de um produto com caracteristicas Unicas e, no
Brasil, a maior parte da sua obtencao é feita por meio da importacdo. Porém, com o
desenvolvimento acelerado das cervejarias artesanais, a cultura vem despertando
interesse dos agricultores brasileiros. O objetivo deste projeto foi comparar e avaliar
0 potencial de utilizagdo do Idpulo nacional vs importado na producdo de cerveja
artesanal do tipo Indian Pale Ale (IPA). O trabalho foi desenvolvido na Universidade
do Estado de Santa Catarina (UDESC/CAV), Campus Lages. O primeiro capitulo
compara a utlizacdo do lupulo “Comet” de origem nacional e importado e a
concentracéo (0; 2; 4; 6 e 8 gramas/litro) utilizada para a produgao de cervejas com
o uso da técnica de dry-hopping. A adicdo de 8 gramas L™ de ltpulo brasileiro
originou cervejas positivamente associadas com as variaveis atividade antioxidante,
proteinas, amargor, compostos fendlicos totais, flavonoides, compostos volateis (4-
terpineol, geranato de metila, beta cariofileno e y-cadineno) além de proporcionar a
percepcdo de diferentes descritores aromaticos pelo painel sensorial, a exemplo de
capim cidreira e eucalipto. Além disso, houve uma associa¢ao positiva das cervejas
produzidas com lupulo brasileiro, independente da concentragdo, com 0s compostos
acido sinapico, rutina e &cido p-cumarico e das cervejas produzidas com IUpulo
importado com os compostos miricetina, &cido vanilico e acido 3,4 dihidroxibenzoico.
O segundo capitulo visa explorar a relacao entre o contetudo de alfa 4cidos do lUpulo
e as caracteristicas quimicas de cervejas elaboradas com dois cultivares peletizados
(Comet e Fuggle) produzidos no Brasil e importado. Houve uma correlagcéo inversa
entre o teor de alfa acidos e o contetudo fendlico e capacidade antioxidante das
cervejas. As cervejas em que foi utilizado lapulo Fuggle brasileiro, com 0 menor teor
de alfa &cidos dentre os avaliados, apresentaram maior associagdo positiva com o
conteudo de polifenois totais e individuais e capacidade antioxidante. Em torno de 30
compostos volateis foram identificados nas amostras de cervejas, 0os quais foram
separados em quatro grupos. Houve uma associacdo positiva das cervejas
produzidas com o ldpulo importado, em ambos os cultivares utilizados, com o0s
seguintes grupos de compostos volateis: alcoois, ésteres e cetonas. Observou-se
uma associacao positiva das cervejas produzidas com lapulo Comet, em ambas as
origens, com o grupo dos terpenos, indicando maiores teores desses compostos em
comparacdo com a utilizagdo do lupulo Fuggle. Como conclusdo, as cervejas



produzidas com o cultivar Fuggle Brasileiro possuem uma maior quantidade de
compostos antioxidantes e os resultados confirmam que os cultivares e a origem
influenciam no perfil aromético das cervejas produzidas. Por fim, no terceiro capitulo
foram estudados trés cultivares de IUpulo desidratado provenientes da regido do
Planalto Serrano de Santa Catarina (Cascade, Chinook e Columbus) na producéo de
cervejas ao longo de cinco periodos de armazenamento da bebida (0; 45; 90; 135 e
180 dias apO6s o envase). A analise dos componentes principais elucida que a
cerveja produzida com o cultivar Chinook esta correlacionada positivamente com
maioria das caracteristicas avaliadas: compostos fendlicos totais, proteinas,
flavonoides, pH e turbidez. Observou-se decréscimo significativo no teor de
compostos fendlicos totais e flavonoides ao longo dos periodos de armazenamento
para todas os cultivares analisados, entretanto, as cervejas produzidas com o0s
cultivares Cascade e Columbus apresentaram maior estabilidade dessas
caracteristicas em comparacao com a utilizacéo do lapulo Chinook.

Palavras-chave: Humulus lupulus L., dry hopping, compostos bioativos, compostos
volateis, compostos fendlicos



ABSTRACT

ARRUDA, A. L. Qualitative potential of IPA style beers made with brazilian vs
imported hops. 2022. 157 p. Thesis (PhD in plant production) State University of
Santa Catarina. Postgraduate Program in Plant Production, Lages, 2022.

Beer is the product resulting from the alcoholic fermentation of the brewer's wort,
originating from malt and drinking water, by the action of yeasts with the addition of
hops. One of the great differentials of craft beers in relation to massified beers is the
possibility of using different combinations of hops and variations in the production
process, which adds to the final quality of the elaborated beverage. Hops are an
important tool in the elaboration of a product with unique characteristics and, in
Brazil, most of the hops are obtained through importation. However, with the
accelerated development of craft breweries, the culture has aroused the interest of
Brazilian farmers. The objective of this study was to compare and evaluate the
potential use of brazilian vs imported hop project in the production of Indian Pale Ale
(IPA) craft beer. The work was developed at the University of the State of Santa
Catarina (UDESC/CAV), Campus Lages. The first chapter deals with the study of the
place where “Comet” hops are grown (Brazilian or imported) and the concentration
(0; 2; 4; 6 and 8 grams/liter) used for the production of beers using the dry hopping
technique. The addition of 8 grams L-1 of Brazilian hops resulted in beers positively
associated with the variables antioxidant activity, proteins, bitterness, total phenolic
compounds, flavonoids, volatile compounds (4-terpineol, methyl geranate, beta
caryophyllene and y-cadinene) in addition to to provide the perception of different
aromatic descriptors by the sensory panel, such as lemongrass and eucalyptus. In
addition, there was a positive association of beers produced with Brazilian hops,
regardless of concentration, with the compounds sinapic acid, rutin and p-coumaric
acid and of beers produced with imported hops with the compounds myricetin,
vanillic acid and 3,4-dihydroxybenzoic acid. The second chapter aims to explore the
relationship between the alpha acid content of hops and the chemical characteristics
of beers made with two pelleted cultivars (Comet and Fuggle) produced in Brazil and
imported. There was an inverse correlation between the alpha acid content and the
phenolic content and antioxidant capacity of the beers. The beers in which Brazilian
Fuggle hops were used, with the lowest alpha acid content among those evaluated,
showed a greater positive association with the content of total and individual
polyphenols and antioxidant capacity. Around 30 volatile compounds were identified
in the beer samples, which were separated into four groups. There was a positive
association of beers produced with imported hops, in both cultivars used, with the
following groups of volatile compounds: alcohols, esters and ketones. A positive
association was observed between the beers produced with Comet hops, in both
origins, with the terpene group, indicating higher levels of these compounds
compared to the use of Fuggle hops. In conclusion, beers produced with the cultivar
Fuggle Brasileiro have a greater amount of antioxidant compounds. The results
confirm that the cultivars and their place of production influence the aromatic profile



of the beers produced. Finally, in the third chapter, three dehydrated hop cultivars
from the Planalto Serrano region of Santa Catarina (Cascade, Chinook and
Columbus) were studied in the production of beers over five storage periods of the
beverage (0; 45; 90; 135 and 180 days after filling). The analysis of the principal
components elucidates that the beer produced with the Chinook cultivar is positively
correlated with most of the characteristics evaluated: total phenolic compounds,
proteins, flavonoids, pH and turbidity. There was a significant decrease in the content
of total phenolic compounds and flavonoids throughout the storage periods for all
cultivars analyzed, however, the beers produced with the Cascade and Columbus
cultivars showed greater stability of these characteristics compared to the use of
Chinook hops.

Keywords: Humulus lupulus L., dry hopping, bioactive compounds, volatiles
compounds, phenolics compounds
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1 INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a cerveja é definida e regulamentada pela Lei Federal no 8.918/14
e pelo decreto 6.817 de 2009, o qual foi recentemente revogado pelo 9.902 de 2019,
sendo estabelecida como a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto
cervejeiro, preparado com malte de cevada, agua e ldpulo pela acdo de leveduras
(BRASIL, 2009).

Resultados obtidos em virtude do aumento de pesquisas sobre cerveja
demonstram que o consumo da bebida traz beneficios significativos para a saude
(CHIVA-BLANCH et al.,, 2014). Considerada uma bebida nutritiva, a cerveja
apresenta em sua composi¢cado proteinas, carboidratos (glicose, maltose, frutose,
etc.), sais minerais (calcio, foésforo, potassio, magnésio, etc.) e vitaminas do
complexo B (ALIYU; BALA, 2011).

O consumo de cervejas especiais € uma nova tendéncia que surge com o
crescente interesse do consumidor em experimentar novos tipos da bebida. As
cervejas artesanais tem como foco a elaboracdo de um produto de elevada
qualidade, levando em consideracdo a peculiaridade dos seus ingredientes, o que
resulta na producdo de diversos tipos de cerveja que sao minuciosamente
elaborados conferindo melhor aroma e sabor a bebida (BREWERS ASSOCIATION,
2013).

Existem diversas maneiras de ajustar o processo de fabricacdo da bebida
sendo que cada pequeno detalhe da origem a uma cerveja diferente, por exemplo, é
possivel verificar um grande nimero de estilos que compdem o mercado de cervejas
artesanais (BREWERS ASSOCIATION, 2019). Os diferentes estilos sdo baseados
em diversos elementos como a origem dos ingredientes, maltes, leveduras e o tipo e
quantidade de lapulo utilizado (TORGALS, 2016).

O ldpulo (Humulus lupulus Linnaeus) pertence a ordem Rosales e a familia
Cannabaceae, é descrito como uma espécie dioica, perene e que apenas as flores
femininas (também chamadas de cones) séo utilizadas no processo cervejeiro
devido a maior quantidade de lupulina presente (ALMAGUER et al., 2014). Os cones
sdo ricos em resinas (que conferem amargor), polifendis (com propriedades
antioxidantes) e 6leos essenciais (que conferem aroma) (RETTBERG et al., 2018).

Devido a sua grande importancia para a inddstria cervejeira, o lipulo muitas
vezes é chamado de “alma da cerveja”, pois, variando-se apenas o tipo e/ou a

qguantidade de lapulo em uma mesma receita-base é possivel dar origem a cervejas
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totalmente distintas em termos de amargor e aroma (NACHEL; ETTLINGER, 2012;
INUI et al., 2013). Esta matéria-prima € normalmente comercializada e utilizada no
processo de producdo de cervejas na forma de pellets, extratos e produtos
isomerizados (CARVALHO; GUIDO, 2022).

De acordo com as exigéncias climéaticas para o cultivo de IUpulo (areas
produtoras situadas dentro das latitudes 35° e 55° Norte e Sul em fungdo do maior
fotoperiodo) acreditava-se que ndo era possivel a sua producdo no Brasil.
Entretanto, existem algumas iniciativas para o cultivo desta planta em diversas
cidades localizadas nas regifes Sul, Sudeste, Norte e Nordeste do pais. Em 2014,
no estado de Sao Paulo, foi noticiada a primeira producdo de lapulo em terroir
brasileiro na regido de Campos do Jorddo e mais recentemente foi anunciado o
cultivo de lapulo em diversas cidades dos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia e Brasilia (CHAGAS; GARCIA,
2018).

Estas iniciativas de producdo de ldpulo no Brasil ttm gerado uma grande
expectativa para que o pais caminhe para a autossuficiéncia desta importante
matéria-prima no processo de fabricacdo de cervejas, ja que, o pais é considerado o
terceiro maior importador de ldpulo do planeta (cerca de 4 mil toneladas/ano com
custos de 200 milhdes de reais) (ARAUJO, 2016).

A producéo de lupulo nacional tem um papel muito importante para a inddstria
cervejeira, ja que por ter um periodo de estocagem e manuseio menor
comparativamente ao lUpulo importado, conserva mais as resinas e 0s 6leos
essenciais, dando origem a um produto mais nobre além de proporcionar uma
reducdo no custo de producdo da cerveja em virtude da auséncia das taxas de
importacdo. Sendo assim, esse projeto visa esclarecer se o terroir brasileiro tera
qualidade suficiente para a elaboracdo do produto final e ainda se o Iipulo nacional

poderé ser amplamente utilizado na fabricacdo de cervejas.
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2 HIPOTESES

1) Diferentes cultivares de ltpulo em flor desidratada produzidos no Brasil conferem

a cerveja distintas caracteristicas quimicas;

2) Ha reducao nas caracteristicas quimicas das cervejas com 0 aumento no periodo

de estocagem do produto;

3) Ha diferencas nas caracteristicas quimicas, volateis e sensoriais das cervejas

adicionadas de lupulo Comet ou Fuggle nacional ou importado;

4) Quanto maiores as concentracdes de lupulo adicionadas durante o processo de
dry hopping, melhores serdo as caracteristicas fisico-quimicas, volateis e sensoriais

da cerveja;

5) H& correlacdo entre o teor de alfa acidos presentes no lUpulo e as caracteristicas

quimicas e volateis avaliadas na cerveja;

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto e efetividade da
utilizacdo de diferentes técnicas, cultivares e origens do ldpulo na producdo de

cervejas estilo IPA.

3.2 ESPECIFICOS

1) Disponibilizar informac¢des para a cadeia produtiva do ldpulo que viabilizem a

competitividade da utilizacdo do lupulo brasileiro na producéo de cervejas;

2) Determinar a efetividade da utilizacdo de lupulo na etapa fria da producdo de

cervejas artesanais estilo IPA, nas caracteristicas quimicas e sensoriais da bebida;
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3) Avaliar as mudangas nas caracteristicas quimicas e sensoriais de cervejas
artesanais estilo IPA de acordo com a elevagédo na concentracao de lapulo utilizado
no dry hopping;

4) Mensurar o efeito que os diferentes cultivares e origens do ldpulo possam induzir

nas caracteristicas quimicas de cervejas;

5) Avaliar se os cultivares de lupulo produzidos no Brasil podem substituir os
importados, resultando em ganhos em termos de caracteristicas quimicas e

sensoriais das cervejas;

6) ldentificar até que ponto a cerveja artesanal pode ser armazenada, sem que haja

perdas significativas nas variaveis analisadas.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 HISTORICO DA CERVEJA

A cerveja € uma bebida alcodlica fermentada com uma histéria de 6000 a
8000 anos antes de Cristo, cujo processo de elaboracdo, cada vez mais regulado e
controlado, permanece com 0s principios basicos inalterados durante séculos
(VENTURINI FILHO, 2010).

O lupulo foi introduzido no processo de fabricagdo de cervejas somente na
Idade Média quando se descobriu que esta planta além de proporcionar o amargor
caracteristico da bebida atuava como conservante natural (VENTURINI FILHO,
2010).

No Brasil, a cerveja foi introduzida no inicio do século XIX pela familia real
portuguesa (MORADO, 2017). O crescente interesse da populacdo brasileira pela
cerveja trouxe ao pais diversos investidores estrangeiros e também abriu portas
para que pequenas cervejarias pudessem trazer ao publico o seu produto
diferenciado (ROSALIN; GALLO, 2017).

4.2 MERCADO CERVEJEIRO

O Brasil € um dos principais produtores de cerveja do mundo, alcancando a
terceira colocacdo, com aproximadamente 14 bilh6es de litros anuais, o que
corresponde a cerca de 1,6% do PIB do pais (CERVBRASIL, 2020). Além disso,
segundo o Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE,
2017), o pais é um dos maiores consumidores da bebida mundialmente, sendo que,
a média de litros consumidos anualmente vem crescendo ano apés ano.

Dados do Anuério da Cerveja no Brasil 2021, divulgados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), mostram que o pais possui quase
1550 microcervejarias registradas, o que representa um crescimento de
aproximadamente 12% em relacdo ao ano anterior. Estes nimeros confirmam a
forte expanséo do setor, através da ampliagdo do nimero de estabelecimentos e
consequentemente de seus produtos. O aumento no numero de cervejarias é
justificado pela oportunidade de empreender em um negécio lucrativo em um

mercado que demanda diversificacdo de produtos (MORADO, 2017).
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A distribuicio geogréfica dos estabelecimentos se concentra mais nas regifes
Sul e Sudeste do Brasil, com destaque para as regides metropolitanas das capitais,
tais como Porto Alegre, Florianopolis, Curitiba, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Belo
Horizonte, Brasilia e Goiania (ANUARIO DA CERVEJA, 2020). (Figura 1).

Figura 1. Distribuicdo do niumero de cervejarias por municipio no Brasil a partir de

circulos proporcionais

Fonte: Anuario da Cerveja, 2021.

4.3 CERVEJA ARTESANAL

A cerveja é definida e regulamentada pela Lei Federal n° 8.918/14 e pelo
decreto 6.817 de 2009, o qual foi recentemente revogado pelo 9.902 de 2019,
sendo estabelecida como a bebida obtida pela fermentagcédo alcodlica do mosto
cervejeiro, preparado com malte de cevada, agua e ldpulo pela acdo de leveduras
(BRASIL, 2009). Segundo essa legislacao, a bebida deve possuir uma proporcéo de
malte de cevada de no minimo 45% em peso, sobre o mosto cervejeiro, porém, a
adicdo de outras matérias amilaceas (milho, arroz, trigo entre outros) pode modificar
o sabor final do produto tornando a cerveja menos encorpada, 0 que ndo agrada
alguns consumidores, embora reduza custos de produgao em grandes cervejarias.

As cervejas artesanais sédo produzidas de maneira tradicional, por pequenas
cervejarias e tém ganhado cada vez mais espa¢co no mercado, por trabalharem com
cervejas “puro malte” em sua grande maioria (GAROFALO et al.,, 2015). Nesse

contexto, as bebidas sao produzidas geralmente com o malte de cevada puro,
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matérias-primas nobres e maiores quantidades de Idpulo em suas receitas, 0 que
garante caracteristicas individualizadas e um sabor mais marcante.

Atualmente, o Ministério da Agricultura ndo faz distincdo entre uma cervejaria
grande e uma cervejaria artesanal, ou seja, ndo existe uma definicdo legal para

registro de novos estabelecimentos, portanto as exigéncias sao as mesmas.

4.4 MATERIAS-PRIMAS
4.4.1 Agua

A agua corresponde a cerca de 90% do volume final da cerveja e por isso tem
muita importancia na producdo da bebida (TAYLOR, 2006). A agua é utilizada nao
s6 para o processamento, como também para a limpeza das garrafas e da industria,
sendo que para esta, o volume gasto pode ser 4 a 10 vezes o volume de cerveja
produzido (AQUARONE, 2001; VENTURINI FILHO, 2010).

Essa matéria-prima € responsavel pela leveza, qualidade e confiabilidade da
cerveja, sendo que, sua composicao idnica permite a elaboracdo de variados estilos
da bebida (BRUNELLI, 2012). De acordo com Morado (2017), 0S recursos
tecnolégicos permitem ajustar as propriedades da agua de acordo com as
necessidades e a formulacdo, podendo acentuar sabores maltados e de amargor
pela alta concentragcdo de sais de célcio, magnésio e sulfato.

Os principais requisitos exigidos para se obter agua cervejeira de qualidade
sdo: ser potavel, isenta de cloro, inodora e incolor, apresentar alcalinidade maxima
de 50 ppm e concentracdes de calcio por volta de 50 ppm (AQUARONE, 2001,
VENTURINI FILHO, 2010).

4.4.2 Malte

Para o processo de fabricacdo de cervejas o malte mais utilizado nas
cervejarias € obtido a partir de cevada, sendo que, para que 0S Qraos se
transformem em malte é necessario que os mesmos sejam colocados sob condi¢cdes
favoraveis para germinacdo sem esquecer que esse processo deve ser interrompido
em determinado periodo para que ndo ocorra a formacdo de uma nova planta
(DRAGONE; SILVA, 2010). O processo de germinacao controlada envolve as etapas
de umidificacdo dos graos, germinacdo e secagem e tem como objetivos:

desenvolvimento de enzimas responsaveis pela quebra do amido durante a
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brassagem e introduzir coloracdo e aromas desejaveis a cerveja (LIMA; FILHO,
2011).

De acordo com a Embrapa (2012) aproximadamente 75% da cevada que €&
produzida no Brasil é destinada para fabricacdo do malte, sendo que, 95% deste

malte é designado para fins cervejeiros.

4.4.3 Levedura

As leveduras utilizadas na elaboracdo de cervejas pertencem ao género
Saccharomyces, sendo responsaveis pela fermentacdo alcodlica do mosto
cervejeiro, metabolizando os agucares fermentesciveis para produzir alcool, gas
carbonico, energia na forma de ATP e calor (CURI, 2006).

As cepas cervejeiras sado divididas em duas categorias, de acordo com
algumas caracteristicas que as diferenciam: sdo as leveduras do tipo Ale e as
leveduras do tipo Lager (BOKULICH & BAMFORTH, 2013). A cerveja Lager é
produzida por leveduras de baixa fermentacéo (cuja temperatura 6tima de atuacéo é
entre 7-15°C) tém a capacidade de flocular no final da fermentacao, sendo coletadas
na base do fermentador, enquanto que, para elaboracédo de cervejas do tipo Ale sdo
utilizadas leveduras de alta fermentacdo (cuja temperatura 6tima de atuacéo é entre
18-22°C) que se concentram na parte superior do fermentador (AQUARONE, 2001;
VENTURINI FILHO, 2010).

4.4.4 Luapulo

Humulus lupulus Linnaeus é o nome cientifico da espécie pertencente a
ordem das Rosales e a familia Cannabaceae (ALMAGUER et al., 2014). As flores
femininas do Idpulo, também conhecidas como cones, sdo adicionadas no
processamento da cerveja para conferir amargor, sabor e aroma, pois contém
resinas e 6leos essenciais (HUGUES, 2014; KUNZE,2006). Outra caracteristica
importante do lupulo é a sua acao antisséptica (PREEDY, 2009).

Somente as flores fertilizadas das plantas fémeas de lapulo sdo de interesse
para a industria cervejeira, visto que, apenas nelas séo encontradas as glandulas de
lupulina, responsaveis pela secrecdo de um p6 amarelo que contém as substancias
guimicas de interesse, ou seja, resinas, Oleos essenciais e polifends
(WANNENMACHER et al., 2018; TING; RYDER, 2018).
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Os alfa-acidos, também conhecidos como humulonas, sdo uma classe de
moléculas insolUveis em 4gua e que se diferenciam pelas suas cadeias laterais,
sendo adhumulona, cohumulona e humulona os trés principais analogos
(DOSTALEK; KARABIN; JELINEK, 2017) (Figura 2).

Figura 2. Diferencas estruturais dos alfa-acidos adhumulona, cohumulona e

humulona.
OH O OH O OH O
N NS .
HO 0] HO ] HO 0
HO HO HO
\ \ N
humulona adhumulona cohumulona

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Quando em elevadas temperaturas (70-120°C), os alfa-acidos isomerizam-se
a iso-alfa-acidos por um tipo de contracdo no anel, tornam-se sollveis e por esse
motivo, no processo de producdo das cervejas, para conferir amargor a bebida
adiciona-se o lapulo durante a fervura do mosto (STEENACKERS; DE COOMAN;
DE VOS, 2015) (Figura 3). Além de fornecer amargor tipico da bebida, os iso-alfa-
acidos possuem propriedades tensioativas, aumentando o tempo de retencdo da
espuma, e inibindo o crescimento de bactérias Gram-positivas, promovendo o poder
bacteriostatico da flor (ZUFALL et al., 2008; CATOOR et al., 2013; STEENACKERS;
DE COOMAN; DE VOS, 2015).
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Figura 3. Mecanismo de isomerizagdo dos alfa-4cidos do lupulo

TS
N
H
trans iso-alfa-dcido cis
Cadeia carbdnica “R" a-acido Iso- « -acido
CH(CHa)z Cohumulona Isocohumulona
CHzCH{CHz)z Humulona Isohumulona
CH{CH3)CzHs adhumulona isoadhumulona

Fonte: Adaptado de Jaskula et al. (2008).

Os beta-acidos, também denominados de lupulonas, sdo outra classe de
compostos insoltveis em agua (DOSTALEK; KARABIN; JELINEK, 2017) (Figura 4).
Ao contrario dos a-acidos, eles ndo sofrem isomerizacdo ao longo da fervura do
mosto, portanto, eles ndo contribuem para o amargor final da cerveja (ALMAGUER
et al., 2014). Os beta-acidos tem um valor menor na aplicacdo do processo
cervejeiro, contudo, possuem uma alta atividade antimicrobiana a qual € importante

para a morte dos microrganismos na estocagem da cerveja (PINTO, 2018).

Figura 4. Estrutura dos beta-acidos

OH O OH O
x =
HO ] HO 0
4 A\ 4 \
lupulona adlupulona

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Os 0leos essenciais séo sintetizados nos tricomas das glandulas de lupulina e
sdo compostos por moléculas volateis responsaveis pelo aroma, dentre os quais

destacam-se 0 mirceno, humuleno e cariofileno, cujas estruturas estédo
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representadas na Figura 5 (RETTBERG; BIENDL; GARBE, 2018; HOLT et al.,
2019). Os principais aromas associados a lupulos séo citricos, esterificados, florais,
herbais, e terrosos (TING; RYDER, 2018). A maior parte dos 6leos essenciais sao
perdidos ao longo da etapa de fervura, e sdo encontrados somente tracos destes
compostos no produto final (ALMAGUER et al., 2014).

Figura 5. Estrutura quimica dos principais 0leos essenciais do lapulo

Mirceno Humuleno Cariofleno

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Os polifenois fazem parte do metabolismo secundario do lUpulo e representa
cerca de 4% do peso seco do cone (PINTO, 2018). Possuem ac¢do antioxidante, o
que auxilia na manutencdo das caracteristicas sensoriais do produto final, sendo
também, importantes para a saude (KARABIN et al., 2016).

Durello (2019) avaliou os detalhes moleculares de IUpulos cultivados no Brasil
No processo cervejeiro e através dos resultados encontrados na pesquisa concluiu
que de 10 amostras de ldpulo avaliadas, apenas uma, a variedade Cascade
produzida no estado de Minas Gerais, apresentou teores de 6leos essenciais e
acidos amargos semelhantes ao descrito na literatura e foi entdo, utilizado para
fabricacdo de uma cerveja artesanal. O mesmo autor indica que a variedade de
ltpulo Cascade produzida no Brasil pode ser utilizada para a fabricacdo de cervejas
e que quando comparado os perfis volateis das cervejas produzidas com lapulo
nacional e importado estes apresentaram diferencas, o que sugere que o lupulo
brasileiro pode conferir aromas e sabores diferenciados.

Ha 48 variedades de lupulo registradas no Brasil, entretanto, as mais
cultivadas séo: Cascade, Columbus, Chinook, Nugget, Saaz, Centennial, Comet,
Hallertau Mittelfrueh e Magnum (lICA, 2021).
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4.4.4.1 Cultivares de lupulo avaliadas na producéo de cervejas

Chinook

Cultivar criado a partir de um cruzamento entre Petham Golding e uma planta
macho selecionado pelo USDA, possui elevados teores de alfa acidos e pode ser
utilizado como lapulo de amargor em praticamente todas as cervejas, principalmente
nas IPAS (HOPGUIDE, 2022). Contém 10,0 a 14,0% de alfa 4cidos e 3,5 a 4,5% de
beta acidos. Potencial produtivo 1.600 a 2.000 kg/ha e 1,5 a 2,7 ml/100g de oleos
essenciais (WOODSKE, 2012).

Cascade

Lapulo aromatico com maior popularidade nos Estados Unidos, originado de
um cruzamento entre os cultivares Fuggle e Serebrianka (HOPGUIDE, 2022).
Contém de 4,5 a 7,0% de alfa acidos, 4,5 a 7,0% de beta &cidos, 0,7 a 1,5 ml/100g
de 6leos essenciais, e possui potencial produtivo de 1.600-2.200 kg/ha de cones
secos (WOODSKE, 2012).

Columbus

Originalmente selecionado por Charles Zimmermam, Columbus € um
descendente da cultivar Nugget. E um cultivar de amargor americano com altos
rendimentos em termos de alfa acidos (HOPGUIDE, 2022). Contém de 15,0 a 17,0%
de alfa acido e 4,5 a 5,0% de beta acidos, 1,5 a 2,0 ml/100g de 6leos essenciais e
potencial produtivo 2.900-3.000 kg/ha de cones secos (WOODSKE, 2012).

Fuggle

Lapulo aromético, inglés, de carater suave. Muito adequado para realizacao
do dry-hopping de cervejas estilo IPA. Este lapulo robusto contribui com todas as
caracteristicas essenciais de sabor, aroma e amargor fornecendo equilibrio para a
bebida. Comparavel aos Goldings da Estiria eslovena. Contém de 4,0 a 5,50% de
alfa acido e 2,1 a 2,8% de beta &cidos, 0,44 a 0,83 ml/100g de 6leos essenciais
(HOPGUIDE, 2022).
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Comet

E um cultivar de duplo propdsito, originado de um cruzamento do lGpulo
Sunshine e uma variedade americana selvagem em 1961 na Universidade do
Oregon, lancado pela primeira vez em 1974. Contém de 6,0 a 12,0% de alfa 4cido e
3,0 a 6,1% de beta acidos, 1,4 a 3,3 ml/100g de Oleos essenciais (WOODSKE,
2012).

4.5 IMPORTANCIA ECONOMICA DO LUPULO NO BRASIL

A maior parte do ldpulo utilizado no Brasil é importado e de acordo com dados
divulgados pela Secretaria de Comércio Exterior do Ministério da Industria, Comércio
Exterior e Servicos, foram 4271 toneladas de lapulo importadas em 2021 a um custo
de 82 milhdes de dodlares, o que representou um aumento superior a 40% em
volume e valor gasto com o lupulo no mercado externo, se comparado a 2020.

O surgimento de micro e pequenas cervejarias, além da criacdo da
Associacdo Brasileira de Produtores de Lupulo (APROLUPULO) no ano de 2018,
estimulou o cultivo do lupulo em diferentes regides do pais. De acordo com a
Aprolupulo, hd um total de 127 associados distribuidos conforme exemplificado na
Figura 6. As cervejarias locais tém grande interesse nos potenciais hovos aromas e

sabores provenientes do terroir brasileiro e nos pre¢os potencialmente mais baratos.
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Figura 6. Distribuicdo dos produtores de Iupulo por estado brasileiro.

21 s

24

Fonte: Aprolupulo, 2021.

4.6 PROCESSAMENTO DA CERVEJA
De acordo com Eblinger e Narzib (2012) a producao de cervejas a partir do malte ou
de uma mistura de malte e outras matérias-primas, com ajuda da agua, lapulo e

levedura, divide-se basicamente em duas partes:

a. Obtencéo de um liquido rico em acucares (mosto);

b. Fermentacdo do mosto pelas leveduras.

Ainda de acordo com este autor, o processo de obtencdo do mosto é dividido

em algumas etapas:

a. Moagem do malte e dos adjuntos;
Produgdo de um extrato acucarado (mosto) através de um processo
conhecido como mostura, que consiste no cozimento do malte em agua e

hidrolise do amido pelas enzimas presentes no malte seguindo uma
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determinada curva de temperatura. Os acglcares gerados sao utilizados pelas
leveduras no processo fermentativo (SIQUEIRA et al., 2008);

c. Separacao do mosto e das sobras do malte, casca e substancias insoluveis
através de uma filtracdo e clarificacao;

d. Fervura do mosto, para esterilizacdo e inativacdo de enzimas e adicdo de
lGpulo, responsavel pelo sabor e aroma da cerveja (BARTH, 2013);

e. Resfriamento rapido do mosto para evitar a contaminacdo alcancando uma
temperatura adequada para inoculacédo das leveduras sem comprometimento
na viabilidade de células.

O processo de fermentacéo pode ser dividido em trés etapas:

a. Fermentacdo priméaria;
b. Fermentacdo secundaria e maturacdo da cerveja (em tanques fechados);
c. Filtracdo e envase da cerveja em barris ou garrafas.

O fluxograma da producéo de cervejas pode ser verificado através da Figura 7.

Figura 7. Fluxograma da producéo de cerveja
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Fonte: DadoBier, 2021.
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5 ANALISE MULTIVARIADA PARA ESTUDAR AS CARACTERISTICAS
QUIMICAS, SENSORIAIS E AROMATICAS DE CERVEJAS PRODUZIDAS
COM A TECNICA DO DRY HOPPING UTILIZANDO DIFERENTES
CONCENTRACOES E ORIGENS DO LUPULO

5.1 RESUMO

O ldpulo (Humulus lupulus L.) € uma planta cuja inflorescéncia feminina &
utilizada na industria cervejeira para conferir amargor e aroma a bebida, sendo que,
o Brasil importa cerca de 98% desta matéria-prima. Entretanto, essa planta vem
ganhando destaque no pais influenciando diretamente na qualidade aromética e no
sabor do produto final. O consumidor brasileiro vem mudando o habito de consumo
de cervejas dando preferéncia aquelas que utilizam técnicas que evidenciam o
aroma e o sabor lupulado da bebida. Este estudo objetivou analisar a origem do
lGpulo e a concentragdo utilizada na producdo de cervejas com o uso da técnica do
dry-hopping. O trabalho foi desenvolvido na UDESC/CAV, em Lages/SC, no ano de
2021. Uma cerveja padréo do estilo Indian Pale Ale, com a mesma receita base, foi
produzida e separada em nove fermentadores. Os tratamentos foram definidos
durante a etapa de maturagdo, onde cada fermentador maturou sob diferentes
concentracBes (0; 2; 4; 6 e 8 g L) e origens (nacional e importado) do ltpulo
“Comet” peletizado durante 7 dias. As cervejas foram analisadas em triplicata quanto
aos seus aspectos fisico-quimicos, sensoriais e aromaticos. A analise de compostos
fendlicos individuais se constituiu uma excecdo e foi realizada nas cervejas
produzidas até a concentracdo de 6 g L™ em ambas as origens. Para auxiliar na
interpretacdo dos dados, a analise de componentes principais foi utilizada. A adicao
de 8 gramas L™ de lpulo brasileiro originou cervejas positivamente associadas com
as variaveis atividade antioxidante, proteinas, amargor, compostos fendlicos totais e
flavonoides. Foram identificados 43 compostos volateis nas cervejas, e da mesma
forma que para as caracteristicas anteriormente citadas, as cervejas produzidas com
a adicdo da maior quantidade de IGpulo brasileiro (8 gramas L), associaram-se de
forma positiva com os compostos volateis 4-terpineol, geranato de metila, beta
cariofileno e y-cadineno 0s quais sdo conhecidos como metabolitos secundarios
derivados do Idpulo. Dentre os 18 compostos fendlicos analisados, 12 foram

identificados em pelo menos uma amostra de cerveja. Houve uma associacao
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positiva das cervejas produzidas com lUpulo brasileiro, independente da
concentracdo, com 0s compostos acido sinapico, rutina e &cido p-cumarico. Os
compostos miricetina, acido vanilico e acido 3,4 dihidroxibenzoico apresentaram
correlacdo positiva com as cervejas adicionadas de lUpulo importado. O tratamento
em que nao foi utilizado o dry hopping apresentou os menores valores de
galocatequina, epicatequina, 2-(4-hidroxifeniletanol) e &cido cafeico. A utilizagdo de
8 g L™ brasileiro permitiu a percepcéo de diferentes descritores aromaticos pelo
painel sensorial, a exemplo de capim cidreira e eucalipto. Conclui-se que o lupulo
nacional apresentou qualidade superior para ser utilizado na produgéo de cervejas
através da adicdo de 8 g L™ no dry hopping.

Palavras-Chave: Humulus lupulus L., compostos volateis, compostos fendlicos.

5.2 INTRODUCAO

O Humulus lupulus L., conhecido como lapulo, é uma espécie perene, didica,
pertencente a ordem das Rosales e a familia Cannabaceae (ALMAGUER et al.,
2014). Na cerveja, € usado para conferir amargor, sabor e aroma além de possuir
propriedades bacteriostéticas (PADGITT-COBB et al., 2021). A producdo comercial
de lupulo é focada na planta feminina, pois a masculina ndo apresenta 0s compostos
de interesse em quantidades satisfatorias, servindo apenas para o melhoramento
genético (CERENAK et al., 2019).

Os principais paises produtores estéo localizados no Hemisfério Norte, devido
a ocorréncia natural das plantas e fatores climaticos favoraveis, como o fotoperiodo,
gue proporciona melhores condi¢cdes de desenvolvimento para a cultura (BAUERLE,
2019). O Brasil importa praticamente 100% do lapulo utilizado (cerca de 3,2 mil
toneladas anuais a um custo de U$ 56 milhdes) (COMEX, 2021). Entretanto, o
cultivo de lapulo no pais esta em expansao, impulsionado pelo aumento no nimero
de cervejarias, e ja conta com 48 cultivares no Registro Nacional de Cultivares e
area plantada de 50 hectares com producdo estimada em 20 toneladas
(APROLUPULO, 2021; RNC, 2021). A producéo de ltpulo brasileiro possui um papel
fundamental para a industria cervejeira e influencia diretamente a qualidade

aromatica e gustativa do produto final, ja que seu periodo de estocagem € menor, 0
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que preserva mais 0s compostos desejaveis para a producdo de cervejas, dando
origem a um produto mais nobre (PINTO, 2018).

O lapulo pode ser adicionado durante varias etapas na producao de cervejas,
sendo que, cada ponto de adicdo confere a bebida distintas caracteristicas de
amargor e de aroma (TITUS et al., 2021). Quando o ltpulo é adicionado durante a
fervura do mosto, confere amargor a cerveja ja que 0s compostos aromaticos
evaporam em funcdo das altas temperaturas e do tempo de exposicdo (PRAET et
al., 2015). Com o objetivo de permitir a maximiza¢cado de aromas lupulados a cerveja,
a técnica de dry-hopping pode ser empregada. Neste processo, o0 ldpulo é
adicionado a bebida nos dltimos dias da fermentacdo ou durante a etapa de
maturacdo permitindo maior qualidade aromatica ja que as temperaturas mais
baixas retém os 6leos volateis de maneira mais eficaz (HIERONYMUS, 2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar de forma multivariada o impacto quimico e
sensorial das concentracdes (0; 2; 4; 6 e 8 g/L) e origens (Brasil e Estados Unidos)

do lupulo “Comet” utilizado no dry hopping em cervejas do tipo Indian Pale Ale.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Producéo da Cerveja

O experimento foi realizado no Nucleo de Tecnologia de Alimentos da
Universidade do Estado de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(UDESC/CAV), em Lages/SC no ano de 2021.

As cervejas foram produzidas em panelas automaticas em ac¢o inox 304 com
capacidade total de 30 litros cada uma, em sistema Single Vessel, que possibilita a
brassagem e a fervura do mosto em um Unico equipamento. No total, foram
produzidos 90 litros de cerveja (30 litros em cada panela) através da mistura de 7,5
kg de malte Pale com 24 litros de agua em cada um dos equipamentos, sob
temperatura controlada de 67°C. A mistura foi mantida em cozimento durante 60
minutos, e apds, o mosto foi aquecido a 76°C durante 10 minutos na etapa de mash-
out. Em seguida, os graos de malte foram separados do mosto liquido e foi realizado
a lavagem dos graos com 20 litros de agua a 76°C. Apds, o mosto foi fervido durante
60 minutos, onde foi realizada a adicdo do lupulo Chinook (importado) no inicio
(38g), na metade (23g) e no final da fervura (23g) (60, 30 e 5 minutos

respectivamente) para atingir as unidades de amargor desejadas na receita. Em
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seguida, o mosto foi resfriado com um trocador de calor denominado chiller de
imersdo até atingir uma temperatura final de 24°C. O mosto foi dividido em 9
fermentadores conicos de aco inox, totalizando 10 litros em cada um dos
equipamentos, e foi colocado para fermentar em uma sala acondicionada a 18°C
durante 7 dias, utilizando a levedura Fermentis US-05 em uma concentragéo de 0,6
g/L. Em seguida, os fermentadores foram transferidos para camara fria a 0°C para
gue se desse inicio a etapa de maturacdo. Apdés 12 horas em camara fria, foi
realizado o processo de dry hopping, onde os tratamentos foram divididos de acordo
com a origem do lupulo Comet e a concentragdo escolhida.

O ldpulo selecionado para realizacdo do dry hopping foi do cultivar Comet
disponibilizado pela empresa Brava Terra Llpulo, localizada na cidade de
Fartura/SP, safra 2021, com teor de alfa 4cidos e 6leos essenciais de 10,5% e 2,4
mL/100 g . O mesmo cultivar foi adquirido em um BrewShop e era proveniente dos
Estados Unidos, safra 2020, com teor de alfa &cidos e 6leos essenciais de 9,5%, e
2,5 mL/100 g, respectivamente. Os tratamentos estdo expressos na Tabela 1. Todas
as cervejas foram maturadas de acordo com os tratamentos por um periodo de 7
dias a 0°C.

Tabela 1. Diferentes cervejas produzidas com a técnica de dry hopping através da

variagao da origem do lupulo “Comet” e a concentracao utilizada

Cdédigo da amostra Origem (g/L)
Branco - 0
Bra2 Brasileiro 2
Bra4d Brasileiro 4
Bra6 Brasileiro 6
Bra8 Brasileiro 8
Imp2 Importado 2
Imp4 Importado 4
Imp6 Importado 6
Imp8 Importado 8

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



39

5.3.2 Desgaseificacao
Antes da realizagdo das analises, as amostras foram colocadas em tubos de
ensaio durante 30 minutos em um aparelho de ultra-som com o objetivo de

desgaseifica-las.

5.3.3 Caracteristicas quimicas
a) Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados de acordo com a metodologia
proposta por Singleton & Rossi (1965) com modificagOes realizadas por Zhao et al.
(2010). Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais, a 0,5 mL da amostra de
cerveja diluida (1:20), adicionou-se 2,5 mL de Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de
Na,CO3 a 7,5%. O tubo de ensaio foi incubado por 5 min em Banho-Maria a 50°C.
Ap6s 15 minutos de repouso, o complexo azul formado foi quantificado em
espectrofotometro, com comprimento de onda de 760 nm. A medicdo foi entédo
comparada com uma curva padrao de acido galico (Figura 8) e o resultado expresso

em mg de 4cido gélico equivalente (GAE) por litro de cerveja (mg GAE L™).

Figura 8. Curva padrao de acido galico para determinacdo dos compostos fendlicos
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1,00
0,90
=
< 0,80
3
L2070
©
£ 0,60
&
g 0,50
2 0,40
o]
< 0,30

0,20
0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10

Concentracao de acido galico (mg mL™1)

y =9,2867x + 0,0259
R2=0,9978

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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b) Flavonoides

Os flavonoides foram determinados de acordo com a metodologia proposta por
MEDA et al., 2005 com adaptacdes. A determinacdo foi realizada por
espectrofotometria, com leitura realizada na faixa de absorbancia de 415 nm. Em
tubos de ensaio, colocou-se 2 mL da amostra diluida (1:1) e acrescentou-se 2 mL de
cloreto de aluminio a 2% em metanol. Apés 30 minutos de repouso, as leituras foram
realizadas. Os calculos de concentragéo foram feitos a partir da curva de calibracdo
usando o padrao quercetina (Figura 9) e os resultados foram expressos em mg de

quercetina por litro de cerveja (mg QE L™).

Figura 9. Curva padréao de quercetina para determinacéo dos flavonoides
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

c) Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das cervejas foi determinada pela metodologia baseada
na determinacdo da atividade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro -
FRAP (RUFINO et al., 2006). O reagente FRAP foi preparado no dia da analise e
utilizado imediatamente, através da mistura de 25 mL do tampéao de acetato (0,3 M),
2,5 mL da solucéo TPTZ (10 mM) e 2,5 mL de uma solucédo de cloreto de ferro (20
mM). Para tubos de ensaio foi transferida uma aliquota de 0,09 mL da bebida, 2,7
mL do reagente FRAP e 2,7 L de 4gua destilada. A mistura foi homogeneizada e os

tubos mantidos em banho maria a 37°C durante 30 minutos. Apoés, a absorbéncia foi
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quantificada no comprimento de onda de 595 nm, onde foi utilizado o reagente
FRAP para calibragdo do espectrofotdmetro. Os calculos de concentragdo foram
feitos a partir da curva de calibracdo usando o padréo Trolox e os resultados foram

expressos em mg de Trolox por litro de cerveja (mg Trolox L™).

d) Proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada baseada na metodologia proposta por
Gornall et al., (1949). Foram adicionados em tubos de ensaio 0,5 mL da amostra de
cerveja (diluicdo de 1:1) e 5 mL do reagente de biureto (1,5 g de sulfato de cobre +
69 de tartarato duplo de sodio e potassio dissolvidos em 500 mL de agua destilada.
Apos, juntar, sob agitacdo, 300 mL de NaOH 10% e completar a 1 litro). Agitou-se os
tubos com auxilio de um vortex de bancada e em seguida os tubos foram deixados
em repouso por 30 minutos. Logo apés, realizou-se a leitura no comprimento de
onda de 540 nm. Os calculos de concentracdo foram feitos a partir da curva de
calibracdo usando o padréao caseina (Figura 10) e os resultados foram expressos em

mg de caseina por litro de cerveja (mg QE L™).

Figura 10. Curva padrao de caseina para determinacao de proteinas
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e) Teor alcodlico

100 mL da amostra previamente descarbonatada adicionada de 50 mL de agua
destilada foi transferida para um conjunto de destilacdo. O destilado foi recolhido em
um baldo volumétrico de 100 mL e a graduacdo alcodlica das cervejas foi

determinada com a utilizacdo de um alco6metro com leitura direta a 20 °C.

f) pH

O pH foi determinado pelo método eletrométrico utilizando um pHmetro de
bancada (calibrado com as solucbes padrdo antes do uso), sendo medido em
amostras de 10 ml de cerveja (EBC, 2005).

g) Acidez Total

Foi determinada pelo método de titulacdo volumétrica com solugdo de NaOH 0,1
N (padronizada com biftalato de potassio), utilizando-se como indicador solugéo
alcodlica de fenolftaleina a 1%. Foram pipetados 5 mL de amostra e 5 mL de agua
destilada em um béquer e titulado a solucdo de hidréxido de sédio até o ponto de
viragem (EBC, 2005).

A acidez total foi expressa em meq L-1, de acordo com a equagédo (1): Acidez
Total (meqg L) = (1000 x n x NNaOH)/v, onde: n = volume da solucdo de NaOH
gasto na titulacdo (mL); N = Normalidade da solu¢cdo de NaOH; v = Volume da

amostra (mL).

h) Sdélidos Solaveis Totais

Os solidos soluveis totais foram quantificados através de leitura direta em
refratbmetro portatil digital, previamente calibrado com agua destilada, com valor

corrigido a 20°C e os resultados expressos em °Brix (EBC, 2005).

i) AcuUcares Redutores

A metodologia utilizada para determinar a quantidade de acUcares redutores €&
descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Pipetou-se 5 mL da amostra
desgaseificada para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-o com a solugéo
de Fehling. Levou-se a amostra a fervura e titulou-se, gota a gota, a amostra contida

na bureta para o erlenmeyer. Ao inicio da titulacdo, observou-se uma cor azul
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intensa que ao mudar de coloragdo foi acrescentado uma gota de azul de metileno
(1%) e continuou-se a titulacdo até o desaparecimento da coloracdo azul e o
surgimento da cor avermelhada indicando o ponto de viragem. A quantificacdo de

acucares redutores foi obtida através da seguinte equacéao (2):
mg L™ de agucares redutores = N*1000/volume gasto (mL)

i) Amargor

A andlise dos niveis de amargor nas cervejas foi realizada de acordo com a
Analytica EBC, 2010. Uma amostra de cerveja desgaseificada (10 mL) foi
transferida para um tubo Falcon de 50 mL. Em seguida, adicionou-se uma solugéo
de HCI 6 N (0,5 mL) e isooctano (20 mL) e as amostras foram agitadas por 30
minutos. Logo apos, a amostra foi centrifugada em recipientes Falcon (5 minutos,
3000 rpm). Em seguida, uma amostra foi retirada da camada de isoctano e
determinada com um espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 275 nm. O
isooctano puro foi a amostra de referéncia. O amargor foi calculado de acordo com a
férmula: IBU= 50*A (IBU—unidades de amargor; A—absorbéancia a 275 nm).

5.3.4 Anélise de Compostos Volateis

Condicdes de extracdo no HS-SPME

Para a extracdo dos componentes volateis das amostras foi utilizada
metodologia ja otimizada, previamente descrita por Alves e colaboradores (2020).
Em um vial de 15 mL contendo uma barra de agitagcdo magnética e 0,7500 + 0,005 g
de NaCl foi adicionado 7,5 mL de amostra e 20 uL de solucdo de 4-methyl-2-
pentanol (1,0 uL mL™). O vial foi inserido em um recipiente contendo uma jaqueta de
vidro o qual estava sobre uma chapa de agitacdo magnética e conectado a um
banho termostatizado com circulacdo de agua (SOLAB SL 152, Piracicaba, SP,
Brasil). O vial foi mantido em banho de agua a 40 + 0,2 °C e o conteudo foi mantido
sob agitacdo por 5 minutos. A fibra de SPME foi exposta ao headspace do vial o
qual foi mantido nessa mesma temperatura por 30 minutos. Foi utilizado fibra de

SPME composta por divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane
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(DVB/CAR/PDMS) com cobertura de 50/30 pm de espessura e 1 cm de
comprimento (SUPELCO, Bellefonte, PA, USA).

Condicdes do GCMS

A fibra de SPME contendo o0s componentes volateis adsorvidos foi
manualmente inserida no injetor do GCMS a 250 °C (modo splitless; equipado com
liner de vidro, 0,75 mm I.D.) e mantido por 5 minutos. Os componentes dessorvidos
foram separados em um Agilent 7890A GCMS usando metodologia adaptada de
Benucci e colaboradores (2021). Uma coluna Agilent HP-5MS (30 m x 0,25 mm X
0,25 pm) composta por 95% dimethyl/5% diphenyl polysiloxane foi utilizada com
fluxo de gas Hélio de 1,0 ml min™. A temperatura do forno foi mantida & 40 °C por 5
min seguida de rampa de aquecimento de 40 a 260 °C com taxa de aguecimento de
9 ‘C min™. As temperaturas da interface e da fonte de fons foram configuradas a 300
°C. Os dados foram adquiridos no modo Full Scan com faixa de 30 — 400 m/z. O
espectrometro de massas foi operado com impacto de elétrons a 70 eV. Cada
amostra foi analisada em triplicata. Os picos foram integrados manualmente em
software G1701EA GC/MSD Chemstation. As substéncias volateis foram
caracterizadas através da comparacao do espectro de massas e do indice de Kovats
(KI) experimental para cada componente com 0s respectivos espectros de massas e
indices de Kovats de padrdes descritos por Adams (2007). Os valores de Ki
experimentais foram obtidos a partir da injecdo de uma amostra de hidrocarbonetos
saturados C7-C30 (Sigma-Aldrich) nas mesmas condi¢cdes utilizadas para as
amostras e calculados de acordo com van den Dool and Kratz (van Den Dool &
Kratz, 1963).

5.3.5 Compostos fendlicos individuais

A andlise de compostos fendlicos individuais foi realizada nas amostras até a
concentracdo de 6 g L™ para ambas as origens de lGpulo em razdo de possiveis
contaminacdes nas amostras adicionadas de 8 g L™ de IGpulo nacional e importado,
gue possam ter influenciado negativamente nos picos observados.

As amostras de cerveja foram analisadas quanto a composi¢cado fendlica
usando um equipamento de HPLC (Agilent 1260, Agilent Techonolgies) acoplado a

uma coluna de fase reversa (HPLC Eclipse Plus C18, 4,6 x 100 mm, 3,5 um) e
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arranjo de diodos. As amostras foram filtradas (0,45 ym, filtros de seringa de nylon,
15 mm, tecnologias Agilent, Alemanha) antes da injecdo. O sistema solvente foi
baseado em 0,2% de acido acético em agua ultrapura (Milli-Q Gradient System,
Millipore Corporation, Massachusetts, EUA) e 0,2% de acido acético em MeOH puro
(grau HPLC, Merck, Darmstadt, Alemanha) como fase A e B, respectivamente. Para
a separacdo cromatogafica foi utilizado 1% de B por 2 min, depois de 1 a 20% em 4
min e de 20 a 30% em 4 min, que foi mantido em 30% por 5 min. Em seguida, o
solvente foi trocado de 30 para 50% em 5 minutos e mantido por mais 5 minutos.
Um gradiente de 50 a 100% de B foi estabelecido em 5 min com 5 min de espera.
Entédo, o solvente B voltou a 1% em 2 min com 3 min de espera antes da préxima
injecdo. O tempo total de analise foi de 40 minutos. A taxa de fluxo foi de 0,8 mL
min-1, o volume de injecdo foi de 5 uL e o compartimento da coluna foi de 30 °C.
A quantificacdo dos compostos fenodlicos foi realizada utilizando uma curva de
calibracdo de cada padrdo. O método HPLC foi validado determinando a linearidade
da curva de calibracéo, limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ). O

limite de deteccéo foi determinado pelo método da relagéo sinal-ruido.

5.3.6 Anélise Sensorial

Amostras
Nove amostras de cervejas referentes aos tratamentos conforme a origem e a

concentracdo de ldpulo no dry hopping foram fornecidas aos participantes. As
cervejas foram mantidas em garrafas de vidro ambar com capacidade para 600 mL,
as quais foram resfriadas até uma temperatura de 10°C. As garrafas referentes a
cada um dos tratamentos foram abertas e utilizadas para as analises no mesmo dia

da avaliacao.

Painel de Julgadores

Um painel composto por 10 julgadores (estudantes e funcionarios da
Universidade) foi selecionado com base no interesse e na disponibilidade. O
treinamento do painel ocorreu em quatros sessbes espacadas por sete dias cada

uma delas. Durante as sessfes, 0s participantes foram treinados com base na
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intensidade das caracteristicas de modo a propiciar uma familiaridade com todos os

atributos sensoriais das cervejas.

Procedimento

Os participantes avaliaram as cervejas em duas sessdes em dois dias
consecutivos para ndo ocorre saturacdo do paladar dos julgadores. Na primeira e
segunda sessao, quatro e cinco tratamentos foram apresentados respectivamente e
de forma aleatéria. A avaliacdo ocorreu em uma sala com temperatura controlada
(24°C) e as amostras foram servidas a 10°C em tac¢as do tipo Floripa (Figura 11). As
amostras foram codificadas com numeracgdo de trés digitos cada. Os membros do
painel sensorial pontuaram as amostras de cerveja de forma descritiva quanto aos
atributos: consisténcia da espuma, estabilidade da espuma, carbonatacédo, alcool,
acidez, amargor, corpo e caracteristicas arométicas (ANEXO B) em uma escala de 1
até 5, representando de muito baixo até muito forte. Para transmitir os resultados de

forma mais confiavel, agua e bolachas salgadas foram servidos entre as amostras.

Figura 11. Taga do tipo Floripa utilizada para a analise sensorial das cervejas

)

&>

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Comité de Etica em Pesquisa

Por se tratar de analise sensorial envolvendo seres humanos, o projeto desta
tese foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado de
Santa Catarina (CAV/UDESC), tendo sido aprovado sob o numero de parecer
4.859.714, em atendimento a Resolugdo do Conselho Nacional de Saude (CNS) n°

466/12 (ANEXO A). No dia da avaliagao sensorial, foram explicados os objetivos do
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experimento e todos os julgadores assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE), conforme determinacéo do Comité de Etica em Pesquisa.

Andlise dos dados

O tratamento dos dados foi realizado com base na andlise multivariada
através da analise de componentes principais a qual fornece informactes
importantes sobre a estrutura do conjunto de dados. A andlise estatistica foi
realizada com auxilio do programa R com o objetivo de separar os tratamentos em
diferentes grupos (R CORE TEAM, 2013).

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Caracteristicas fisico-quimicas

Na analise de componentes principais, os dois primeiros componentes
representaram 67% da variacdo obtida (54,7% para a componente principal 1 e
12,3% para a componente principal 2) permitindo a analise conjunta das variaveis e
dos tratamentos em um grafico bidimensional. Identificou-se a diferenciacdo dos
tratamentos em principalmente cinco grupos (Figura 7).

De acordo com a Dimensao 1, h4 uma associacdo positiva entre as variaveis
atividade antioxidante, proteinas, amargor, compostos fendlicos totais e flavonoides
com os tratamentos Imp4, Imp6, Bra6 e Bra8, uma vez que 0os mesmos estao a
direita do grafico, seguindo direcdo e sentido dos vetores que representam tais
variaveis. Consegue-se observar uma diferenciacdo em dois principais grupos entre
esses tratamentos, ficando evidente que a adicdo de 8 g/L do ldpulo brasileiro
“Comet” durante o dry-hopping, proporcionou 0s maiores valores para as
caracteristicas acima citadas. Além disso, esse tratamento também sofre influéncia
das variaveis com maiores cargas na dimensédo 2 em funcéo de estar posicionado
mais acima dos tratamentos pertencentes ao grupo |.

Cerca de 30% dos polifenois da cerveja séo originarios do lupulo, portanto, a
atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais dependem da
quantidade e da qualidade dessa matéria-prima, assim como, do processo de
producdo das cervejas (DE KEUKELEIRE et al.,, 1999; CALLEMIEN et al., 2005;
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NARDINI; FODDAI, 2021). De acordo com os resultados obtidos, a maior quantidade
de lapulo brasileiro adicionado durante o dry-hopping proporcionou 0s maiores
valores para essas caracteristicas, indicando que o lipulo nacional possui qualidade
satisfatoria para ser utilizado na producdo de cervejas através da adocao desta
técnica.

Cervejas com alto teor de fendlicos e elevada atividade antioxidante,
caracteristicas encontradas no tratamento Bra8, apresentam melhor qualidade,
sabor e aromas mais estaveis, estabilidade da espuma e vida util mais longa em
comparacdo com cervejas com niveis mais baixos de fendlicos e propriedades
antioxidantes mais fracas (WOFFENDE et al., 2001; CALLEMIEN et al., 2005;
GUIDO et al., 2007).

Ainda na Dimensdo 1, pode-se observar uma correlacdo positiva dos
tratamentos Branco, Bra2, e Imp2 com o teor alcodlico e a acidez total das cervejas,
devido a posicdo destes tratamentos no grafico. As cervejas originadas destes
tratamentos estdo diferenciadas basicamente pelas variaveis aglcares redutores e
sélidos soluveis totais, alocadas na Dimensdo 2, onde, Branco e Imp2 formam o
Grupo IV, devido a maior quantidade de solidos sollveis totais e o Bra2 forma o
Grupo V devido a maior presenca de acgucares redutores. O Grupo Il possui valores
intermediarios entre os Grupos | e Il e os Grupos IV e V.



49

Figura 12. Anélise dos componentes principais (ACP) para as variaveis: acucares redutores; atividade antioxidante; compostos
fendlicos totais; flavonoides; proteinas; amargor; acidez total; pH e teor alcodlico para as cervejas produzidas com a técnica de dry

hopping utilizando lupulo “Comet” importado ou brasileiro em diferentes concentracgdes.
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Na Figura 8, pode-se observar a cinética das variaveis compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante da cerveja em relagdo a quantidade de lupulo
adicionado no processo de dry hopping. Quando se utilizou o lupulo brasileiro,
verificou-se um aumento significativo de 34% (acréscimo de 220 meq GAE L™) nos
valores dessa variavel até a concentracdo de 8 g L™. J4 o uso do lGpulo importado
ndo alterou essa caracteristica com o0 aumento da concentracdo. A atividade
antioxidante, quando utilizado o lupulo brasileiro, elevou-se em 42% (acréscimo de
1160 mmol Trolox L™) até a concentracdo de 8 g L™. J& o uso do ltpulo importado
apresentou resultados semelhantes aos compostos fendlicos totais, onde ndo houve
alteracdo nos valores em fungéo das concentragfes adicionadas.
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Figura 13. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante de cervejas
produzidas com a técnica de dry hopping utilizando Iapulo brasileiro e importado em

diferentes concentracoes.
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As cervejas produzidas com dry hopping tém mais polifenois derivados do
lipulo em comparacdo com aquelas em que essa técnica ndo foi utlizada
(OBERHOLSTER, 2016). O lapulo possui até 50 vezes mais polifenois por peso em
comparacdo com o malte e € por isso que quando grandes quantidades dessa
matéria prima séo utilizadas para a producdo de cervejas a concentracdo fendlica

pode aumentar rapidamente (GREEN, 2020). Esta afirmacéo esta de acordo com os
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resultados encontrados para as cervejas produzidas com a utilizacdo do lupulo
brasileiro, cujos valores de compostos fenélicos aumentaram significativamente de
acordo com o0 aumento das concentragbes da matéria prima no dry hopping.
Podemos observar que o mencionado por Green (2020) ndo ocorreu com 0 uso do
lGpulo importado, visto que as cervejas produzidas com o0 mesmo ndo tiveram
aumento significativo na concentracdo de polifenois de acordo com o aumento na
concentracdo. O teor de compostos fendlicos na cerveja € muito influenciado pelo
fator genético de suas matérias-primas e, portanto, pelas condicbes ambientais e
manejo da cultura (LUGASI, 2003). A afirmacdo explica a maior quantidade de
compostos fendlicos observada nas cervejas produzidas com lapulo brasileiro.

De acordo com a analise de componentes principais (Figura 7), a atividade
antioxidante possui correlagdo positiva com o teor de compostos fendlicos totais na
cerveja. O resultado esta de acordo com Martinez-Gomez et al. (2020), os quais
afirmam que a atividade antioxidante deve-se principalmente ao conteddo de
compostos fendlicos. Essa variavel apresenta mudancas conforme as matérias-
primas utilizadas e o método de producao das cervejas (INIGUEZ; ZHU, 2020).

Na Figura 9, pode-se observar a cinética do amargor da cerveja em relacao a
guantidade de lapulo adicionado no processo de dry hopping. Quando se utilizou o
lGpulo brasileiro, verificou-se um aumento significativo de 24% (acréscimo de 13
IBU) nos valores dessa variavel até a concentracdo de 8 g L™. J& com o uso do
lGpulo importado observou-se aumento de 30% nas unidades de amargor (16 I1BU)

até 8 gramas L™.
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Figura 14. Amargor de cervejas produzidas com a técnica de dry hopping utilizando

lGpulo brasileiro e importado em diferentes concentragdes.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Os resultados do presente estudo indicaram que a adicdo de qualquer
concentracdo de lupulo durante o dry hopping, seja importado ou brasileiro, originou
cervejas com amargor mais elevado em comparagao com o tratamento em que nao
foi adotado a lupulagem a frio. O resultado est4 de acordo com o encontrado por
Salamon e colaboradores (2022), onde as unidades de amargor das cervejas
adicionadas de lapulo no dry hopping se elevaram em quase 18%.

As humulonas, relacionadas a contribuicdo para o gosto amargo da cerveja,
sao propensas a sofrer degradacdes durante o armazenamento do lUpulo e uma das
principais caracteristicas de sua oxida¢ao é a producdo de humulinonas (DURELLO
et al., 2019). As humulinonas estédo intimamente relacionadas aos iso-alfa-acidos, e
quando o ldpulo é adicionado durante a lupulagem a frio, esse composto se dissolve
suficientemente para influenciar no amargor (SMITH et al., 2004). Portanto, cervejas
produzidas pelo processo de dry hopping com ldpulos que contém altos niveis de
humulinonas podem ter o amargor alterado.

Algazzi & Shelmlhammer (2016) realizaram uma pesquisa com o objetivo de
avaliar a intensidade do amargor das humulinonas e para isso, adicionaram extratos
ricos deste composto em cervejas nao lupuladas com concentragcdo que variaram de
8 até 40 mg L™. Com isso, descobriram que as humulinonas possuem um amargor

equivalente a 66% do amargor das iso-humulonas, demonstrando que as
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humulinonas contribuem para o amargor da cerveja muito mais do que até entdo se
imaginava.

Em outro estudo, Maye e colaboradores (2016) avaliaram a relacdo da
presenca de humulinonas em Idpulo com o amargor da cerveja durante o
procedimento de lupulagem denominado de “dry-hopping”, o qual objetiva aumentar
o aroma de ldpulo da cerveja sem, contudo, aumentar o amargor da bebida.
Entretanto, estes autores encontraram teores de até 24 mg L™ de humulinonas em
cervejas submetidas ao “dry-hopping”, revelando que € possivel agregar amargor as
cervejas submetidas a este procedimento de lupulagem. Os mesmos autores
recomendam ainda que os cervejeiros realizem a analise de determinagdo do indice
de armazenamento de lupulos que serao utilizados no “dry-hopping”, de modo a
evitar o uso de ldpulos velhos e oxidados neste procedimento de lupulagem. Desta
forma, sugere-se através dos resultados encontrados no presente estudo, que o
lpulo importado estava em processo mais avancado de oxidacdo, visto que
observou-se um maior percentual de aumento nas unidades de amargor com o
aumento da concentracdo adicionada em comparacdo com o brasileiro, indicando

uma maior presenca de humulinonas.

5.4.2 Perfil de compostos voléateis das cervejas em estudo

A Tabela 2 mostra o tempo de retencéo, o indice de Kovats da literatura, o
indice de Kovats calculado e o descritor aromatico para os 43 compostos
identificados na cerveja via microextracdo em fase solida headspace e andlise GC-
MS.

Os resultados confirmam uma excelente correspondéncia entre o indice de
Kovats calculado e o presente na literatura, sendo que, os valores variaram de 98,5
a 100,6% dependendo do composto.

Para a analise de componentes principais, foram escolhidas duas
componentes, com base em uma variancia acumulada de 82,90%. O Gréfico foi
construido com os compostos mais relevantes para determinar as diferencas entre
as concentraces (0; 2; 4; 6 e g L™) e origens (brasileiro e importado) do Itpulo
Comet adicionado no processo de dry hopping.

A Figura 10 mostra as variancias das duas primeiras componentes, que
explicam 82,9% do total de informacdes do modelo, sendo 63,7% explicada pela

primeira componente e 19,2% explicada pela segunda componente.
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Tabela 2. Compostos identificados nas amostras de cerveja usando microextragao

em fase sdlida headspace e analise GC-MS.

T Tempo de indice de Kovats indice de Kovats o i Aromatico
Retencéo (min) Experimental Teorico
Alcool Isoamilico 3,955 742,7 741 Frutas Vermelhas
2-metilbutanol 4,001 7447 739 Chocolate/Malte
Tolueno 4,604 767,9 774 Doce/Tinta
Butanoato de Etila 5,779 807,9 806 Maca/Péssego
Ethylbenzene 7,512 868,8 850 Doce/Gasolina
Acetato de Isoamila 8,072 885,5 862 Frutado/Banana
Acetato de 2-metilbutila 8,130 887,2 881 Frutado
Isobutyl isobutanoate 9,043 920,6 - Frutado
Mesitylene 10,305 973,2 - -
2,6-dimethyl-4-heptanone 10,377 976,0 - -
2-pentyl propanoate 10,432 978,1 - -
b-pinene 10,850 993,9 979 Herbal
Hexanoato de Etila 11,079 1003,4 998 Maca Verde/Floral
Isoamyl isobutanote 11,330 1016,6 - Frutado
Nao ldentificado 11,413 1021,0 - -
Propyl tiglate 11,639 1032,6 1038 -
(E)-b-ocimene 11,844 1042,9 1050 Floral, Citrico
(2)-b-ocimene 12,055 1053,4 1043 Herbal/Floral/Citrico
2-nonanone 12,908 1093,8 1090 Frutado
6-camphenone 13,115 1104,3 1097 -
Alcool Fenil Etilico 13,429 1122,8 1107 Floral
N&o Identificado 14,169 1164,6 - -
Terpinen-4-ol 14,536 1184,6 1177 Amadeirado, Picante
Octanoato de Etila 14,905 1205,1 1197 Abacaxi/Péra/Doce
Citronellol 15,335 12325 1226 Floral, Citrico
Geraniol 15,769 1259,4 1253 Floral
Phenylethyl acetate 15,825 1262,8 1258 Mel/Rosas
Methyl geranate 16,852 1327,8 1325 Frutado, Floral
Citronellyl acetate 17,269 1355,7 1353 Floral
Geranyl acetate 17,731 1385,9 1381 Frutado, Floral
Decanoato de Etila 17,908 1397,3 1396 Uva/Frutado
b-caryophyllene 18,409 1433,3 1419 Picante, Amadeirado
N&o Identificado 17,201 1351,2 - -
y-gurjunene 19,175 1487,2 1477 Amadeirado, Doce
y-cadinene 19,469 1508,3 1514 Amadeirado, Herbal
Cis-calamenene 19,817 1534,9 1540 Especiarias



N&o Identificado
Spathulenol
Dodecanoato de Etila
1-epi-cubenol
Cubenol
Valerianol

19,015
20,597
20,624
21,062
21,283
21,377

1476,1
1593,0
1595,0
1629,9
1647,6
1655,0

1575
1595
1629
1647
1658

56

Herbal/Frutado
Cera/Sabao

Sabao

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Figura 15. Andlise dos componentes principais (ACP) para os compostos volateis caracterizados via cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas em cervejas produzidas com a técnica de dry hopping utilizando lupulo “Comet” importado

ou brasileiro em diferentes concentragdes.
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A componente principal 1 mostra a separacdo das amostras em relagédo a
concentracdo e origem do ldpulo, com as cervejas produzidas com a maior
concentracéo de IGpulo importado (8 g L™) e as cervejas com 4; 6 e 8 g L™ de IGpulo
brasileiro nos quadrantes direitos. Neste caso, a associacdo destes tratamentos é
com 0s compostos: y-cadineno, beta cariofileno, geranato de metila, beta pineno,
tiglato de propila, Z-beta ocimeno, E-beta ocimeno, citronelol, 6-campenone, 4
terpineol , geraniol e acetato de geranil. O Grupo |, composto pelo tratamento Bra8,
apresenta maiores areas de picos em comparacdo com o Grupo Il (Imp8) e com o
Grupo lll (Bra4 e Bra6), assumindo, portanto, que oS compostos volateis com
maiores cargas na dimensao 1 podem ser importantes na distingdo entre as cervejas
produzidas com a maior concentracdo de ldpulo brasileiro com as demais
estudadas.

As cervejas as quais nao foi aplicado a técnica de dry hopping apresentaram
menores teores dos compostos volateis pertencentes a dimensdo 1, visto que, o
tratamento em branco ficou localizado mais a esquerda do gréafico. Resultados
semelhantes ja haviam sido observados anteriormente por outros autores
(HASLBECK et al.,, 2018; CASTRO et al.,, 2022) com maiores teores terpenos e
ésteres nas cervejas em que o ldpulo foi adicionado numa fase posterior ao
processo de fabricacdo da cerveja. Normalmente, os ésteres tém sabor doce e
frutado, enquanto as categorias citrica, picante, herbacea e especiarias podem ser
encontradas em terpendides (STEINHAUS; SCHIEBERLE, 2000; EYRES et al.,
2007 ; VAN OPSTAELE et al., 2012; CIBAKA et al., 2015). Ao adicionar parte do
lpulo na etapa de fermentagcdo, a uma temperatura inferior a exigida em fase de
ebulicdo, podemos evitar a evaporacao dos compostos volateis presentes no lapulo,
bem como sua conversdo (FORSTER E GAHR, 2013; (STEENACKERS; DE
COOMAN; DE VOS, 2015).

Entre os compostos encontrados nos 6leos essenciais de lUpulo, destacam-se
terpenos importantes a exemplo do beta cariofileno, responsavel pelos aromas
amadeirados na cerveja (VAN OPSTAELE et al., 2012) e que esta associado aos
tratamentos localizados a direita do gréfico, indicando maiores areas de picos.
Embora o beta cariofileno seja um dos principais volateis do lapulo, ele € raramente
encontrado na cerveja produzida com a adicdo dessa matéria-prima durante a
fervura ja que ocorrem perdas consideraveis por evaporacdo (TAKOI et al., 2010;

LAM et al., 1986). De maneira geral, os hidrocarbonetos terpénicos ndo contribuem
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s

para 0 aroma de cervejas, exceto quando o dry hopping é utilizado (FRITSCH;
SCHIEBERLE, 2005; HALEY; PEPPARD, 1983). No presente estudo, o tratamento
controle, cujo nao foi realizado dry hopping, tem a presenca desse composto (apesar
de pequenas quantidades) o que corrobora com a afirmacao acima.

Os voléteis 4-terpineol, geranato de metila, beta cariofileno e y-cadineno sao
conhecidos como metabdlitos secundérios derivados do Iupulo (PREEDY, 2009;
INUI et al., 2013; PRAET et al., 2015) e portanto, s&o compostos responsaveis pela
diferenciacdo da fermentacado e da lupulagem. Os resultados indicam que a partir da
adicdo de 4 g L™ de Itpulo brasileiro no dry hopping, maior a presenca desses
compostos volateis na cerveja. O mesmo ndo ocorreu com o lUpulo importado, que
apenas a adicdo de 8 g L™ apresentou correlacdo positiva com esses compostos. O
resultado demonstrou uma ampla gama de compostos que podem ocorrer em
distintas concentracdes dependendo de onde o ldpulo foi cultivado e da
concentragdo utilizada e esta de acordo com o encontrado por La Fontaine e
colaboradores (2018), os quais encontraram uma ampla e significativa gama de
intensidades aromaticas dependendo do local de cultivo do lapulo, das técnicas de
manejo e das condi¢cdes de colheita e secagem. Outros estudos confirmam que
fatores como a localizacdo geografica, clima e aspectos agronémicos influenciam a
composicédo volatil do lupulo (CEH et al., 2007; KISHIMOTO et al., 2008; MOZNY et
al., 2009).

O terroir exerce forte influéncia no cultivo do lapulo, visto que, o produto
comercial da cultura sdo os compostos quimicos presentes na lupulina, e estes sédo
decorrentes do metabolismo especializado da planta, também conhecido como
metabolismo secundario. Esses metabdlitos séo sintetizados pela planta como uma
estratégia de adaptacdo a diferentes mudancas que ela possa sofrer, seja por acao
do homem (manejo hidrico, nutricional...), do ambiente (luminosidade, precipitacéo,
interacdo com outros micro-organismos...) e da prépria planta (idade fisioldgica...),
sendo que, esses fatores podem exercer influéncia na composicao quimica dos
cones de lapulo (WOLFE et al. 2016).

Takoi et al. (2017) demonstraram que o beta pineno foi encontrado em altas
concentragdes nos lupulos Centennial e Citra, mas néo foi transferido para a cerveja
mesmo quando utilizado altas taxas no dry hopping. Portanto, ha evidéncias de que
o beta pineno pode ndo ser um composto diretamente responsavel pelo aroma

lupulado na cerveja produzida com dry hopping. Ao contrario, de acordo com a
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Figura 11, observamos um aumento na concentracdo de beta pineno com o
aumento na quantidade de lapulo brasileiro adicionado no dry hopping, indicando
que o lapulo Comet (rico em beta pineno) é capaz de transferir o composto para a

cerveja.

Figura 16. Areas normalizadas para o composto beta pineno em cervejas produzidas
com dry hopping utilizando diferentes concentracdes e origens do IUpulo.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022

A Figura 12 mostra a regressao referente a soma das areas de picos dos
compostos geraniol e acetato de geranil. Os resultados mostram uma resposta linear
e evidenciam um aumento na concentracao de geraniol e acetato de geranil com o
aumento na concentracdo de lUpulo, independente da origem. Entretanto, verifica-se
que os maiores valores foram encontrados no lGpulo brasileiro em comparagdo com
o importado para ambos os compostos. O aumento geral dos teores de volateis,
quando se utiliza a técnica de dry hopping, € consistente com os resultados de
outros autores, embora a maioria deles concorde que o efeito especifico depende de
muitos outros fatores, como o0 momento exato da adi¢do, a variedade do lupulo ou
mesmo o seu estado de maturacdo (DRESEL et al.,, 2013 ; FORSTER E GAHR,
2013; SCHNAITTER et al., 2016; LAFONTAINE et al., 2018; SANZ et al., 2019).
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Figura 17. Areas normalizadas para os compostos Geraniol (A) e Acetato de Geranil
(B) em cervejas produzidas com dry hopping utilizando diferentes concentracdes e

origens do lupulo.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Em 1986, Lam et al. afirmaram que os alcoois monoterpénicos, a exemplo do
geraniol, sdo altamente ativos no aroma e contribuem para aromas florais e citricos
em cervejas com lupulagem a frio. Vollmer e Shellhammer (2016) identificaram o
geraniol como um composto volatil de impacto para o aroma de cervejas produzidas
com dry hopping. Na presenca de levedura, o geraniol pode ser transformado a
outros compostos como o citronelol. No presente estudo, o citronelol foi encontrado
em maiores intensidades nas cervejas produzidas com 8 g L™ de IGpulo brasileiro,
mesmo resultado encontrado para o composto geraniol. Proporcionando aromas
picantes, florais, e citricos, geraniol tem sido proposto como marcador para a

intensidade e qualidade do aroma lupulado em cervejas (PEACOCK; DEINZER,
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1981; LAM et al., 1986; STEINHAUS; SCHIEBERLE, 2000; SCHONBERGER;
KOSTELECKY, 2011; VAN OPSTAELE et al., 2012; EYRES et al., 2007;).

A dimensdo 2 mostra a associacdo do composto acetato de isoamila com as
amostras em branco, uma vez que este composto esta localizado no quadrante
superior esquerdo. Esse composto surge especialmente no processo de
fermentacdo da cerveja (OLANIRAN et al., 2017), embora também tenham sido
encontradas areas de pico pequenas nas amostras onde foi realizado o dry hopping
O mesmo resultado foi encontrado por Ceola et al. (2019), onde, ao analisar a
influéncia do cultivar no perfil volatil de cervejas os autores verificaram a presenca
deste composto nas amostras em que o lipulo ndo foi adicionado. Em contrapartida,
a cerveja produzida sem dry hopping apresentou correlagdo negativa com 0s
compostos geraniol e acetato de geranil os quais sdo transmitidos a cerveja via
lGpulo.

Os resultados evidenciam um aumento na concentragdo de terpenos na
medida em que se elevaram as concentragcbes de ldpulo no dry hopping,

independente da origem (Figura 13).

Figura 18. Areas normalizadas para terpenos em cervejas produzidas com dry

hopping utilizando diferentes concentracdes e origens do lupulo.
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Os compostos terpénicos sédo produtos naturais, principalmente metabdélitos

secundarios, produzidos por plantas, podendo também ser produzidos por leveduras
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ou por meio de reacdes de biotransformacédo (ALVES et al., 2015). Os terpenos sao
uma das principais familias quimicas presentes na composi¢cdo volatil do 6leo
essencial de lupulo (WANG et al., 2008).

Diversas variaveis contribuem para a presenca de compostos terpénicos na
cerveja, a exemplo do lapulo (metabolismo da planta, condi¢cdes de armazenamento,
local de plantio) e técnicas de lupulagem (dry hopping) (DRESEL et al., 2013,
PRAET el al., 2015). A afirmacdo esta de acordo com o encontrado no presente
estudo, onde podemos observar maiores quantidades de terpenos na cerveja
produzida com lUpulo brasileiro, indicando que o local de plantio influencia na
composi¢do quimica da planta e consequentemente da cerveja. Outro ponto
importante € que a técnica de dry hopping proporcionou cervejas com maiores
guantidades de terpenos em comparacdo ao tratamento controle, aumentando
significativamente de acordo com as concentragdes.

Se a funcdo de adicionar lUpulo a cerveja pela técnica de dry hopping €&
principalmente conferir aroma, de acordo com o0s resultados encontrados no
presente estudo, o preco do produto pode ser baseado em indicadores que
dependem da origem da matéria-prima que dara maior complexidade aos aromas da
bebida. Desta forma, a utilizagdo do IUpulo brasileiro pode agregar valor ao produto
final pela maior carga de aromas conferida a bebida, sendo que, os custos podem
ser reduzidos visto que menores concentracdes de lUpulo brasileiro adicionados a
cerveja proporcionam quantidade de compostos volateis semelhante a adicdo da
maior concentracao de lupulo importado estudada neste trabalho.

Os resultados deste estudo indicam que o processamento na pés colheita do

lGpulo pode impactar o potencial aromatico das cervejas durante o dry hopping.

5.4.3 Perfil de compostos fendlicos das cervejas em estudo

A Tabela 3 mostra o comprimento de onda, o tempo de retencéo, a equacao
da reta, o R?, o limite de deteccgéo e o limite de quantificacdo para os 18 compostos
identificados na cerveja via cromatografia liquida de alta eficiéncia. Todas as curvas
de calibracdo apresentaram uma forte correlacdo linear entre a concentracdo dos
compostos analisados e as areas de picos cromatograficos, conforme evidenciado

pelos valores dos coeficientes de determinagéao (R?), permitindo a quantificacdo dos
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compostos fendlicos nas amostras de cerveja. Entre os 18 compostos analisados, 12
foram identificados em pelo menos uma amostra.

Para a andlise de componentes principais, foram escolhidas duas
componentes, com base em uma variancia acumulada de 86,9%. O Gréfico foi
construido com os 12 compostos identificados em pelo menos uma das amostras, 0s
quais foram relevantes para determinar as diferencas entre as concentragoes (0; 2; 4
e 6 g L™} e origens (brasileiro e importado) do ltpulo Comet adicionado no processo
de dry hopping.

A Figura 14 mostra as variancias das duas primeiras componentes, que
explicam 86,9% do total de informacdes do modelo, sendo 62,0% explicada pela

primeira componente e 24,90% explicada pela segunda componente.
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Tabela 3. Comprimento de onda, tempo de retengéo, equagéo da reta, R?, limite de deteccao e limite de quantificacdo para os 19

compostos identificados na cerveja produzida com diferentes concentragdes de lupulo “Comet” durante a etapa de dry hopping.

Composto Polifenol (n)r\n) (;E) Equacéo da reta Rz  LOD (mg/L) LOQ (mg/L)
1 Acido Galico 255 5,979 y=1550159,55x + 627914,51 0,9980 0,000669 0,00668571
2 Galocatequina 255 8,130 y = 162492x + 72412 0,9962 0,012275 0,12274591
3 Acido 3,4-dihidroxibenzoico 255 8,567 y=2402217,95+1081177,78 0,9993 0,000384 0,00383829
4 2-(4-hidroxifenil)etanol 280 10,601 y = 901595x + 392289 0,9979 0,001618 0,01618347
5 Acido Vanilico 255 12,471 y=2825268,59x - 974532,62 0,9838 0,000420 0,00419602
6 Acido Cafeico 320 12,705 y =4825927,96x + 1960324,51 0,9973 0,000207 0,00207195
7 Epicatequina 280 13,058 y = 519655x + 165455 0,9930 0,001789 0,01788827
8 Acido Siringico 280 13,257 y=2492983,64x + 1527153,91 0,9917 0,001180 0,01179772
9 Acido p-cumarico 320 16,167 y=6205117,62x + 2151677,30 0,9996 0,000323 0,00322888
10 Acido Sinapinico 320 17,788 y=456868597x + 1072369 0,9982 0,000252 0,00252196
11 Acido Ferlico 320 18,310 y=4154370,57x + 1614583,50 0,9990 0,000224 0,00223732
12 Miricitrina 360 20,787 y=1389801,21x +570183,28 0,9983 0,000511 0,00511037
13 Rutina 360 21,580 vy =1418048,15x +590214,45 0,9986 0,001028 0,01027755
14 Acido Elagico 255 22,160 y=2723406,12x + 634171,48 0,9990 0,000390 0,00389978
15 Miricetina 360 22,651 y=2159130,63x +516689,02 0,9983 0,000701 0,0070107
16 Quercetina 280 24,673 y=6576666,49x + 1853766,32 0,9993 0,000225 0,00224822
17 Acido Cinamico 360 25,608 y=2519950,60x +892064,18 0,9988 0,000552 0,00551698
18 Kaempferol 360 28,999 y=2437818,15x + 977632,71 0,9990 0,001288 0,01288356

Fonte: Prépria autora, 2022.
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Figura 19. Andlise dos componentes principais (ACP) para os compostos fenolicos caracterizados via cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC) em cervejas produzidas a técnica de dry hopping utilizando lupulo “Comet” importado ou brasileiro em diferentes

concentracoes.
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Fonte: Prépria autora, 2022.
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A componente principal 1 mostra a separagdo das amostras em relagao a
concentracdo e origem do Idpulo, com as cervejas produzidas com lupulo brasileiro
no quadrante direito e as cervejas produzidas com lapulo importado no quadrante
esquerdo, assumindo portanto, que os compostos fendlicos com maiores cargas na
dimensédo 1 podem ser importantes na distingdo entre as cervejas produzidas com o
lGpulo brasileiro e o lupulo importado.

De acordo com a dimensdo 1, ha uma associacdo positiva das cervejas
produzidas com lupulo brasileiro (Grupo I) com os compostos acido sinapico, rutina
e acido p-cumarico.

Os compostos miricetina, &cido vanilico e acido 3,4 dihidroxibenzoico
possuem correlacdo positiva com as cervejas adicionadas de lUpulo importado no
processo de dry hopping. Em relagdo a planta de ldpulo, a miricetina é um dos
flavonoides dominantes (DUSEK et al., 2021). Esses tratamentos foram separados
em principalmente 2 grupos (Grupo Il e IV), os quais estdo diferenciados
basicamente pelas variaveis com maiores cargas na dimensao 2.

O Grupo Il, composto pelo tratamento em que as cervejas foram produzidas
sem adicdo de lupulo no dry hopping, esta localizado em uma posicdo mediana aos
demais grupos, indicando uma concentragdo intermediaria dos compostos
pertencentes a dimensdo 1 em relacdo a adi¢do de lupulo brasileiro e importado.

Os seguintes compostos fendélicos possuem maiores cargas na dimensao 2:
galocatequina, epicatequina, 2-(4-hidroxifeniletanol) e acido cafeico. As cervejas as
quais nao foi aplicado a técnica de dry hopping apresentaram menores teores dos
compostos fendlicos pertencentes a dimensao 2, visto que, o tratamento em branco
esté localizado no quadrante mais inferior do gréfico.

De acordo com estudos anteriores, o conteudo fendlico da cerveja, tanto
qualitativa quanto quantitativamente, depende da matéria prima (lipulo e malte) bem
como do processo de fabricagdo (WANNENMACHER et al., 2018).

Em geral, a composicdo fendlica das cervejas apresentou uma variada
concentracdo de acordo com a origem e a quantidade de IUpulo utilizado durante o
processo de dry hopping. Quercetina, acido cinamico, acido ferdlico, kaempferol,
miricitrina e acido siringico ndo foram detectados em nenhuma das amostras
analisadas. Silva e colaboradores (2021) afirmam que o kaempferol foi 0 composto

menos presente em diferentes amostras de cervejas artesanais brasileiras, sendo
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que, foi identificado em apenas duas em concentragcdes abaixo do limite de
quantificacao.

Por outro lado, acido p-cumarico foi encontrado somente nas cervejas
produzidas com ldpulo brasileiro, com aumento nos teores desse composto a
medida em que se elevaram as concentracdes no dry hopping. O acido elagico
esteve presente nas cervejas apenas quando as maiores concentracdes de lapulo
brasileiro foram utilizadas (4 e 6 g L™).

Entre os compostos fendlicos individuais identificados na cerveja, o acido
ferdlico, acido p -cumarico , acido galico , acido cafeico , acido vanilico e &cido
sinapico estao entre os principais compostos nas formas livre e ligada (CARVALHO;
GUIDO, 2022). Dentre os compostos acima citados, apenas o acido ferulico nao foi
detectado em nenhuma das amostras de cerveja analisadas (Tabela 4).

Sabe-se que a técnica de dry hopping permite a extracdo de polifenois e
outros compostos que contribuem para o amargor da cerveja (OLADOKUN et al.,
2017). Os resultados do presente estudo estdo de acordo com a afirmacgéo, visto
que, o tratamento em que néo foi utilizado o dry hopping apresentou a menor soma
dos compostos fendlicos identificados nas cervejas (Tabela 4). De acordo com
Castro et al. (2022), uma maior concentracdo de polifenois foi observada em
cervejas elaboradas sem o uso do dry hopping o que corrobora com os resultados
deste estudo.

A evolucdo do conteudo fendlico de diferentes cervejas durante o seu
processo de producdo apresentou variagbes de cada composto, onde alguns
diminuiram ap0s a fervura, outros permaneceram constantes e outros até mesmo
aumentaram as suas concentracfes (GANBAATAR et al., 2015). A afirmacédo esta
de acordo com os resultados deste trabalho, onde percebe-se uma variacao de cada
composto de acordo com a adog¢éo ou ndo do dry hopping (Tabela 4).

Zhao (2015) estabeleceu que o teor de polifenois nas cervejas aumenta
durante a mostura, entretanto, diminui significativamente durante a fermentacao e as
etapas subsequentes de armazenamento. Isso provavelmente é explicado pela
precipitacdo e adsorcdo destes compostos a levedura durante o processo de
fermentacdo. No caso deste particular estudo, a adicdo de parte do lupulo durante o
dry hopping levou a uma maior extracdo de substancias fenolicas e uma maior
quantidade de compostos fendlicos na cerveja, o que corrobora com a afirmagéo

anterior e com o encontrado por Castro et al. (2022). Em um trabalho onde avaliou-
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se o conteudo fendlico de cervejas produzidas por dry hopping, observou-se um
aumento nas concentragcbes o que estd de acordo com os resultados deste estudo
(HAUSER et al., 2019). Forster e colaboradores (2013) relataram uma taxa de
transferéncia de 50-60% de compostos fendlicos do lupulo para a cerveja durante o
dry-hopping.

Sendo assim, o dry hopping € uma boa estratégia para melhorar o perfil
fendlico e o conteddo na cerveja sendo de grande importancia para atingir niveis
adequados de compostos fendlicos com beneficios tanto para a estabilidade da
cerveja quanto para a saude do consumidor.

Um exemplo de cromatograma obtido para as amostras controle pode ser

visualizado na Figura 15.
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Tabela 4. Concentracdo (mg L™) de compostos fendlicos em cervejas produzidas com diferentes locais de origem e concentracées

de lupulo no processo de dry hopping.

Concentracéo (mg L™)

Compostos Fendolicos

Branco  Bra2 Bra4 Bra6 Imp2 Imp4  Imp6

Acido Galico 1,23 2,15 1,35 1,48 1,34 0,79 0,63
Galocatequina 4,65 6,97 5,58 593 13,35 7,95 11,10

Acido 3,4-dihidroxibenzoico <LOD 0,19 <LOD 0,08 5,30 2,99 4,12
2-(4-hidroxifenil)etanol 0,71 2,12 1,35 1,25 2,08 1,24 0,72
Acido Vanilico <LOD 0,03 <LOD <LOD 1,23 0,70 1,74

Acido Cafeico <LOD 0,15 0,20 0,21 0,19 <LOD <LOD
Epicatequina 0,14 0,18 0,24 0,25 0,57 0,23 0,05

Acido Siringico <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Acido p-cumaérico <LOD 0,07 0,08 0,14 <LOD <LOD <LOD
Acido Sinapico 0,30 0,97 0,77 0,96 <LOD <LOD <LOD
Acido Ferlico <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Miricitrina <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Rutina 0,78 4,17 3,62 435 <LOD <LOD <LOD

Acido Elagico <LOD <LOD 0,13 0,27 <LOD <LOD <LOD
Miricetina <LOD 0,09 0,05 0,07 1,98 2,49 2,49
Quercetina <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Acido Cinamico <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Kaempferol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Total (soma dos compostos fendlicos) 6,94 17,01 13,25 14,92 25,13 15,11 19,51

Fonte: Elaborado pela autora, 2022
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Figura 20. Cromatograma obtido por HPLC para o tratamento controle. Picos: acido galico, galocatequina, acido 3,4-
dihidroxibenzoico, acido vanilico, acido elagico (vermelho = 255 nm); 2-(4-hidroxifenil)etanol, epicatequina (marrom = 280 nm);

acido cafeico, &cido p-cumarico, acido sinapico (verde = 320 nm); rutina, miricetina (lilds = 360 nm).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



72

5.4.4 Caracteristicas Sensoriais

Na andlise de componentes principais, os dois primeiros componentes
representaram 78,1% da variacao obtida (46,1% para a componente principal 1 e
32,0 % para a componente principal 2) permitindo a analise conjunta das variaveis e
dos tratamentos em um gréafico bidimensional (Figura 15).

O painel sensorial diferenciou as amostras em principalmente 4 grupos. De
acordo com a Dimensdo 1, hda uma associacdo positiva entre as variaveis
estabilidade da espuma, consisténcia da espuma e carbonatacdo com 0s
tratamentos Imp2, Imp8, Bra2, Bra8 e Bra4 uma vez que os mesmos estdo a direita
do grafico. Consegue-se observar uma diferenciagdo em trés principais grupos entre
esses tratamentos, sendo que, de acordo com os julgadores, 4 g/L do lupulo
brasileiro (Grupo 1) “Comet” durante o dry hopping, proporcionou os maiores valores
para as caracteristicas acima citadas.

O Grupo Il (Imp2) apresentou valores médios de acidez, estabilidade da
espuma, consisténcia da espuma e carbonatacdo em comparacdo com O0S
tratamentos do Grupo I, Il e IV. Nesse grupo, observou-se os menores valores para
as variaveis alocadas na Dimensao 2 (alcool, amargor e corpo) devido a sua posi¢ao
mais abaixo no grafico, se comparado com os demais.

De acordo com os julgadores, os tratamentos do Grupo IV foram os que
apresentaram 0s maiores valores para a acidez das cervejas. Esses tratamentos
apresentaram correlacdo negativa com as variaveis posicionadas a direita do gréafico
(Dimenséo 1). A principal diferenca observada entre os tratamentos do grupo IV é
que Imp4 e Bra6 apresentaram maiores valores de amargor, alcool e corpo do que
se comparado ao Branco e Impé.

Visto que as variaveis alcool, amargor e corpo pertencem a Dimenséo 2, 0s
tratamentos posicionados mais acima do grafico apresentam maiores valores para
essas variaveis. A adicdo de 2 g L™ de IGpulo importado diminuiu os valores de
sabor alcodlico na bebida, visto que, correlaciona-se negativamente com esta
variavel.

Os resultados referentes a variavel amargor estdo de acordo com os obtidos

na avaliacdo quimica, em que a adicdo de maiores quantidades de lUupulo, para
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ambas as origens fez com que as cervejas apresentassem maiores unidades de
amargor. O painel sensorial descreveu as cervejas com amargor entre médio e forte
aquelas em que foram adicionados 6 e 8 g L™ do ltpulo brasileiro e 4 e 8 g L™ do
lGpulo importado no dry hopping. Diferentemente da analise fisico-quimica do
amargor, a qual é determinada apenas pelos iso-a-acidos da cerveja, a andlise
sensorial pode englobar muitos outros compostos oriundos principalmente do lupulo,
como os polifendis, que interferem no gosto amargo da cerveja. As cervejas Bra6 e
Bra8, descritas com o amargor médio e forte, foram as que apresentaram maiores
teores de compostos fendlicos totais de acordo com as andlises quimicas.
McLaughlin et al., (2008) verificaram que a medida que os niveis de fendlicos
aumentavam, o amargor produzido era avaliado sensorialmente como mais “duro” e
a cerveja também se mostrava mais adstringente (possivelmente devido a acdo de

fendlicos com a propriedade de precipitar as proteinas da saliva).
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Figura 21. Andlise dos componentes principais (ACP) para as varidveis: amargor; acidez; alcool; corpo; estabilidade da espuma;

consisténcia da espuma e carbonatacéo julgadas pelo painel sensorial em cervejas produzidas com a técnica de dry hopping

utilizando lupulo “Comet” importado ou brasileiro em diferentes concentragdes.
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A adicao de lupulo na etapa de maturacao reduziu as intensidades de aromas
amadeirados e de caramelo nas cervejas. As curvas aromaticas mostraram
predominancia de aromas frutados nos tratamentos Bra2 e Bra4 e lupulados nos
tratamentos Bra2, Bra4, Bra6, Bra8, Imp6 e Imp8 em relacdo aos demais atributos
avaliados indicando que as cervejas foram influenciadas pela adicéo de Iupulo ja que
obtiveram médias de até cinco pontos superiores ao controle. No tratamento Bra8
surgiram diferentes notas aromaticas: capim cidreira e eucalipto, indicando uma
possivel tendéncia de terroir, 0 que pode representar uma vantagem competitiva
para o lupulo brasileiro ao promover uma experiéncia diferenciada aos consumidores
(Figura 17).

A percepcao de aromas frutados foi superior nos tratamentos Bra2 e Bra4 em
comparacdo com as mesmas concentracdes com o0 uso do cultivar importado. Em
contrapartida, as maiores concentracdes de lpulo importado (6 e 8 g L™) adicionado
ao dry hopping apresentaram maior intensidade de aromas frutados do que se
comparado as mesmas concentracdes utilizadas com o ldpulo brasileiro. O mesmo
comportamento foi observado com o aroma citrico. Isto indica que menores
concentracfes de lupulo brasileiro no dry hopping proporcionaram aromas citricos
equivalentes e aromas frutados superiores as maiores concentracdes do importado,
possibilitando a diminuicdo dos custos de producao das cervejarias.

Com excecdo da concentracdo de 4 g L™ de ltpulo brasileiro, as demais
concentracfes adicionadas apresentaram maiores percepcdes de aromas florais do
que se comparado com o lupulo importado. As cervejas produzidas com o lapulo
Comet possuem aromas frutados e florais, sendo o composto aromético geraniol
encontrado predominantemente (TAKOI et al., 2017). Diferentes teores de geraniol
foram adicionados em cervejas com pequenas quantidades desse composto, sendo
que, os perfis sensoriais mostram que a adicdo de geraniol em teores ligeiramente
maiores do que 0s presentes na cerveja aumentaram significativamente os atributos
aromaticos florais e citricos, confirmando o importante papel desse volatil no aroma
da cerveja (HASLBECK et al., 2018). O resultado esta relacionado com a adi¢do do
lGpulo brasileiro, que diante da analise de compostos volateis, apresentou maiores
picos de areas de geraniol do que se comparado ao lupulo importado para esse

composto.
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Figura 22. Perfil aromético julgado pelo painel sensorial em cervejas produzidas com
a técnica de dry hopping utilizando Iupulo “Comet” importado ou brasileiro em

diferentes concentracoes.
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Podem ser encontradas diferencas de terroir entre o mesmo cultivar de IUpulo
proveniente de lugares distintos. O Terroir € um conceito de grande importancia na
atividade vitivinicola, e indica os vinhos podem adquirir caracteristicas Unicas
dependendo do manejo e das condi¢cdes naturais do meio em que a videira é

cultivada.

5.5 CONCLUSOES

O lapulo Comet brasileiro adicionado na etapa de dry hopping na concentragcéo
de 8 gramas L é indicado visando a obtencdo de um produto com maiores
concentracfes de compostos bioativos, compostos volateis e diferentes notas
aromaticas identificadas pelo painel sensorial.

As cervejas produzidas com lupulo brasileiro, independente da concentracéo,
associaram-se positivamente com 0s compostos acido sinapico, rutina e acido p-
cumarico. Os compostos miricetina, acido vanilico e acido 3,4 dihidroxibenzoico

apresentaram correlacdo positiva com as cervejas adicionadas de lupulo importado.
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6 ANALISE MULTIVARIADA PARA ESTUDAR A RELACAO ENTRE A
CARACTERIZACAO QUIMICA DE CERVEJAS E O CONTEUDO DE ALFA-
ACIDOS PRESENTE EM DOIS CULTIVARES DE Humulus lupulus L. E
PERFIL DE COMPOSTOS VOLATEIS DAS BEBIDAS

6.1 RESUMO

A medida que as pesquisas sobre cervejas avancam, resultados demonstram
gque o consumo da bebida produz beneficios significativos para a saude, sendo
principalmente atribuidos a alta concentracdo de polifenois. Além disso, ha muito
interesse na variabilidade aromatica das cervejas e uma série de estudos
concentram-se nos seus perfis quimicos. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
explorar a relacdo entre o teor de alfa 4cidos de dois cultivares de lupulo produzidos
no Brasil e importado com as caracteristicas da cerveja, além de estudar o perfil
aromatico das bebidas. O trabalho foi desenvolvido na UDESC/CAV, em Lages/SC,
no ano de 2021. Uma cerveja padréo do estilo Indian Pale Ale, com a mesma receita
base, foi produzida. Cada tratamento consistiu na adicdo de diferentes cultivares de
ltpulo (Comet e Fuggle) de duas diferentes origens (brasileiro e importado). Houve
uma correlagdo inversa entre o teor de alfa acidos e o conteddo fendlico e
capacidade antioxidante das cervejas. As cervejas em que foi utilizado lupulo Fuggle
brasileiro, com o0 menor teor de alfa acidos dentre os avaliados, apresentaram maior
associacao positiva com o conteudo de polifenois totais e individuais e capacidade
antioxidante. Em torno de 30 compostos volateis foram identificados nas amostras
de cervejas, 0os quais foram separados em quatro grupos. Houve uma associacao
positiva das cervejas produzidas com o lUpulo importado, em ambos os cultivares
utilizados, com o0s seguintes grupos de compostos volateis: alcoois, ésteres e
cetonas. Observou-se uma associacao positiva das cervejas produzidas com lupulo
Comet, em ambas as origens, com o grupo dos terpenos, indicando maiores teores
desses compostos em comparacdo com a utilizacdo do lupulo Fuggle. Como
conclusao, as cervejas produzidas com o cultivar Fuggle Brasileiro possuem maior
acumulo de substancias antioxidantes. Os resultados confirmam que os cultivares e
a origem do lupulo influenciam no perfil aromatico das cervejas produzidas.

Palavras-Chave: antioxidantes, lUpulo, polifenois
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6.2 INTRODUGCAO

O lapulo, planta trepadeira e perene, € utilizado desde os tempos antigos como
medicina tradicional (LIU et al., 2015 , KIM et al., 2016). Possui efeito positivo na
cerveja, sendo que, essa matéria prima é utilizada ndo apenas para conferir amargor
a bebida, mas também aroma e aumento na atividade antioxidante e antimicrobiana
devido as propriedades organolépticas derivadas de acidos organicos amargos,
Oleos essenciais, resinas e compostos polifendlicos (CERMAK et al., 2015). Essas
caracteristicas sdo conferidas pelas glandulas de lupulina que s6 podem ser
secretadas pelos cones de plantas femininas de Humulus Ilupulus L.
(NTOURTOGLOU et al., 2020).

Nos dltimos anos, a cerveja tornou-se reconhecida como um produto altamente
fendlico, sendo que a maioria dos polifenois sdo derivados da cevada e cerca de
30% oriundos do lapulo (QUIFER-RADA et al., 2015). Vérios estudos tém mostrado
a importancia do teor de polifendis na cerveja, levando ao reconhecimento desta
bebida como apresentando beneficios a saide semelhantes aos do vinho (ARRANZ
et al., 2012). Como o lupulo possui um contetado fendlico Unico, principalmente
devido a presenca de xantohumol e outros flavonoides prenilados, a cerveja
apresenta potencial para fornecer esses compostos especificos através da ingestado
da bebida (ELROD et al., 2019).

O conteudo fendlico na cerveja pode variar de acordo com o estilo, método de
fabricacdo, cultivar de Idpulo, local de cultivo e condi¢cbes climaticas durante o
crescimento do lipulo (KROFTA et al., 2008; GRANATO et al., 2011; ELROD et al.,
2017). Cada cultivar de lapulo apresenta um teor especifico de alfa acidos, que esta
associado a quantidade e ao tipo de compostos amargos contidos nas glandulas de
lupulina, sendo que, uma maior quantidade de alfa acidos indica um sabor mais
amargo devido a presenca de compostos como humulona, cohumulona e
adhumulona (NICKERSON, 1986). Como a cerveja é a principal fonte alimentar dos
polifenois presentes no lUpulo, uma maior compreenséao do efeito de cada cultivar e
origem do lupulo na produgédo da bebida, ajudariam os consumidores interessados
nos beneficios relacionados a ingestao de cerveja na escolha de cada produto.

Uma grande variedade de sabores e aromas podem ser introduzidos nas
cervejas devido a disponibilidade de até 250 variedades de lapulo (BIENDL et al.,

2014). Diferencas na composi¢cdo quimica de cada cultivar de lapulo ir& conferir
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caracteristicas distintas de sabor e aroma a cerveja (ALMEIDA et al., 2019; YAN et
al., 2019).

A fracéo volatil da cerveja pode ser composta por mais de 800 compostos, mas
apenas algumas dezenas destes podem estar diretamente envolvidos na producao
de uma sensacdo de aroma quando o produto € consumido, e devem ser
considerados para fins de diferenciagcdo (PALAMAND; ALDENHOF, 1973). Esses
compostos pertencem a varias classes quimicas, incluindo alcoois superiores,
ésteres, acidos graxos, compostos carbonilicos, compostos de enxofre, compostos
furénicos, monoterpenois, C 13 -norisoprenoides e fenois volateis (RODRIGUES et
al., 2008; APREA et al., 2015).

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi explorar a relacéo entre o teor de alfa
acidos de dois cultivares de lupulo (Comet e Fuggle) com distintas origens (Brasileiro

e Importado) nas caracteristicas quimicas das cervejas.

6.3 MATERIAL E METODOS

6.3.1 Processamento da cerveja artesanal

As cervejas foram produzidas no Nucleo de Tecnologia de Alimentos da
Universidade do Estado de Santa Catarina — Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(UDESC/CAV) em Lages/SC no ano de 2021.

A bebida foi preparada de forma artesanal, com o auxilio de panelas
automaticas em aco inox 304 com capacidade total de 30 litros cada uma, em
sistema Single Vessel, que possibilita a brassagem e a fervura do mosto em um
anico equipamento.

No total, foram produzidos 40 litros de cerveja através da mistura de 10 kg de
malte Pale com 32 litros de 4gua sob temperatura controlada de 67°C. A mistura foi
mantida em cozimento durante 60 minutos, e apds, o0 mosto foi aquecido a 76°C
durante 10 minutos na etapa de mash-out. Em seguida, os graos de malte foram
separados do mosto liquido e foi realizado a lavagem dos graos com 28 litros de
agua a 76°C. A fervura foi realizada separadamente, durante 60 minutos, de acordo
com os tratamentos. Cada tratamento consistiu na adicdo de dois cultivares de
lipulo de duas diferentes origens. O esquema experimental, com os cultivares,

origens e quantidades de lapulo utilizados, esta exemplificado na Tabela 5.
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Tabela 5. Diferentes cervejas produzidas através da variacdo da origem do Iupulo

“Comet” e “Fuggle”.

Cdadigo da amostra Cultivar Origem 60 min 20 min 0 min
CoBra Comet Brasileiro 13,59 849 8¢
Colmp Comet Importado 1359 849 8¢
FuBra Fuggle Brasileiro 13,59 8¢ 8¢
Fuglmp Fuggle Importado 1359 89 849

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Em seguida, o mosto foi resfriado com um trocador de calor denominado chiller
de imerséo até atingir uma temperatura final de 24°C. Cada tratamento foi colocado
em um fermentador cénico de aco inox, totalizando 10 litros em cada um dos
equipamentos, e foi colocado para fermentar em uma sala acondicionada a 18°C
durante 7 dias, utilizando a levedura Fermentis US-05 em uma concentragéo de 0,6
g/L. Em seguida, os fermentadores foram transferidos para camara fria a 0°C para

gue se desse inicio a etapa de maturacao.

6.3.2 Alfa &cidos do lapulo

Para a determinacédo dos alfa acidos dos lapulos foi utilizada a metodologia
desenvolvida por Haley et al. (2012). Uma amostra de 3 g de lupulo seco foi obtida
através da moagem do material com auxilio de uma cadinho. Uma quantia de 2,5 g
do lapulo moido foi colocado em um béquer de 100 mL e adicionado 50 mL de
metanol. ApGs, essa mistura foi agitada durante 30 minutos a temperatura ambiente.
A mistura foi entdo deixada em repouso por 10 min, para o material particulado
assentar e em seguida foi realizada a filtragem em papel filtro qualitativo para
remover o material particulado. Uma aliquota de 0,05 mL do filtrado foi colocado em
um baldo volumétrico de 25 mL e o frasco foi preenchido com NaOH metandlico (0,5
mL de NaOH 6N em 250 mL de metanol). Uma aliquota desta solucao foi entéo
colocada em uma cubeta de quartzo e avaliada no espectro UV visivel, usando de
branco de 0,05 pL de metanol em 25 mL de NaOH metandlico. Foram obtidos os
valores de absorbéncia para os trés comprimentos de onda principais de 275, 325 e
355 nm. Trés equacdes, com trés incognitas, foram usadas para descrever o

sistema:
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A275=9.0 Cq + 3.7 Cg + 3.1 Ccomps

Onde A355, A325 e A275 sédo as absorbancias nos trés comprimentos de
onda e Cq, Cpg e Ccomps S80 as concentrages (em g/L) dos a-acidos, B-acidos e o

terceiro componente, respectivamente.

6.3.3 Caracteristicas quimicas

a) Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados de acordo com a metodologia
proposta por Singleton & Rossi (1965) com modificacGes realizadas por Zhao et al.
(2010). Para a quantificagcdo dos compostos fendlicos totais, a 0,5 mL da amostra de
cerveja diluida (1:20), adicionou-se 2,5 mL de Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de
Na,CO3 a 7,5%. O tubo de ensaio foi incubado por 5 min em Banho-Maria a 50°C.
Apos 15 minutos de repouso, o complexo azul formado foi quantificado em
espectrofotometro, com comprimento de onda de 760 nm. A medicdo foi entédo
comparada com uma curva padrdo de Acido galico (y=9,2867x + 0,0259 // R®=
0,9972) e o resultado expresso em mg de acido galico equivalente (GAE) por litro de

cerveja (mg GAE L™).

b) Flavonoides

Os flavonoides foram determinados de acordo com a metodologia proposta por
MEDA et al., 2005, com adaptacdes. A determinacdo foi realizada por
espectrofotometria, com leitura realizada na faixa de absorbéancia de 415 nm. Em
tubos de ensaio, colocou-se 2 mL da amostra diluida (1:1) e acrescentou-se 2 mL de
cloreto de aluminio & 2% em metanol. Apds 30 minutos de repouso, as leituras foram
realizadas. Os calculos de concentracdo foram feitos a partir da curva de calibracéo
(y= 14,765x + 0,0488 // R? = 0,9983) usando o padrdo quercetina e os resultados

foram expressos em mg de quercetina por litro de cerveja (mg QE L™).

c) Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das cervejas foi determinada pela metodologia baseada

na determinacdo da atividade antioxidante total pelo método de reducédo do ferro -
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FRAP (RUFINO et al., 2006). O reagente FRAP foi preparado no dia da andlise e
utilizado imediatamente, através da mistura de 25 mL do tampé&o de acetato (0,3 M),
2,5 mL da solugcdo TPTZ (10 mM) e 2,5 mL de ua solucdo de cloreto de ferro (20
mM). Para tubos de ensaio foi transferida uma aliquota de 0,09 mL da bebida, 2,7
mL do reagente FRAP e 2,7 L de 4gua destilada. A mistura foi homogeneizada e os
tubos mantidos em banho maria & 37°C durante 30 minutos. Apés, a absorbancia foi
quantificada no comprimento de onda de 595 nm, onde foi utilizado o reagente
FRAP para calibracdo do espectrofotobmetro. Os célculos de concentracdo foram
feitos a partir da curva de calibracdo usando o padréo Trolox e os resultados foram
expressos em mg de Trolox por litro de cerveja (mg Trolox L™).

d) Proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada baseada na metodologia proposta por
Gornall et al., (1949). Foram adicionados em tubos de ensaio 0,5 mL da amostra de
cerveja (diluicdo de 1:1) e 5 mL do reagente de biureto. Agitou-se os tubos com
auxilio de um vortex de bancada e em seguida os tubos foram deixados em repouso
por 30 minutos. Logo apds, realizou-se a leitura no comprimento de onda de 540 nm.
Os calculos de concentracao foram feitos a partir da curva de calibragédo (0,0215x +
0,0489 // R? = 99,79) usando o padrdo caseina e os resultados foram expressos em

mg de caseina por litro de cerveja (mg QE L™).

e) pH

O pH foi determinado pelo método eletrométrico utilizando um pHmetro de
bancada (calibrado com as solucbes padrdo antes do uso), sendo medido em
amostras de 10 ml de cerveja (EBC, 2005).

f) Acidez Total

Foi determinada pelo método de titulacdo volumétrica com solucdo de NaOH 0,1
N (padronizada com biftalato de potassio), utilizando-se como indicador solugéo
alcodlica de fenolftaleina a 1%. Foram pipetados 5 mL de amostra e 5 mL de agua
destilada em um béquer e titulado a solugcéo de hidréxido de sédio até o ponto de
viragem (EBC, 2005).
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A acidez total foi expressa em meq L-1, de acordo com a férmula: Acidez Total
(meq L-1) = (1000 x n x NNaOH)/v, onde: n = volume da solu¢cdo de NaOH gasto na

titulacdo (mL); N = Normalidade da solucédo de NaOH; v = Volume da amostra (mL).

g) Sélidos Solaveis Totais

Os solidos soluveis totais foram quantificados através de leitura direta em
refratbmetro portatil digital, previamente calibrado com agua destilada, com valor
corrigido a 20°C e os resultados expressos em °Brix (EBC, 2005).

h) Aculcares Redutores

A metodologia utilizada para determinar a quantidade de acucares redutores é
descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Pipetou-se 5 mL da amostra
desgaseificada para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-o com a solucéo
de Fehling. Levou-se a amostra a fervura e titulou-se, gota a gota, a amostra contida
na bureta para o erlenmeyer. Ao inicio da titulagdo, observou-se uma cor azul
intensa que ao mudar de coloracdo foi acrescentado uma gota de azul de metileno
(1%) e continuou-se a titulacdo até o desaparecimento da coloracdo azul e o

surgimento da cor avermelhada indicando o ponto de viragem

i) Amargor

A andlise dos niveis de amargor nas cervejas foi realizada de acordo com a
Analytica EBC, 2010. Uma amostra de cerveja desgaseificada (10 mL) foi
transferida para um tubo Falcon de 50 mL. Em seguida, adicionou-se uma solugéo
de HCI 6 N (0,5 mL) e isooctano (20 mL) e as amostras foram agitadas por 30
minutos. Logo apds, a amostra foi centrifugada em recipientes Falcon (5 minutos,
3000 rpm). Em seguida, uma amostra foi retirada da camada de isoctano e
determinada com um espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 275 nm. O
isooctano puro foi a amostra de referéncia. O amargor foi calculado de acordo com a
férmula: IBU=50*A (IBU—unidades de amargor; A—absorbancia a 275 nm).

6.3.4 Compostos Fenolicos Individuais
As amostras de cerveja foram analisadas quanto a composicao fendlica

usando um equipamento de HPLC (Agilent 1260, Agilent Techonolgies) acoplado a
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uma coluna de fase reversa (HPLC Eclipse Plus C18, 4,6 x 100 mm, 3,5 um) e
Diode-Array Detector. As amostras foram filtradas (0,45 um, filtros de seringa de
nylon, 15 mm, tecnologias Agilent, Alemanha) antes da injecédo. O sistema solvente
foi baseado em 0,2% de acido acético em agua ultrapura (Milli-Q Gradient System,
Millipore Corporation, Massachusetts, EUA) e 0,2% de acido acético em MeOH puro
(grau HPLC, Merck, Darmstadt, Alemanha) como fase A e B, respectivamente. Para
a separacdo cromatogafica foi utilizado 1% de B por 2 min, depois de 1 a 20% em 4
min e de 20 a 30% em 4 min, que foi mantido em 30% por 5 min. Em seguida, o
solvente foi trocado de 30 para 50% em 5 minutos e mantido por mais 5 minutos.
Um gradiente de 50 a 100% de B foi estabelecido em 5 min com 5 min de espera.
Entdo, o solvente B voltou a 1% em 2 min com 3 min de espera antes da proxima
injecdo. O tempo total de andlise foi de 40 minutos. A taxa de fluxo foi de 0,8 mL
min-1, o volume de injecdo foi de 5 uL e o compartimento da coluna foi de 30 °C.
A quantificacdo dos compostos fenodlicos foi realizada utilizando uma curva de
calibracdo de cada padrdo. O método HPLC foi validado determinando a linearidade
da curva de calibracéo, limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ). O

limite de deteccao foi determinado pelo método da relacao sinal-ruido.

6.3.5 Andlise de Compostos Volateis

Condicdes de extracdo no HS-SPME

Para a extracdo dos componentes volateis das amostras foi utilizado
metodologia ja otimizada, previamente descrita por Alves e colaboradores (2020).
Em um vial de 15 mL contendo uma barra de agitagcdo magnética e 0,7500 * 0,005 g
de NaCl foi adicionado 7,5 mL de amostra e 20 uL de solugdo de 4-methyl-2-
pentanol (1,0 uL mL-1). O vial foi inserido em um recipiente contendo uma jaqueta
de vidro o qual estava sobre uma chapa de agitacdo magnética (XXX) e conectado a
um banho termostatizado com circulacdo de agua (SOLAB SL 152, Piracicaba, SP,
Brasil). O vial foi mantido em banho de agua a 40 £ 0,2 oC e o conteudo foi mantido
sob agitacdo por 5 minutos. A fibra de SPME foi exposta ao headspace do vial o
gual foi mantido nessa mesma temperatura por 30 minutos. Foi utilizado fibra de

SPME composta por divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane
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(DVB/CAR/PDMS) com cobertura de 50/30 pm de espessura e 1 cm de
comprimento (SUPELCO, Bellefonte, PA, USA).

Condicdes do GCMS
A fibra de SPME contendo os componentes volateis adsorvidos foi

manualmente inserida no injetor do GCMS a 250 oC (modo splitless; equipado com
liner de vidro, 0,75 mm I.D.) e mantido por 5 minutos. Os componentes dessorvidos
foram separados em um Agilent 7890A GCMS usando metodologia adaptada de
Benucci e colaboradores (2021). Uma coluna Agilent HP-5MS (30 m x 0,25 mm X
0,25 pm) composta por 95% dimethyl/5% diphenyl polysiloxane foi utilizada com
fluxo de gas Hélio de 1,0 ml min-1. A temperatura do forno foi mantida a 40 °C por 5
min seguida de rampa de aquecimento de 40 a 260 °C com taxa de aguecimento de
9 °C min-1. As temperaturas da interface e da fonte de ions foram configuradas a
300 oC. Os dados foram adquiridos no modo Full Scan com faixa de 30 — 400 m/z. O
espectrometro de massas foi operado com impacto de elétrons a 70 eV. Cada
amostra foi analisada em triplicata. Os picos foram integrados manualmente em
software G1701EA GC/MSD Chemstation. As substéncias volateis foram
caracterizadas através da comparacao do espectro de massas e do indice de Kovats
(KI) experimental para cada componente com 0s respectivos espectros de massas e
indices de Kovats de padrdes descritos por Adams (2007). Os valores de Ki
experimentais foram obtidos a partir da injecdo de uma amostra de hidrocarbonetos
saturados C7-C30 (Sigma-Aldrich) nas mesmas condi¢cdes utilizadas para as
amostras e calculados de acordo com van den Dool and Kratz (van Den Dool &
Kratz, 1963).
6.3.6 Anédlise dos Dados

Os dados de percentual de alfa acidos do Idpulo foram submetidos a analise de
variancia e quando significativos pelo teste F foram comparados pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro. O tratamento dos demais dados obtidos foi realizado
com base na analise multivariada através da andlise de componentes principais a
qual fornece informacdes importantes sobre a estrutura do conjunto de dados. A
analise estatistica foi realizada com auxilio do programa R com o objetivo de separar
os tratamentos em diferentes grupos (R CORE TEAM, 2013).
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6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.4.1 Relagdo entre o teor de alfa &cidos do lupulo e as caracteristicas

guimicas da cerveja

A Figura 18 mostra as variancias das duas primeiras componentes, as quais
explicam 93,9% do total de informacdes do modelo (79,2% explicada pela primeira
componente e 14,7% explicada pela segunda componente), bem como as cargas
responsaveis por essa separacao.

De acordo com a dimensdo 1, fica evidente a separacdo das cervejas
dependendo do cultivar utilizado no processo de producdo, com Fuggle a direita e
Comet a esquerda do grafico. Pela observacdo das cargas das variaveis
responsaveis pela separacdo entre os cultivares utilizados, ha maior associacao
positiva do cultivar Fuggle brasileiro (Grupo 1) com as variaveis: atividade
antioxidante, flavonoides, acucares redutores, compostos fendlicos totais e cor, do
que se comparado com o uso do mesmo cultivar importado (Grupo I1).

Os tratamentos do Grupo lll, compostos pelo cultivar Comet em ambas as
origens, estdo associados positivamente as varidveis amargor, proteinas e acidez
total, diferenciados basicamente pelo maior pH observado nas cervejas produzidas o
cultivar Comet brasileiro em comparacao com o importado.

O Grupo I, formado pelo cultivar Fuggle importado, apresenta valores
intermediarios entre os grupos | e lll para as variaveis pertencentes a dimensao 1.

A dimenséo 2 mostra a separacdo das amostras em relacdo a origem do
lGpulo, com as cervejas produzidas com lUpulo brasileiro na regido superior do
grafico e aquelas produzidas com lapulo importado na regido inferior. A associa¢ao
neste caso € com a variavel pH, onde, as cervejas produzidas com lUpulo brasileiro

apresentaram maiores valores dessa variavel.
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Figura 23. Andlise de componentes principais (PCA) para as variaveis: amargor; proteinas; acidez total; pH; atividade antioxidante;

flavonoides; compostos fendlicos totais; agucares redutores e cor utilizando lupulo “Comet” ou “Fuggle” importado ou brasileiro na

producéo de cervejas.
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O teor de alfa-acidos dos diferentes cultivares e origens de lUpulo estédo
listados na Tabela 6. A porcentagem de alfa acidos variou de 2,29 % (Fuggle

Brasileiro) a 12,46% (Comet Importado).

Tabela 6. Quantidade de alfa-acidos em cada cultivar e origem de ltupulo
determinados por espectrofotometria.

Cultivar e Origem Percentual de Alfa-acidos
Comet Brasileiro 11,89 b
Comet Importado 12,46 a
Fuggle Brasileiro 2,29d
Fuggle Importado 6,47 C
CV (%) 6,39

*Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Existe uma correlacdo negativa entre o contetdo de alfa-acidos dos cultivares
com as variaveis compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e flavonoides
(Figura 19). As cervejas em que os lupulos com menores percentuais de alfa-acidos
foram utilizados apresentaram maiores valores de compostos fendlicos totais,
atividade antioxidante e flavonoides. O resultado esta de acordo com o encontrado
por Elrod et al. (2019) que ao analisar a relacao entre o teor de compostos fendlicos
totais, capacidade antioxidante e o conteudo de alfa-acidos do lupulo verificaram que
0s cultivares com menores valores de alfa-acidos apresentaram maiores
concentracfes de compostos fendlicos totais e de atividade antioxidante.

Em contrapartida, ha uma correlacédo positiva entre o teor de alfa-acidos com
0 amargor das cervejas. O amargor é um indicador de &cidos em solugdo e essas
caracteristicas indicam um aumento no niumero de prétons livres. Portanto, menores
teores de alfa acidos possuem maior potencial antioxidante, visto que, apresentam
menos cargas livres em solugcéo (ELROD et al., 2019). Com base nisso, sugere-se
gue determinados cultivares de lUpulo podem ser mais benéficos do que outros na
producdo das cervejas visando maiores concentracdes de polifenois e atividade
antioxidante.

Os maiores valores de amargor encontrados nas cervejas produzidas com o

cultivar Comet, independente da origem (Grupo Ill) estdo relacionados com a
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quantificacdo da maior quantidade de alfa 4cidos (Tabela 6), os quais conferem a
bebida 0o amargor necessario (MIKYSKA; KROFTA, 2012). A quantidade de alfa-
acidos presente no cultivar Fuggle Brasileiro (2,47%) esta abaixo do minimo para a
variedade. Esse valor ndo impede o seu uso, apenas sera necessario utilizar uma

quantidade de lupulo superior para fornecer amargor para a cerveja.

Figura 24. Correlagéo para as variaveis: amargor; alfa-acidos; flavonoides;

compostos fendlicos totais; atividade antioxidante e amargor em cervejas produzidas

com dois cultivares de lupulo provenientes de duas regides.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

A Tabela 7 mostra o comprimento de onda, o tempo de retencéo, a equacao
da reta, o R?, o limite de deteccédo e o limite de quantificacdo para os 18 compostos
identificados na cerveja via cromatografia liqguida de alta eficiéncia. Os resultados

confirmam um excelente coeficiente de determinacao para todos os compostos.
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Para a analise de componentes principais, foram escolhidas duas
componentes, com base em uma variancia acumulada de 85,3%. O Grafico foi
construido com os compostos mais relevantes para determinar as diferencas entre
os cultivares (Comet e Fuggle ) e origens (brasileiro e importado) do ltpulo.

A Figura 20 mostra as variancias das duas primeiras componentes, que
explicam 85,3% do total de informacdes do modelo, sendo 53,1 % explicada pela

primeira componente e 32,2% explicada pela segunda componente.
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Tabela 7. Comprimento de onda, tempo de retengéo, equagéo da reta, R?, limite de deteccao e limite de quantificacdo para os 18

compostos identificados na cerveja produzida com diferentes cultivares de lupulo (Fuggle e Comet) provenientes de diferentes

locais de cultivo (importado e brasileiro).

Numero do Composto Polifenol (n)r\n) (;E) Equacio da reta R? (rl;](;/IID_) LOQ (mg/L)
1 Acido Galico 255 5,979 y=1550159,55x + 627914,51 0,9980 0,000669 0,00668571
2 Galocatequina 255 8,130 y = 162492x + 72412 0,9962 0,012275 0,12274591
3 Acido 3,4-dihidroxibenzoico 255 8,567 y=2402217,95+ 1081177,78 0,9993 0,000384 0,00383829
4 2-(4-hidroxifenil)etanol 280 10,601 y = 901595x + 392289 0,9979 0,001618 0,01618347
5 Acido Vanilico 255 12,471 y=2825268,59x - 974532,62 0,9838 0,000420 0,00419602
6 Acido Cafeico 320 12,705 y=4825927,96x + 1960324,51 0,9973 0,000207 0,00207195
7 Epicatequina 280 13,058 y = 519655x + 165455 0,9930 0,001789 0,01788827
8 Acido Siringico 280 13,257 y=2492983,64x + 1527153,91 0,9917 0,001180 0,01179772
9 Acido p-cumarico 320 16,167 y=6205117,62x + 2151677,30 0,9996 0,000323 0,00322888
10 Acido Sinapinico 320 17,788 y=456868597x + 1072369 0,9982 0,000252 0,00252196
11 Acido Fertlico 320 18,310 y=4154370,57x + 1614583,50 0,9990 0,000224 0,00223732
12 Miricitrina 360 20,787 y=1389801,21x +570183,28 0,9983 0,000511 0,00511037
13 Rutina 360 21,580 vy =1418048,15x +590214,45 0,9986 0,001028 0,01027755
14 Acido Elagico 255 22,160 vy =2723406,12x + 634171,48 0,9990 0,000390 0,00389978
15 Miricetina 360 22,651 y=2159130,63x +516689,02 0,9983 0,000701 0,0070107
16 Quercetina 280 24,673 y=6576666,49x + 1853766,32 0,9993 0,000225 0,00224822
17 Acido Cinamico 360 25,608 y=2519950,60x +892064,18 0,9988 0,000552 0,00551698
18 Kaempferol 360 28,999 y=2437818,15x + 977632,71 0,9990 0,001288 0,01288356

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Figura 25. Andlise dos componentes principais (ACP) para os compostos fenolicos caracterizados via cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC) em cervejas produzidas com os lapulos “Comet” e “Fuglle” importado ou brasileiro
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A componente principal 1 mostra a separagdo das amostras em relagdo os
cultivares de lupulo utilizados para a producdo das cervejas, sendo que, as cervejas
que foram produzidas com o cultivar Fuggle ficaram localizadas no quadrante direito,
enquanto que, as que cervejas que foram produzidas com o cultivar Comet
localizaram-se no quadrante esquerdo. Isto indica que os compostos volateis com
maiores cargas na dimensao 1 podem ser importantes na distingdo entre as cervejas
produzidas com o lupulo Fuggle e o lupulo Comet.

De acordo com a dimensdo 1, ha uma associacdo positiva das cervejas
produzidas com o ldpulo Fuggle com os compostos epicatequina, rutina, acido p-
cumarico, acido elégico, 2-(4-hidroxifenil)etanol, acido sinapico e acido vanilico. H4
uma diferenciacdo entre as cervejas produzidas com o cultivar Fuggle importado e o
brasileiro, sendo que o Grupo |, composto pelo tratamento Fuggle brasileiro,
apresenta concentracdes mais elevadas destes compostos em comparagdo com 0
Grupo Il, composto pelo cultivar Fuggle importado. As cervejas produzidas com o
cultivar Comet apresentaram associa¢cao negativa com 0S compostos pertencentes a
dimenséo 1.

A componente principal 2 mostra a separacdo das amostras em relagédo a
origem do lupulo na producdo das cervejas, sendo que, as bebidas produzidas com
o lapulo brasileiro ficaram localizadas no quadrante superior do grafico e aquelas
produzidas com o lupulo importado localizaram-se no quadrante inferior. Os
resultados demonstram que os compostos fendlicos com maiores cargas ha
dimenséo 2 podem ser importantes na distingdo entre as cervejas produzidas com o
lipulo nacional e o importado.

De acordo com a dimensdo 2, ha uma associacdo positiva das cervejas
produzidas com lUpulo importado com os compostos acido 3,4-dihidroxibenzoico e
catequina, indicando maiores teores desses compostos. JA 0s compostos acido
géalico, acido cafeico e galocatequina apresentaram maiores teores nas cervejas
produzidas com o lUpulo brasileiro. As condi¢cfes de cultivo do lupulo podem resultar
na alteracdo do perfil fendlico da cerveja e o teor final dos compostos fendlicos em
cervejas artesanais depende da selecéo das matérias-primas (GASIOR et al., 2020;
AMBRA et al., 2021).

Considerando os resultados apresentados na Tabela 8, nota-se que as

cervejas produzidas com o lupulo brasileiro apresentaram concentracdo fendlica
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total mais elevada (soma das concentracdes fendlicas individuais de cada
composto).

Em geral, a composicdo e a concentracdo fenolica das amostras de cerveja
apresentaram uma variacdo conforme a origem do lUpulo. Catequina apresentou
concentragbes mais altas em todas as amostras analisadas, se comparado com 0s
demais compostos, com concentracdo de até 152,05 mg L™ (Tabela 8). O resultado
estd de acordo com Silva et al. (2021), que ao analisar a presenca de compostos
fendlicos em cervejas brasileiras encontraram a catequina com componente
majoritario. Catequina € um composto de grande importancia em diferentes setores
industriais, promovendo a saude do consumidor, prevenindo doencas e prolongando
a vida util do produto (ALONSO-ESTEBAN et al., 2019).

O acido vanilico e o acido elagico estiveram presentes nas cervejas produzidas
com o lupulo Fuggle em ambas as origens e esses compostos néo foram verificados
nas cervejas produzidas com o lupulo Comet brasileiro ou importado. O &cido
cafeico e o acido p-cuméarico foram observados apenas nas cervejas produzidas
com o lupulo Fuggle brasileiro.

A presenca dos compostos acido siringico, acido feralico, miricitrina,
miricetina, quercetina, acido cindmico e kaempferol ndo foi observada em nenhum
dos tratamentos analisados.

Na Figura 21, estdo demonstrados o0s cromatogramas referentes aos
compostos fendlicos individuais identificados no comprimento de onda 255 nm em
amostras de cerveja produzidas com diferentes cultivares de lupulo provenientes de
dois locais distintos.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fes3.367#fes3367-bib-0008

Tabela 8. Concentracdo (mg L) de compostos fendlicos em cervejas produzidas com diferentes cultivares e locais de origem

Concentracéo (mg L™)

Compostos Fenolicos Fuggle Fuggle Comet Comet
Importado Brasileiro Importado Brasileiro
Acido Gélico 1,68 2,23 1,82 3,00
Galocatequina 10,73 14,61 9,10 30,75
Catequina 152,05 89,36 91,30 99,26
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 0,60 0,17 0,18 0,24
2-(4-hidroxifenil)etanol 10,61 5,78 2,04 1,01
Acido Vanilico 0,182 0,016 <LOD <LOD
Acido Cafeico <LOD 0,10 <LOD <LOD
Epicatequina 0,80 1,33 0,37 <LOD
Acido Siringico <LOD <LOD <LOD <LOD
Acido p-cumaérico <LOD 0,07 <LOD <LOD
Acido Sinapico 0,49 0,45 0,07 0,28
Acido Fertlico <LOD <LOD <LOD <LOD
Miricitrina <LOD <LOD <LOD <LOD
Rutina 6,32 15,96 1,40 0,84
Acido Elagico 0,58 2,75 <LOD <LOD
Miricetina <LOD <LOD <LOD <LOD
Quercetina <LOD <LOD <LOD <LOD
Acido Cinamico <LOD <LOD <LOD <LOD
Kaempferol <LOD <LOD <LOD <LOD

Total (soma dos compostos

. 31,99 43,47 14,98 36,12
fendlicos)

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



Figura 26. Cromatograma obtido por HPLC para os tratamentos: Comet Importado (A — azul); Comet Brasileiro (A- vermelho);

Fuggle Importado (B- azul); Fuggle Brasileiro (B — vermelho) no comprimento de onda 255 nm.
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Existe uma correlagdo negativa entre o contetdo de alfa-acidos dos cultivares
com os compostos fendlicos individuais (Figura 22). Com excec¢do da galocatequina,
as cervejas em que os lupulos com menores percentuais de alfa-acidos foram
utilizados apresentaram maiores valores de compostos fendlicos individuais. O
resultado esta de acordo com o encontrado com a analise de compostos fendlicos
totais, em que as cervejas produzidas com os cultivares que apresentaram menores
valores de alfa acidos deram origens a bebidas com maior teor de compostos

fendlicos totais.

Figura 27. Correlagéo para os compostos fendlicos: galocatequina (GA); catequina
(CA); acido 3,4-dihidroxibenzoico (A3,4); acido vanilico (AV); acido elagico (AE); 2-
(4-hidroxifenil)etanol (2-4H); epicatequina (EPI); acido cafeico (AC); acido p-
cumarico (ACP); &cido sinpico (AS); rutina (RUT) e alfa &cidos (AA) em cervejas

produzidas com dois cultivares de IUpulo provenientes de duas regides.
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99

6.4.2 Perfil de compostos volateis

Para a analise de componentes principais, foram escolhidas duas
componentes, com base em uma variancia acumulada de 94,4%. O Gréfico foi
construido com os compostos mais relevantes para determinar as diferencas entre
os cultivares (Comet e Fuggle ) e origens (brasileiro e importado) do lupulo.

A Figura 23 mostra as variancias das duas primeiras componentes, que
explicam 94,4% do total de informacdes do modelo, sendo 77 % explicada pela

primeira componente e 17,4% explicada pela segunda componente.
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Figura 28. Andlise de componentes principais (PCA) para os grupos de compostos volateis: alcoois, cetonas, ésteres e terpenos

utilizando lupulo “Comet” ou “Fuggle” importado ou brasileiro na produgao de cervejas.
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A componente principal 1 mostra a separagdo das amostras em relagdo as
origens dos lupulos utilizados para a producdo das cervejas, sendo que, as cervejas
que foram produzidas com o lapulo importado, ficaram localizadas no quadrante
direito, enquanto que, as que cervejas que foram produzidas com o lapulo brasileiro
localizaram-se no quadrante esquerdo. Isto indica que os compostos fendlicos com
maiores cargas na dimensao 1 podem ser importantes na distingdo entre as cervejas
produzidas provenientes de diferentes locais.

De acordo com a dimensdo 1, ha uma associacdo positiva das cervejas
produzidas com o lapulo importado com os seguintes grupos de compostos volateis:
alcoois, ésteres e cetonas. O Grupo |, composto pelos tratamentos Fulmp e Colmp,
apresentaram maiores concentracdes desses compostos em virtude de sua
localizacdo, mais a direita do grafico, em relacdo ao Grupo Il (FuBra) e Grupo llI
(CoBra).

A componente principal 2 mostra a separagdo das amostras em relagdo o
cultivar de lupulo na producéo das cervejas, sendo que, as bebidas produzidas com
o ldpulo Comet ficaram localizadas no quadrante superior do grafico e aquelas
produzidas com o lupulo Fuggle localizaram-se no quadrante inferior. Os resultados
demonstram que os compostos fendlicos com maiores cargas na dimensao 2 podem
ser importantes na distingdo entre as cervejas produzidas com o lapulo Comet e o
l[Gpulo Fuggle. Dentro do grupo dos terpenos, os monoterpenos, como (E)-b-
ocimeno, (Z)-b-ocimeno, citronelol, geraniol, geranato de metila, acetato de geranila
e 0S sesquiterpenos, como o0 y-cadineno representam compostos relevantes nas
cervejas finais, embora suas quantidades no lapulo sejam baixas (PEACOCK;
DEINZER, 1981; TAKOI et al., 2010).

De acordo com a dimensdo 2, ha uma associacdo positiva das cervejas
produzidas com lupulo Comet com os terpenos, indicando maiores teores desses
compostos em comparacao com a utilizacdo do lapulo Fuggle. Os compostos (E)-b-
ocimeno, (Z)-b-ocimeno, citronelol, geraniol, geranato de metila, acetato de geranila
e y-cadineno apresentaram concentracdoes 288; 179; 419; 767; 70; 274 e 271%
superiores, respectivamente, nas cervejas produzidas com o ldpulo Comet em
comparacao aquelas que foram elaboradas com o lupulo Fuggle. Esses compostos
estdo presentes em diferentes concentracfes entre os cultivares de ldpulo e nédo

7

esta claro se esse resultado é referente a formagdo por oxidagdo devido ao
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armazenamento do ldpulo ou por transformacdo quimica durante a ebulicdo do
mosto (GOIRIS et al., 2002).

As cervejas produzidas com o ldpulo Fuggle Brasileiro (Grupo lI),
apresentaram as menores concentracdes de terpenos. O Grupo Il, por estar
localizado em uma posicdo intermediaria entre os Grupos | e Ill, pode ser
considerado intermediario, indicando concentra¢cdes medianas de alcoois, cetonas e
ésteres nas cervejas que se utilizou Fuggle Brasileiro.

A Figura 24 demonstra os cromatogramas dos compostos volateis obtidos
para as cervejas produzidas com o cultivar Fuggle produzido no Brasil (A); Fuggle
importado (B); Comet produzido no Brasil (C) e Comet Importado (D).
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Figura 29. Cromatogramas CG-MS das cervejas produzidas com o lupulo Fuggle Brasileiro (A); Fuggle Importado (B); Comet
Brasileiro (C) e Comet Importado (D).
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6.5 CONCLUSOES

Em concluséo, os dados apresentados indicam que quanto menor o teor de alfa
acidos do ldpulo (Fuggle Brasileiro) maior sera a concentracdo fendlica e
antioxidante da cerveja.

Cada estilo de cerveja pode variar na quantidade de compostos bioativos com
base na selecao do lapulo.

As cervejas produzidas com o cultivar Fuggle Brasileiro contém maior teor de
substancias antioxidantes.

Os resultados confirmam que os cultivares e a origem do lUpulo influenciam no

perfil aromatico das cervejas produzidas.
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7 CARACTERIZACAO DE CERVEJA ARTESANAL PRODUZIDA COM LUPULO
BRASILEIRO E SEU DESEMPENHO NO TEMPO DE PRATELEIRA

7.1 RESUMO

A producdo de lapulo brasileiro possui importancia para as cervejarias devido ao
menor periodo de estocagem em relacdo ao lupulo importado, o que pode conservar
mais as propriedades desejaveis dando origem a um produto mais nobre. Uma vez
que a maioria das cervejas produzidas artesanalmente n&o sédo pasteurizadas,
acabam deteriorando-se mais rapidamente, portanto, torna-se importante verificar o
tempo de prateleira das mesmas. Diante disso, objetivou-se através da realizagao
deste estudo, avaliar trés cultivares de lapulo desidratado (Cascade, Columbus e
Chinook), provenientes do cultivo no campo experimental do CAV/UDESC em
Lages-SC, na producdo de cerveja estilo “IPA” durante cinco periodos de
armazenamento do produto (0, 45, 90, 135 e 180 dias ap6s o envase). A analise dos
componentes principais elucida que a cerveja produzida com o cultivar Chinook esta
correlacionada positivamente com maioria das caracteristicas avaliadas: compostos
fenodlicos totais, proteinas, flavonoides, pH e turbidez. Observou-se decréscimo
significativo no teor de compostos fendlicos totais e flavonoides ao longo dos
periodos de armazenamento para todas os cultivares analisados, entretanto, as
cervejas produzidas com os cultivares Cascade e Columbus apresentaram maior
estabilidade dessas caracteristicas em comparacdo com a utilizacdo do lupulo
Chinook. Conclui-se que as cervejas produzidas com o lupulo Chinook possuem
maiores valores de caracteristicas desejaveis, porém, devem ser consumidas mais
rapidamente do que aquelas produzidas com os cultivares Columbus e Cascade.
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7.2 INTRODUGCAO

Ingrediente chave na producdo de cervejas, o ldpulo é mundialmente
conhecido e empregado na producdo da bebida, conferindo amargor e aroma além
de contribuir com a vida util do produto devido as suas propriedades antissépticas
(ALMEIDA, 2019). As glandulas de lupulina produzidas pelas inflorescéncias
femininas (chamadas de estrébilos ou cones) sdo capazes de sintetizar e armazenar
resinas e oOleos essenciais (FARAG; WESSJOHANN, 2013).

Os maiores produtores de lapulo do mundo estdo localizados no hemisfério
norte, sendo que os Estados Unidos e a Alemanha representam quase 80% da
producdo mundial desta cultura (IHGC, 2020). No Brasil o cultivo do ltpulo foi
intensificado na Ultima década impulsionado pelo aumento no numero de
cervejarias, ainda assim, o pais importa quase a totalidade desse insumo para a
producdo de cervejas, tornando o produto mais caro e com a qualidade reduzida
(FAGUERAZZI, 2020). A producdo de Ilupulo nacional, portanto, tem papel
fundamental para a industria cervejeira, influenciando diretamente na qualidade de
aroma e de sabor do produto final, ja que seu periodo de estocagem € menor,
preservando 0s compostos desejaveis para a producdo de cervejas, além da
reducado de custos para aquisi¢cao do insumo (PINTO, 2018).

A avaliacdo do tempo de vida util (ou tempo de prateleira) de um produto
pode ser realizada a partir da observacao e analise de parametros de acordo com o
tempo decorrido (NIMUBONA et al., 2013). Assim como nos outros alimentos,
diversos parametros da cerveja podem ser sofrer alteragbes durante o
armazenamento. Visto que na producédo de cerveja artesanal ndo sao utilizados
aditivos, o lupulo vai ter um papel fundamental na conservacdo da mesma, ja que
possui propriedades antimicrobianas e antioxidantes, sendo por isso, considerado
um conservante natural da bebida (EBLINGER H., 2009).

Diante disso, objetivou-se através da realizacdo deste trabalho, avaliar
caracteristicas fisico-quimicas de cervejas artesanais estilo IPA produzidas com trés
cultivares de lapulo provenientes do Planalto Serrano de SC durante cinco periodos

de armazenamento da bebida.
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7.3 MATERIAL E METODOS

7.3.1 Processamento da cerveja artesanal

As cervejas foram produzidas no Nucleo de Tecnologia de Alimentos da
Universidade do Estado de Santa Catarina — Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(UDESC/CAV) em Lages/SC no ano de 2020.

A bebida foi preparada de forma artesanal, com o auxilio de panelas
automaticas em aco inox 304 com capacidade total de 30 litros cada uma, em
sistema Single Vessel, que possibilita a brassagem e a fervura do mosto em um

anico equipamento.

7.3.2 Matérias-primas
Malte

Para a producédo de 20 litros de cerveja, foram utilizados 5 quilos de malte
Pale Ale e 330 gramas de malte Crystal. Os maltes, ja triturados, foram adquiridos

na loja de insumos cervejeiros Serena Brew Shop.

Aqua
A agua que foi utilizada no processo de producdo das cervejas é proveniente de
poco artesiano que abastece a UDESC/CAV e passou por uma prévia filtracdo a

qual eliminou qualquer tipo de impureza que pudesse estar presente.

Lapulo

Foram utilizadas trés cultivares de ldpulo: Cascade, Chinook e Columbus
provenientes do cultivo desta planta no campo experimental da UDESC/CAV, safra
de 2018, onde as flores apo6s colhidas foram desidratadas (até atingir umidade em

torno de 12-13%), seladas a vacuo e armazenadas em freezer até a sua utilizacao.

Levedura

A levedura utilizada na etapa de fermentagéo da cerveja artesanal também foi
adquirida na loja de insumos cervejeiros Serena Brew Shop e é do tipo
Saccharomyces cerevisae da marca Fermentis US-05. De acordo com as
informacdes descritas pelo fabricante, essa levedura possui carater neutro e com

baixa producéo de diacetil.
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7.3.3 Mosturacao
A mosturacdo é a etapa responsavel por colocar as enzimas presentes no
malte em atividade. Por meio do cozimento do malte com agua quente, as enzimas

convertem o amido em acucares fermentaveis, dando origem ao mosto (Figura 25).

Figura 30. Etapa de cozimento dos gréaos (mosturagao)

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Cada tratamento totalizou 20 litros e para isso, foram utilizados 5 kg de malte
Pale Ale e 330 gramas de malte Crystal previamente moidos, misturados com 16
litros agua a 67°C, faixa considerada ideal para a atuacdo tanto da enzima alfa-
amilase como da beta-amilase. A producédo foi conduzida utilizando trés panelas
automéaticas em sistema Single Vessel, com capacidade para 30 litros cada (Figura
26).
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Figura 31 — Panela automatica para producdo de cervejas em sistema single vessel.

Fonte: Biermaschine, 2022.

Durante a mosturacdo foi realizado o teste com iodo a fim de verificar a
presenca de amido no mosto cervejeiro, visto que, o iodo reage com o amido
formando um complexo de coloracao roxo-azulada. Quando completados 60 minutos
de cozimento, apos a confirmacdo da completa hidrélise do amido pela auséncia da
coloracdo roxo-azulada, o mosto foi aquecido a 76°C durante 10 minutos com o
objetivo de desnaturar as enzimas presentes. A Figura 27 mostra a diferenca de
coloracdo da reagao do iodo na presencga ou ha auséncia do amido durante a etapa

de mosturacao.

Figura 32 - Processo de conversdo de amido em acucares durante a mosturacao

através da realizacao do teste de iodo-amido.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

7.3.4 Separacao dos graos
Com o levantamento do cesto, o mosto foi transferido para a parte debaixo da

panela onde ocorreu a fervura, sendo que, a filtragem tem como objetivo separar 0os
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grdos de malte do mosto liquido. Nesta etapa é realizado o processo de lavagem
dos gréos que tem como objetivo fazer com que todos os agucares do mosto sejam
levados para o processo de fervura. Para isto, utilizou-se 14 litros de agua a 75,6°C.

Finalizada esta etapa, os graos foram descartados.

7.3.5 Fervura

Trés cervejas do tipo Indian Pale Ale (IPA), com a mesma receita base, foram
produzidas com a utilizac&do de trés cultivares de lUpulo brasileiro em flor desidratado
(Figura 28).

Figura 33 — Lupulo em flor desidratado proveniente do Planalto Serrano de SC

utilizado para a producao das cervejas.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Na Tabela 9, os tratamentos utilizados para a producdo das cervejas podem

ser melhor visualizados.

Tabela 9 - Descricao dos tratamentos empregados para a realizacéo do

experimento.

Cascade Flor (1909) Flor (115 g) Flor (115 g)
Chinook Flor (1909) Flor (115 g) Flor (115 g)
Columbus Flor (1909) Flor (115 g) Flor (115 g)

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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7.3.6 Resfriamento

Depois de finalizada a fervura, o mosto precisa ser resfriado o mais
rapidamente possivel para que nao haja problemas relacionados a contaminacgao
devido a diminuicdo da temperatura e para que atinja uma temperatura adequada
para a inoculacdo das leveduras. Esta etapa contou com o auxilio de um chiller de

imersao trocador de calor.

7.3.7 Fermentacao e Maturacao

Antes da inoculacdo da levedura, cada tratamento foi dividido em trés
fermentadores, os quais possuiam um montante de 20 litros de mosto cada. A
levedura US-05 hidratada foi inoculada em uma concentragao de 11,5 gramas para
cada 20 litros de mosto produzido a uma temperatura de 25°C.

A fermentacdo primaria ocorreu em fermentadores cénicos de aco inox com
capacidade para 32 litros com torneira e airlock (Figura 29) a uma temperatura de
19°C. O monitoramento da densidade foi realizado diariamente até verificar-se, entre
duas amostragens seguidas, valores de densidades constantes os quais indicam a

finalizacdo desta etapa, o que ocorreu em um intervalo de 6 dias.

Figura 34 — Fermentador conico em ago inox utilizado para a etapa de fermentacéo

das cervejas.

Fonte: Biermaschine.

Uma vez consumido todo o extrato fermentescivel, iniciou-se o processo de

maturacdo da cerveja, onde os fermentadores foram colocados em camara fria com
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temperatura de 0°C durante 15 dias com o objetivo clarificar a cerveja através da
decantacdo das leveduras residuais e possiveis particulas presentes no mosto.

7.3.8 Limpeza das garrafas

Garrafas de cerveja na coloragcao ambar com capacidade para 375 mL foram
limpas com &gua e detergente com auxilio de uma escova. Depois, foram
embebidas em uma solucdo de acido peracético a 1% por 10 minutos, sendo
enxaguadas posteriormente com agua a uma temperatura de 80°C, finalizando o

processo de sanitizagao.

7.3.9 Carbonatacao

Com o objetivo de tornar a cerveja gaseificada, foi realizada uma adicéo extra
de acucares (6g L) para que ocorresse uma re-fermentacédo em cada garrafa. O
acucar foi calculado individualmente para cada fermentador que possuia 20 litros de
cerveja, para tanto, foi dissolvido em 10 partes de agua fervendo e deixado resfriar
antes de realizar a adicdo. Posteriormente, as garrafas previamente sanitizadas
foram cheias através da torneira do fermentador e fechadas com tampinhas de rolha
metalica pry-off. As garrafas de cerveja foram colocadas em temperatura ambiente
durante 14 dias para serem carbonatadas. Logo apés, deu-se inicio a avaliacdo do
produto durante os cinco periodos de armazenamento (0; 45; 90; 135 e 190 dias

apoés o envase).

7.3.10 Anédlises fisico-quimicas
As analises fisico-quimicas foram realizadas no Nucleo de Tecnologia de
Alimentos da Universidade do Estado de Santa Catarina. As seguintes variaveis

foram mensuradas:

a) Acidez Total (meqL™)
Foi determinada pelo método de titulagdo volumétrica com solugdo de NaOH
0,1 N (padronizada com biftalato de potassio), utilizando-se como indicador solucéo
alcodlica de fenolftaleina a 1%. Foram pipetados 5 mL de amostra e 5 mL de agua
destilada em um béquer e titulado a solugdo de hidroxido de sodio até o ponto de
viragem (EBC, 2005).
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A acidez total foi expressa em meq L™ de acordo com a férmula: Acidez Total
(meq L) = (1000 x n X Nnaown)/v, onde: n = volume da solu¢cdo de NaOH gasto na

titulacdo (mL); N = Normalidade da solucéo de NaOH; v = Volume da amostra (mL).

b) pH
O pH foi determinado pelo método eletrométrico utilizando um pHmetro de
bancada (calibrado com as solucbes padrdo antes do uso), sendo medido em
amostras de 10 ml de cerveja (EBC, 2005).

c) Turbidez

A analise para determinacéo da turbidez foi realizada em um turbidimetro portatil
cuja calibracdo prévia foi realizada em quatro pontos: 0; 20; 100 e 800 NTU. Em
seguida, efetuou-se a leitura da turbidez das amostras com valores expressos em
NTU (EBC, 2005).

d) Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados de acordo com a
metodologia proposta por Singleton & Rossi (1965) com modificacdes realizadas por
Zhao et al. (2010).

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais, a 0,5 mL da amostra
diluida (1:20), adicionou-se 2,5 mL de Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de Na,COs3 a
7,5%. O tubo de ensaio foi incubado por 5 min em Banho-Maria a 50°C. Ap6s 15 min
de repouso o complexo azul formado foi quantificado em espectrofotdbmetro, com
comprimento de onda de 760 nm. A medicdo é entdo comparada com uma curva
padrdo de &cido galico e o resultado expresso em mg de acido galico equivalente
(GAE) por litro de cerveja (mg GAE L™).

e) Flavonoides

Os flavonoides foram determinados por espectrofotometria, com leitura realizada
na faixa de absorbancia de 415 nm. Em tubos de ensaio, colocou-se 2 mL da
amostra diluida (1:1) e acrescentou-se 2 mL de cloreto de aluminio a 2% em
metanol. Apés 30 minutos de repouso, as leituras foram realizadas. Os calculos de

concentracdo foram feitos a partir da curva de calibragdo usando o padrao
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guercetina e os resultados foram expressos em mg de quercetina por litro de cerveja
(mg QE L) (MEDA et al., 2005).

f) Proteinas

Para a determinacdo de proteinas, utilizou-se o método do biureto, onde a 0,5
mL de amostra de cerveja, adiciono-se 3,5 mL do reativo de biureto. Apés 30
minutos de repouso, as leituras foram realizadas na faixa de absorbancia de 540 nm.
As leituras das amostras foram comparadas com uma curva padrao de caseina e o
resultado foi expresso em g de caseina por 100 mL de cerveja (GORNALL et al.,
1949)

7.3.11 Anédlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia e quando
significativos pelo teste F, as médias dos periodos de avaliacdo foram submetidas a
analise de regressdo a 5% de probabilidade de erro com o auxilio do programa
estatistico R (R CORE TEAM, 2013). Além disso, as médias dos cinco periodos de
avaliacdo para cada cultivar foram analisados pela analise dos componentes

principais também com o auxilio do programa estatistico R.

7.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de componentes principais, avaliada na média de todos os
periodos de avaliacdo, os dois primeiros componentes representaram 100% da
variacdo obtida (76,8% para a componente principal 1 e 23,2% para a componente
principal 2) permitindo a analise conjunta das variaveis e dos tratamentos em um
grafico bidimensional. De acordo com as variaveis estudadas, identificou-se a
diferenciacdo dos cultivares de lupulo na producédo de cervejas em principalmente

trés grupos (Figura 30).
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O Grupo I, representado pelo cultivares Chinook, diferenciou-se do Grupo I,
representado pelo cultivar Cascade, e do Grupo Ill, representado pelo cultivar
Columbus, principalmente pelas variaveis compostos fendlicos totais, flavonoides,
proteinas, turbidez e pH. A correlagéo positiva do Grupo | com estas variaveis indica
que as cervejas produzidas com esse cultivar possui maiores valores em relacdo a
utilizacao do cultivar Cascade ou Columbus para a producéo das cervejas.

As cervejas produzidas com o cultivar Cascade, apresentaram
comportamento das variaveis compostos fendlicos totais, flavonoides e proteinas em
uma condi¢ao intermediaria entre Chinook e Columbus.

O fato da analise dos componentes principais ter correlacionado
positivamente as cervejas produzidas com o cultivar Chinook com os compostos
fendlicos totais e flavonoides, representa um grande interesse para 0s cervejeiros,
visto que alguns estudos consideram essas variaveis como indicadores de qualidade
para 0 processamento e conservacdo da bebida (MITIC et al., 2013). Além disso, o
teor de compostos fendlicos gera atencdo devido as suas caracteristicas
antioxidantes e desempenha papeis nas propriedades sensoriais e de estabilidade
coloidal das cervejas durante o armazenamento (PAUNOVIC et al., 2015; ARON et
al., 2010; VANDERHAEGEN et al., 2006). As proteinas, também correlacionadas
positivamente com as cervejas produzidas com o cultivar Chinook, contém valor
nutricional e sdo muito importantes no fornecimento de aminoacidos que auxiliam no
crescimento da levedura além de substancias nitrogenadas que desenvolvem um
papel importante na formacdo da espuma (OLIVEIRA, 2016). Em contrapartida, o
teor de proteinas, pode ser indesejavel, visto que o0 excesso pode se ligar aos
compostos fenolicos da cerveja e formar complexos insollveis, causando turbidez e
comprometendo a estabilidade da bebida (ROVALETTI et al., 2014).

O teor de compostos fendlicos totais e a atividade redutora do lGpulo
diminuem durante o armazenamento da cerveja (KROFTA et al., 2008; MIKYSKA &
KROFTA, 2012). Os resultados obtidos confirmam esta afirmacédo, onde verificou-se
através da analise de regressédo, decréscimo significativo no teor de compostos
fendlicos totais ao longo dos periodos de armazenamento para todas os cultivares

analisadas (Figura 31).
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Figura 36. Compostos Fendlicos Totais (mg GAE/L) para trés cultivares de IUpulo
brasileiros na producéo de cervejas estilo IPA ao longo de cinco periodos de
armazenamento da bebida.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

O decréscimo nos valores dessa variavel, do primeiro ao ultimo dia de
avaliacdo, foi mais acentuado quando utilizado os cultivares Chinook, Cascade e
Columbus, respectivamente. O cultivar Chinook apresentou uma reducéo de cerca
de 84 mg de acido galico/L do inicio ao final das avaliacfes, 0 que representa quase
20%. Logo em seguida, verifica-se na cultivar Cascade uma queda de 17,70 mg de
acido galico/L, o que corresponde a pouco 3,86%. E por fim, a cultivar Columbus,
apresentou a menor taxa de queda, 8 mg de acido galico/L representando pouco
mais de 2% (Figura 32).
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Figura 37. Percentual de reducédo de compostos fendlicos do primeiro ao ultimo dia

de avaliacdo para trés cultivares de lupulo brasileiro na producéo de cervejas estilo

IPA.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Em um experimento realizado por MikySka & Krofta (2012) o teor de
compostos fendlicos totais perdidos apds doze meses de prateleira variou de 30-
40%. A menor reducdo dos compostos fendlicos possui efeito positivo em relagéo ao
armazenamento, visto que, essa variavel é responsavel pela preservacdo das
qualidades sensoriais da bebida através da acédo antioxidante (JANDERA, 2009). Os
compostos fendélicos agem retardando a degradacéo da cerveja ao longo do tempo e
a producdo de componentes quimicos que causam atributos sensoriais indesejaveis
(OBERHOLSTER; BRADLEY, 2016).

Da mesma forma em que os compostos fendlicos totais, o conteddo de
flavonoides presentes nas cervejas produzidas com quaisquer dos cultivares
estudados, apresentaram decréscimo na medida em que se avangou 0 tempo de

armazenamento (Figura 33).
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Figura 38- Flavonoides (mg QE/L) para trés cultivares de IUpulo produzidas no Brasil
utilizadas em flor na producao de cervejas estilo IPA ao longo de cinco periodos de

armazenamento da bebida.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Em termos de compostos fendlicos na cerveja e sua potencial atividade
bioldgica, os flavonoides estdo entre os mais estudados (BORONAT et al., 2020).
Esses compostos fendlicos séo associados a atividades bioldgicas relevantes, como
potencial antioxidante, propriedades anti-inflamatérias, antidiabéticas e atividades
estrogénicas (OSORIO-PAZ et al., 2019). De acordo com Boronat et al. (2020), as
cervejas do estilo IPA, como a do estudo em questdo, apresentam maiores
concentracdes de flavonoides, visto que, esse estilo de cerveja é caracterizado pela
utilizacdo de uma grande quantidade de Iupulo, o qual &€ conhecido por sua atividade
antimicrobiana e por melhorar a estabilidade da bebida, portanto, uma maior
guantidade de flavonoides € esperada.

O percentual de decréscimo no conteudo de flavonoides, do primeiro ao
ultimo dia de avaliagéo, foi mais acentuado quando utilizado os cultivares Columbus,
Cascade e Chinook, respectivamente. (Figura 34). O cultivar Columbus apresentou

uma reducéo de cerca de 6% do inicio ao final das avaliacdes. Logo em seguida,
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verifica-se no cultivar Cascade uma queda de 5,73%, e por fim, o cultivar Chinook,

apresentou um decréscimo de aproximadamente 5% no conteudo de flavonoides.

Figura 39. Percentual de reducéo de flavonoides em relacéo ao primeiro e ao ultimo
dia de avaliagdo para trés cultivares de lupulo utilizadas em flor na producéo de

cervejas estilo IPA.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

O fato do cultivar Chinook apresentar menor reducdo no contetdo de
flavonoides ao longo do periodo de armazenamento faz com que 0s processos de
oxidacdo na cerveja, 0s quais levam a deterioracdo no sabor durante o
armazenamento, sejam desacelerados devido a maior capacidade antioxidante
atribuida a maior presenca dessa classe de compostos fenolicos (JASKULA-GOIRIS
et al., 2014).

A andlise de regressdo polinomial para os periodos de avaliacdo foi
significativa para todas as cultivares e observou-se aumento nos valores de
proteinas até os 135 dias ap0s 0 armazenamento com posterior reducdo nas médias

dessa variavel apos esse periodo (Figura 35).
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Figura 40. Proteinas (g caseina/L) para trés cultivares de lupulo utilizadas em flor na

producao de cervejas estilo IPA ao longo de cinco periodos de armazenamento da

bebida.
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Fonte: Elaborado pela autoratora, 2021.

A composicdo quimica das flores do lupulo é complexa e pode ser agrupada
em metabdlitos secundarios produzidos pela planta em diferentes fragdes, sendo as
proteinas, responsaveis por 15% da composicdo (ALMAGUER, 2014). As proteinas
sdo uma das principais causas de turbidez na cerveja, que € um dos parametros de
qualidade da bebida (NEUGRODDA et al., 2014). Segundo os mesmos autores, a
quantidade de proteina depende do tipo de lupulo utilizado. Os extratos, por
exemplo, podem ter uma concentracdo menor de proteinas que pode ser benéfica
em relacdo a turbidez enquanto que, pellets podem apresentar um contetdo mais
elevado de proteinas com influéncia negativa na turbidez, porém positiva em relagcéo
a estabilidade da espuma.

A turbidez das cervejas produzidas com diferentes cultivares de lupulo em flor
ao longo dos periodos de armazenamento pode ser verificada na Figura 36. Com
excegcdo da cerveja produzida com o cultivar Chinook, a qual apresentou
estabilidade nos dois primeiros periodos de avaliagdo, as demais cervejas
apresentaram reducdo nos valores de turbidez desde o primeiro periodo de

armazenamento.
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Figura 41. Turbidez (NTU) para trés cultivares de Iupulo utilizadas em flor e em pellet

na producéo de cervejas estilo IPA ao longo de cinco periodos de armazenamento

da bebida.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A turbidez é formada por diversos componentes, entretanto, a causa mais
frequente é a combinacdo de compostos fenolicos com proteinas (STEINER et al.,
2010). Siebert et al. (1996) propds que cada proteina possui um sitio de ligacdo em
que o polifenol pode se anexar, sendo que, cada molécula de polifenol devera
encontrar dois sitios de ligacdo de proteinas para se ligar. De acordo com o0s
mesmos autores, a ocupacdo de todos os sitios de ligacdo das proteinas pelos
compostos fendlicos resulta em grandes particulas coloidais e maxima dispersédo da
luz causada pela turbidez do meio.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que houve aumento no
conteudo de proteinas até determinado ponto e consequentemente aumento no
namero de sitios de ligacdo disponiveis para os compostos fendlicos, mas mesmo
assim, verificou-se reducédo na turbidez desde o primeiro dia de armazenamento
para as cervejas produzidas com o cultivar Columbus. O tratamento mencionado
anteriormente apresentou uma concentracdo de compostos fendlicos inferior & 400

mg GAE/L durante todo o armazenamento e sugere-se que essa quantidade néo foi
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suficiente para ocupar todos os sitios de ligagdo das proteinas presentes na bebida
e elevar ou apenas manter a turbidez. H4 um indicativo que na medida em que se
aumentou o tempo de armazenamento, houve reducao nos polifenois e consequente
reducdo na turbidez, visto que, cada vez menos moléculas de compostos fendlicos
conseguiram se ligar as proteinas e menos particulas coloidais foram formadas além
de ocorrer a precipitacdo dos precursores da turbidez.

A turbidez da cerveja produzida com o cultivar Cascade apresentou valores
constantes até os 90 dias apds o armazenamento, e houve aumento na quantidade
de proteinas até esse periodo, indicando que a quantidade de polifenois presentes
na bebida (proximo de 500 mg GAE/L) conseguiu ocupar os sitios de ligacdo das
proteinas sendo responsavel apenas por manter a turbidez, mas nao eleva-la.
Comportamento semelhante foi verificado com a utilizagdo do cultivar Chinook, que
apesar do aumento na quantidade de proteinas, observou-se uma manutencdo na
turbidez da bebida até os 45 dias de armazenamento, indicando que 0s compostos
fendlicos totais presentes na cerveja ndo foram capazes de ocupar todos os sitios de
ligacdo das proteinas de modo que se elevassem as taxas de turbidez e sim, foram
responsaveis apenas por manter as médias dessa variavel.

A estabilidade coloidal é importante na producdo de cervejas tanto para a
eliminacdo da turbidez durante o armazenamento (ANDERSON et al.,, 2019;
JASKULA-GOIRIS et al., 2019) quanto para a manutencdo de um determinado nivel
dessa variavel que nas cervejas artesanais é considerado como uma caracteristica
desejavel (MASTANJEVIK et al., 2018).

As médias do pH das cervejas produzidas com os diferentes cultivares ao
longo dos periodos de armazenamento pode ser verificada na Figura 37. De acordo
com a andlise de regressado, houve um aumento nos valores de pH das cervejas
produzidas com todos os cultivares estudados até os 45 dias apds o envase com

posterior reducdo nas médias nos demais periodos.
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Figura 42- pH para trés cultivares brasileiras de lapulo utilizadas em flor na producéo

de cervejas estilo IPA ao longo de cinco periodos de armazenamento da bebida.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A cerveja é considerada um produto acido e deve apresentar valores de pH
compreendidos entre 4,3 a 4,6 para uma melhor estabilidade microbiol6gica ao
longo do seu tempo de prateleira (CERQUEIRA, 2016). Nas médias de todos os
periodos de avaliacdo, as cultivares estudadas em ambos os formatos apresentaram
valores de acordo com os indicados na bibliografia.

Os maiores valores de pH aos 45 dias ap6s o0 envase pode ser indicativo de
ocorréncia de autélise de leveduras (ESSLINGER, 2009; BAMFORTH, 2003). J4 a
diminuicdo nos valores de pH a partir dos 45 dias pode indicar a formacdo de
subprodutos, como acidos organicos, devido a ocorréncia de refermentacdes nas
garrafas que podem ter sido influenciadas pelas temperaturas de armazenamento
(BARTH, 2013).

O pH é uma variavel importante na percepc¢do do amargor da bebida (MAYE
et al., 2016). Valores mais altos de pH da cerveja podem ser benéficos na
estabilidade dos iso-a-acidos durante o armazenamento, visto que, esses compostos
sdo menos propensos a degradacdo com pH mais alto da bebida (INTELMANN et
al., 2011). Em contrapartida, valores mais altos de pH podem ser considerados uma

desvantagem, visto que, influenciam a estabilidade biol6gica da cerveja.
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As meédias de acidez total ao longo dos periodos de avaliacdo podem ser

visualizadas na Figura 38, através do grafico de regressdo. As médias de acidez

para a cerveja produzida com os cultivares Cascade, Chinook e Columbus foram de

28,42, 26,54 e 26,86 meg/L, respectivamente.

Figura 43. Acidez total (meg/L) para trés cultivares de lapulo utilizadas em flor e em

pellet na producéo de cervejas estilo IPA ao longo de cinco periodos de

armazenamento da bebida.

50,00 y = 0,0002x2 - 0,0447x + 27,96
R2 =081
40,00
= y = 0,0002x2 - 0,0124x + 25,769
D R2 = 0,49
30,00 &, e
E R TED Rttt . ettt - L L
N ||
© 20,00
S y = 8E-05x2 - 0,01x + 28,404
< 10,00 R2 =081
0,00
0 45 90 135 180

Periodo de Avaliagao (Dias)
¢ Cascade mChinook A Columbus

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Na literatura ndo foram encontrados valores padrdo para a acidez total visto

gue, 0Ss parametros para essa variavel ndo sdo determinados pela legislacéo

(BRASIL, 2009).

O principal responsavel pela acidez da cerveja € o acido carbdnico, resultante

da reacdo entre o CO, e a H,0, que eleva a acidez da bebida (OLIVEIRA et al.,

2015). A maioria dos &cidos presentes na cerveja ja existe no mosto em proporgdes

distintas e suas concentracbes variam em funcdo da matéria-prima utilizada

(VENTURINI FILHO, 2000). Aumentos nos niveis de acidez ao longo dos periodos

de armazenamento podem ser resultantes de refermentacbes em garrafas, as quais

elevam o niveis de CO..
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Os maiores valores de acidez total foram verificados nas cervejas produzidas
com o cultivar Cascade as quais possuem a maior concentracdo de compostos
fendlicos totais, que sdo acidos organicos. Portanto, uma maior producéo de acidos
fenolicos contribuiu para uma maior acidez e consequentemente com maiores
valores desta variavel nesse tratamento. Assim como em outras bebidas, o conteudo
de acidos organicos € importante para contribuir com o frescor e com o
preenchimento de boca (GIRSCHIK, et al.,, 2017) e de acordo com este estudo,
essas caracteristicas devem ser encontradas com maior intensidade nas cervejas

produzidas com o cultivar Cascade devido a presenca de maior acidez.

7.5 CONCLUSOES

A utilizacdo do lupulo brasileiro em flor, cultivar Chinook, possui grande
potencial para a producdo de cervejas, com melhores caracteristicas desejaveis
para a producdo da bebida.

As cervejas produzidas com o lapulo Cascade e Columbus possuem uma
maior estabilidade ao longo do periodo de armazenamento do que se comparado ao
uso do lupulo Chinook, preservando melhor as caracteristicas desejaveis.



127

8 CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo desses anos de estudo, nos tornamos um centro de referéncia em
pesquisa com o uso do lupulo brasileiro na elaboracdo de cervejas e fomos
agraciados com importantes premiacdes no setor cervejeiro. A producdo de uma
cerveja com a utilizacédo de lupulo Chinook em flor desidratado, cultivado no campo
experimental da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC/CAV),
conquistou a sexta colocacdo no concurso “‘Em busca da melhor IPA caseira’
realizado pela Serena BrewShop. Além disso, o projeto “Catharina Sour produzida
com morango e lupulo cultivados no Estado de Santa Catarina” submetido ao
“Desafio Cervejeiro” proposto pela AMBEV (maior fabricante de cervejas no mundo)
foi uma das cinco propostas selecionadas, dentre mais de 70 recebidas de
estudantes de todo o Brasil.

Do ponto de vista cientifico e tecnolégico, com os resultados obtidos atravées
desta tese, sera possivel subsidiar com informacgdes produtores, setor industrial,
pesquisadores e estudantes que atuam na cultura do lUpulo e no setor produtivo de
cervejas, validando novos modelos com técnicas inovadoras a fim de garantir a
producdo de cervejas de modo eficiente e rentavel elevando a competitividade da
utilizacao do lapulo produzido no Brasil.

Este estudo também contribui para que cervejarias, nacionais e internacionais,
consigam produzir o perfil desejado de uma cerveja, visto que, o lUpulo cultivado no
Brasil conferiu aromas diferenciados se comparado com a utilizacdo do IUpulo
importado. Além disso, hd uma contribuicdo para a pesquisa cervejeira em termos
de inovacao, evolucéo e crescimento da utilizacao do lupulo nacional na elaboracéo

de cervejas.
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10 APENDICES

APENDICE A — Média das caracteristicas: amargor (AM) (IBU); aclcares redutores (AR) (mg L™); teor alcodlico (TA) (%); pH:;
acidez total (AT) (meq L™); sélidos solGveis totais (SST) (°Brix); proteinas (PRO) (mg L™ caseina); flavonoides (FLA) (mg L™
quercetina); compostos fendlicos totais (CFT) (mg L™ &cido gélico) e atividade antioxidante (AA) (mmol L™ Trolox) para as cervejas
produzidas com a técnica de dry hopping utilizando lupulo “Comet” importado ou brasileiro em diferentes concentracgoes.
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Concentracao de Lupulo

Dry Hopping (g L) Origem AM AR TA pH AT SST PRO FLA CFT AA
0 - 55,1 543 485 447 23,73 576 7,37 51,73 652,53 2317,14
2 Brasil 545 9,15 495 452 2357 500 7,21 49,26 653,68 2831,42
4 Brasil 59,8 6,65 450 462 22,74 580 6,88 5570 661,15 3300,00
6 Brasil 60,5 6,18 455 463 2284 567 854 7251 761,08 3840,00
8 Brasil 64,9 10,31 450 4,73 22,36 5,87 8,13 76,22 874,21 3920,00
2 Estados Unidos 54,8 6,49 465 452 2759 540 6,85 50,27 761,08 2777,14
4 Estados Unidos 63,0 8,73 450 459 2428 6,00 7,60 7251 773,71 2977,14
6 Estados Unidos 59,5 7,47 4,76 4,62 2435 583 755 76,22 778,31 299141
8 Estados Unidos 67,8 6,93 485 4,63 2435 553 6,93 56,90 726,04 2997,14

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



APENDICE B — Média das caracteristicas avaliadas pelo painel sensorial:
consisténcia da espuma (CE); estabilidade da espuma (EE); carbonatacéo (CA); teor
alcoolico (TA); acidez total (AT); amargor (AM); corpo (CO) para as cervejas
produzidas com a técnica de dry hopping utilizando lupulo “Comet” importado ou

brasileiro em diferentes concentracdes.
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Concentracéo de Lu

Dry Hopoing (g L.P)“'O Origem CE EE CA TA AT AM CO
0 - 235 243 2,46 2,68 2,76 3,46 29
2 Brasil 387 3,86 3,76 2,68 2,36 298 3,02
4 Brasil 443 421 398 257 21 3,32 279
6 Brasil 3,13 3,34 257 322 265 3,76 3,1
8 Brasil 432 3,87 3,42 2,79 2,56 3,42 2,99
2 Estados Unidos 290 2,68 365 2,35 256 2,65 2,88
4 Estados Unidos 290 3,43 3,32 2,79 2,79 3,65 3,13
6 Estados Unidos 3,21 2,79 2,68 2,46 257 3,43 287
8 Estados Unidos 3,76 4,20 3,31 2,46 202 3,76 3,1

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE C — Areas de pico normalizadas para os compostos volateis identificados via cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas em cervejas produzidas com a técnica de dry hopping utilizando Iupulo “Comet” brasileiro ou importado

em diferentes concentracdes.

Origem
Brasil Estados Unidos
Concentracao (g/L) 0 2 4 6 8 2 4 6 8
Compostos

Alcool Isoamilico 3,352 2035 2,834 3,188 2,899 2,633 2836 3,074 3,076
2-metilbutanol 0,668 0,477 0,657 0,617 0,667 0501 0,550 0,606 0,651
Tolueno 1,854 1612 1538 1,853 1570 1,842 1580 1,601 2,000
Butanoato de Etila 0,134 0,074 0,078 0,105 0,081 0,104 0,076 0,087 0,129
Ethylbenzene 0,214 0,152 0,185 0,203 0,214 0,225 0,160 0,179 0,287
Acetato de Isoamila 1,203 0,793 0,724 0,959 0,69 0,874 0,672 1,003 1,071
Acetato de 2-metilbutila 0,312 0,217 0,261 0,387 0,356 0,390 0,286 0,305 0,456
Isobutyl isobutanoate 0,049 0,168 0,213 0,348 0,352 0,263 0,086 0,125 0,301
Mesitylene 718,130 0,174 0,211 0,275 0,266 0,213 0,176 0,214 0,261
2,6-dimethyl-4-heptanone 0,303 0,286 0,314 0,330 0,368 0,305 0,310 0,257 0,340
2-pentyl propanoate 0,148 0,120 0,171 0,267 0,329 0,228 0,168 0,193 0,333
b-pinene 0,287 0,337 0,413 0,605 0,804 0,564 0,324 0,402 0,706
Hexanoato de Etila 0,293 0,236 0,241 0,280 0,265 0,220 0,215 0,249 0,307

Isoamyl isobutanote 0,143 0,170 0,209 0,276 0,299 0,213 0,152 0,173 0,281



N&o Identificado
Propyl tiglate
(E)-b-ocimene
(2)-b-ocimene
2-nonanone
6-camphenone
Alcool Fenil Etilico
N&o Identificado
Terpinen-4-ol
Octanoato de Etila
Citronellol
Geraniol
Phenylethyl acetate
Methyl geranate
Citronellyl acetate
Geranyl acetate
Decanoato de Etila
b-caryophyllene
N&o Identificado
y-gurjunene
y-cadinene
Cis-calamenene
Nao ldentificado

0,382
0,233
0,018
0,021
0,115
0,120
2,329
0,853
0,110
0,107
0,491
0,225
0,448
0,667
0,175
0,285
0,160
0,022
0,063
0,013
0,052
0,052
0,049

0,673
0,621
0,029
0,041
0,150
0,281
2,006
0,200
0,122
0,050
0,503
0,485
0,438
0,489
0,142
0,669
0,200
0,005
0,059
0,053
0,035
0,018
0,030

0,711
0,788
0,035
0,051
0,221
0,364
2,415
0,202
0,194
0,120
0,550
0,566
0,381
0,510
0,150
0,627
0,827
0,009
0,073
0,041
0,047
0,028
0,038

0,896
1,028
0,037
0,056
0,176
0,404
1,765
0,267
0,163
0,140
0,608
0,486
0,569
0,611
0,188
0,913
0,269
0,018
0,107
0,074
0,057
0,037
0,053

0,943
1,310
0,060
0,069
0,314
0,496
2,747
0,317
0,199
0,144
0,659
0,544
0,425
0,610
0,114
0,600
0,875
0,064
0,080
0,052
0,075
0,047
0,043

0,577
0,529
0,031
0,046
0,157
0,186
1,271
0,984
0,127
0,081
0,466
0,334
0,358
0,553
0,119
0,617
0,349
0,026
0,074
0,028
0,065
0,034
0,053

0,458
0,427
0,021
0,033
0,121
0,215
2,392
0,359
0,130
0,107
0,643
0,297
0,333
0,487
0,115
0,408
0,359
0,015
0,053
0,014
0,044
0,032
0,040

0,510
0,474
0,017
0,031
0,102
0,226
2,098
0,151
0,134
0,159
0,533
0,360
0,432
0,618
0,156
0,668
0,198
0,016
0,074
0,030
0,050
0,026
0,047

0,740
0,846
0,062
0,073
0,289
0,368
1,850
0,125
0,252
0,149
0,633
0,449
0,518
0,800
0,260
0,660
0,137
0,060
0,083
0,019
0,089
0,061
0,074
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Spathulenol
Dodecanoato de Etila
1-epi-cubenol
Cubenol
Valerianol

0,104
0,368
0,060
0,107
0,170

0,099
0,274
0,040
0,078
0,097

0,082
0,228
0,053
0,100
0,134

0,093
0,456
0,067
0,115
0,142

0,095
0,190
0,065
0,084
0,125

0,095
0,167
0,092
0,099
0,161

0,113
0,280
0,056
0,099
0,167

0,072
0,358
0,072
0,109
0,165

0,087
0,317
0,100
0,126
0,212

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENCIDE D - Média das caracteristicas: pH; acidez total (AT) (meq L™); acticares redutores (AR) (mg L™); flavonoides (FLA) (mg
L™ quercetina); compostos fendlicos totais (CFT) (mg L™ &cido galico); cor (EBC); amargor (AM) (IBU); proteinas (PRO) (mg L™

caseina); e atividade antioxidante (AA) (mmol L™ Trolox) em cervejas produzidas com diferentes cultivares e locais de origem.

Culivar  Origem pH AT AR FLA CFT COR AMA PRO  AA

Comet Brasil 4,60 4579 958 40,45 601,42 12,93 32,26 545 4910,00
Comet Eusrt]%dooss 450 4645 10,63 39,15 689,29 1533 24,00 535 4130,00
Fuggle Brasil 461 3145 12,47 9507 850,09 1826 14,13 502 6890,00
Fuggle ~ £Stados 454 40,58 9,55 54,16 79841 16,26 22,78 527 6055,00

Unidos

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE E — Areas de pico para os compostos volateis identificados via

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em cervejas produzidas

com diferentes cultivares e locais de origem do Iupulo

Cultivares
Fuggle Comet
Origem Importado Brasileiro Importado Brasileiro
Compostos

isoamyl alcohol 4,82 4,64 7,79 5,90
2-methylbuthanol 0,82 0,73 1,08 0,75
4-methyl-2-pentanol 0,92 0,93 1,21 1,04
Ethyl butanoate 0,06 0,07 0,11 0,10
Ethylbenzene 0,03 0,01 0,03 0,03
Isoamyl acetate 0,29 0,36 0,51 0,55
2-methylbutyl acetate 0,10 0,13 0,13 0,12
isobutyl isobutanoate 0,01 0,13 0,03 0,04
Mesitylene 0,08 0,12 0,18 0,11
2,6-dimethyl-4-heptanone 0,23 0,21 0,24 0,20
b-pinene 0,09 0,08 0,16 0,22
Ethyl hexanoate 4,90 4,77 4,29 4,35
propyl tiglate 0,10 0,09 0,19 0,41
(E)-b-ocimene 0,01 0,01 0,02 0,05
(2)-b-ocimene 0,02 0,01 0,04 0,07
phenyl ethyl alcohol 577 3,28 4,18 2,45
ethyl octanoate 19,38 15,86 24,13 9,44
citronellol 0,41 0,29 2,01 2,28
Geraniol 0,06 0,06 0,59 0,66
Phenylethyl acetate 0,13 0,07 0,40 0,37
Methyl geranate 0,10 0,07 0,12 0,21
Geranyl acetate 0,13 0,32 0,72 1,23
Ethyl decanoate 1,15 1,93 8,05 4,57
y-gurjunene 0,03 0,01 0,11 0,10
y-cadinene 0,01 0,01 0,08 0,04
ethyl dodecanoate 0,07 0,31 0,87 0,48
1-epi-cubenol 0,03 0,02 0,13 0,06
Cubenol 0,05 0,02 0,16 0,11
Valerianol 0,10 0,02 0,12 0,07

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



149

APENDICE F — Média de cinco periodos de avaliagdo das caracteristicas:
compostos fendlicos totais (CFT) (mg L™ 4cido galico); flavonoides (FLA) (mg L™
quercetina); protefnas (PRO) (mg L™ caseina); turbidez (NTU); pH e acidez total (AT)
(meq L™) em cervejas estilo IPA produzidas com diferentes cultivares de ltpulo
brasileiro em flor desidratado (Cascade; Chinook e Columbus).

Cultivares CFT FLA PRO TUR pH ATT
Cascade 466,06 108,38 6,00 226,67 4,62 28,42
Chinook 450,40 110,53 6,20 301,27 4,63 26,54

Columbus 360,90 99,03 544 231,93 4,60 26,86
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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11 ANEXOS

ANEXO A - Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade do Estado de Santa Catarina. Lages, UDESC, 2022.

aaUDESC

UNIVERSIDADE DO ESTADO Plataforma
DE SANTA CATARINA - UDESC %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Agregacdo de valor de produtos agricolas através de bebidas fermentadas na Serra
Catarinense

Pesquisador: LEO RUFATO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 46216621.8.0000.0118

Instituicao Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SC UDESC
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.859.714

Apresentacao do Projeto:

Trata-se da segunda versédo apresentada ao CEP de um protocolo que abrange pesquisas dos cursos de
mestrado e doutorado, vinculadas ao Programa de Pés-Graduacdo em Producdo Vegetal da Universidade
do Estado de Santa Catarina — Centro de Ciéncias Agroveterinarias (UDESC/CAYV), intitulado “Agregacédo de
valor de produtos agricolas através de bebidas fermentadas na Serra Catarinense”, tendo como pesquisador
responsavel: Leo Furtado e como equipe de pesquisa/assistentes: Deivid Silva de Souza, Cristiane Rota,
Adrielen Tamiris Canossa, Ana Luiz Arruda.

Participantes da pesquisa: 70. Os participantes selecionados para a realizagdo da etapa de analise sensorial
serdo pesquisadores da area de fruticultura e endlogos da instituicdo que faz parte da pesquisa, ou seja,
UDESC/CAV.

Instrumentos de pesquisa: sera realizada a analise visual, olfativa e gustativa, segundo metodologia
proposta por Madrera, et al. (2010), cuja analise sera submetida a aprovagdo no Comité de Etica em

Pesquisa da Udesc. Porém nao foi apresentado o instrumento de coleta de dados (ficha de avaliacéo).

Metodologia de coleta de dados: "As avaliagdes sensoriais serdo realizadas em laboratério do

Endereco: Av.Madre Benvenutta, 2007

Bairro: Itacorubi CEP: 88.035-001
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3664-8084 Fax: (48)3664-8084 E-mail: cep.udesc@gmail.com
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Departamento de Agronomia da Universidade do Estado de Santa Catarina, em cabines individuais. Cada
subprojeto realizara a analise sensorial individual em uma data previamente estabelecida, apds o término da
pandemia. As amostras de vinhos, sidra e cerveja vao ser servidas em copos descartaveis de50mL, em
bandejas plasticas, a temperatura de 10°C, codificados com numeros aleatérios de trés digitos,juntamente
com um copo de agua, para enxaguar a boca entre as avaliagdes. Voluntarios para compor a equipe
sensorial serdo recrutados entre estudantes e funcionarios da Universidade do Estado de Santa Catarina. O
recrutamento sera realizado por meio de questionario, com o objetivo de obter informagdes a respeito das
condigdes de saude, da habilidade para quantificar usando escalas de intensidade, da disponibilidade
de tempo, da familiaridade com termos descritivos e do interesse em participar do teste. A habilidade
discriminatéria dos candidatos vai ser testada por meio do método triangular (teste discriminatério),
em que serdo utilizadas apresentadas e avaliadas trés amostras, sendo uma diferente e duas iguais, nas
quais os provadores vao ser solicitados a identificar a amostra diferente. Os provadores selecionados serdao
treinados por duas semanas onde serdo oferecidas amostras com intensidades extremas das
caracteristicas de modo a propiciar uma familiarizagdo com todos os atributos sensoriais do produto. A ficha
de avaliagdo vai conter uma escala ndo-estruturada para cada termo descritivo levantado. A escala sera
composta de uma linha de 15cm, com expressdes quantitativas (pontos ancoras) nas extremidades
esquerda e direita. Os provadores vao escolher a posicao que melhor refletir sua avaliagdo para cada termo
descritivo, e marcar esta posigdo com uma marca vertical. Os provadores vao avaliar as amostras dos 10
vinhos tintos, 10 vinhos brancos, 10 sidras e 20 cervejas (em datas distintas), por meio de atributos. No teste
de aceitagdo serdo utilizadas as amostras para avaliar a aceitacao do produto. As amostras serdo servidas a
10°C, em copos descartaveis de 50mL. O teste sera realizado em condi¢des laboratoriais, e cada amostra
sera analisada, individualmente, por 50 consumidores de cerveja, através de escala hedénica de 9 pontos,
sendo 1 = desgostei extremamente e 9 = gostei extremamente. Por fim, sera realizada a analise sensorial
com um painel expert de degustadores com técnicos treinados para avaliar as amostras. O treinamento dos
julgadores sera de duas a trés semanas e a andlise sensorial das amostras sera realizada em 4 semanas,
devido ao grande numero de amostras, para que ndo haja saturagdo do paladar dos degustadores. O
método de analise sensorial utilizado sera o descritivo, o qual caracteriza e descreve as propriedades
sensoriais de um produto e consiste em identificar/caracterizar percepgdes sensoriais da amostra, sendo
varios critérios descritivos avaliados para definir o perfil sensorial das bebida.Além disso, sera aplicado o
teste de aceitacéo, o qual avalia através de questionarios o quanto o consumidor
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Pagina 02 de 07

151



aUDESC

UNIVERSIDADE DO ESTADO Plataforma
DE SANTA CATARINA - UDESC %w’l

Continuacdo do Parecer: 4.859.714
gosta ou desgosta de determinado produto.”

Critério de Inclusdo: Os participantes selecionados para a realizagdo da etapa de analise sensorial serao
pesquisadores da area de fruticultura e endlogos da instituicbes que fazem parte da pesquisa, ou seja,
UDESC/CAV. Esses grupos ja estdo habituados a esse tipo de evento,pois sdo treinados para realizarem
frequentemente as degustagdes, através da participagdo em cursos e treinamentos realizados nas préprias
instituicdes das quais fazem parte. O principal critério de inclusdo sera o bem-estar do degustador no
dia do evento. Uma observagdo importante: todos os participantes deverdo ser maiores de 18 anos e
apresentarem bom estado de saude, assim como terem dormido bem. Sera enviado por e-mail, uma
semana antes do evento, uma lista de recomendagdes a serem seguidas no dia da analise sensorial,
constando a preparagdo: boa alimentagdo na noite anterior e na manha do dia do evento, noite bem
dormida, ndo consumir café, ndo fumar, ndo fazer uso de perfumes ou cremes e nao escovar os dentes
préximo ao horario da degustagao e programar a logistica para participar da analise de forma a ndo conduzir
veiculos apés as avaliagdes sensoriais. Além disso, sera enviado um questionario para identificar se os
participantes possuem doencas celiacas e alergias e/ou intolerancia ao alcool e para que possam participar
da analise sensorial, a resposta para esses problemas devera ser negativa.

Critério de Exclusdo: Menores de 18 anos. Pessoas que possuam doencas celiacas, alergia e/ou
intolerancia ao alcool ndo poderdo participar da andlise sensorial. Caso algum degustador apresente
qualquer indisposicao, seja constipacao, resfriado, gripe, rinite, sinusite ou de qualquer espécie que
comprometa seu aparato olfativo-gustativo ndo podera participar. E se, por algum motivo o participante ndo
se sentir seguro ou quiser desistir, tera total liberdade para tomar essa decisdo, sem nenhum tipo de 6nus,
seja antecipadamente ou mesmo na hora do inicio do evento ou em qualquer outro momento durante o
desenvolvimento da atividade.

Orgamento, fonte dos recursos, discriminagdo detalhada: orgamento no total de R$ 12.971,50, com
financiamento préprio.

Cronograma: Analise Sensorial de 29/11/2021 a 22/12/2021. Término do projeto: 07/02/2022.
N&o havera uso de fontes secundarias de dados. Nao & um Estudo & Multicéntrico. Nao propde dispensa do

TCLE . Nao havera retengdo de amostras para armazenamento em banco.
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Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario: Gerar informagdes técnicas dentro dos diferentes subprojetos para agregar valor aos
produtos agricolas da Serra Catarinense através da elaboragdo de bebidas fermentadas a partir de
magds,uvas e lupulo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Considerando a ingestdo de bebidas alcodlicas, os riscos relacionados a analise sensorial se
classificam como médios. Os grupos possuem treinamentos e sdo capacitados para degustagdes com
bebidas alcodlicas e realizam esse tipo de evento frequentemente. Mas ainda assim, ha possiveis riscos
para pessoas celiacas, ou seja, aquelas que nao podem ingerir gluten. Portanto, o malte utilizado para
producao das cervejas pode ocasionar dores abdominais, nauseas, constipagado, diarreia, alergias, etc., nos
individuos que fizerem a ingestdo de cervejas. Além disso, ha algumas pessoas que podem ter
alergia/intolerancia ao alcool. Entretanto, os participantes seréo informados sobre o procedimento adequado
para a degustacdo das amostras e sera informado novamente no dia da degustagao (além do e-mail
enviado anteriormente) que pessoas celiacas ou com qualquer tipo de intolerancia a bebidas alcodlicas nao
poderao participar da degustacdo. A orientacdo € que a amostra ndo seja ingerida, somente colocada em
boca, feito gargarejo e descartada em recipiente adequado para tal. Mas, caso ocorra algum sintoma de mal
estar, o participante tera atendimento imediato por profissional técnico, sendo levado prontamente a
Enfermaria da instituicdo para primeira avaliagdo e, caso seja necessario, para o Pronto Atendimento mais
préximo. A equipe de degustadores fara a degustagdo na UDESC na sala de analise sensorial.

Beneficios: A pesquisa gera beneficios diretos ao degustador, que estara aprimorando os seus
conhecimentos em técnicas de analise sensorial. Além disso, a pesquisa possui beneficios indiretos ao
degustador, que estara contribuindo para para o desenvolvimento das culturas que séo fontes de matéria
prima para a produgdo das bebidas fermentadas. A regido da Serra Catarinense tem se mostrado
promissora no cultivo de uvas finas, magas e mais recente no cultivo de lupulo. O avango das pesquisas
agrega alto desempenho no campo, aumentando a produtividade e a qualidade da matéria-prima e de seus
derivados. O potencial destas culturas & o caminho para o desenvolvimento econémico da regido. Diante do
exposto mostra-senecessario cada vez mais pesquisas para melhorar e encontrar alternativas para o
manejo e para aumentar a qualidade destas importantes culturas.O projeto de agregagao de valor de
produtos agricolas através de bebidas fermentadas na Serra Catarinense permitira encontrar alternativas
mais
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adequados ao cultivo da videira, macieira e do lUpulo nessa regido, sendo que, a qualidade encontrada no
campo sera encontrada também nas bebidas fermentadas garantindo o desenvolvimento e o aprimoramento
destas atividades na Serra Catarinense.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto esta estruturado e embasado para a analise ética.
Os objetivos sdo passiveis de desenvolvimento para pesquisa cientifica.

Os riscos sao caracterizados como médios. Estdo descritos os riscos da pesquisa aos participantes.
Descreve todos os possiveis riscos associados aos procedimentos da pesquisa. Apresenta as formas de
controle e minimizagdo dos riscos, assim como o seguimento, caso ocorram.

Os beneficios sdo diretos e indiretos aos participantes, e informa corretamente isso no projeto basico e
demais documentos.

Os beneficios indicados superam os riscos, estando descritos de forma adequada aos participantes.
Os critérios de inclusdo e exclusado estado claramente apresentados.
O numero de participantes esta correto em todos os documentos.

Existe viabilidade do orcamento e cronograma apresentados e as informagdes sdo iguais em todos os
documentos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Apresentou/anexou:

1) Projeto Basico: todos os campos preenchidos e adequados para a apreciagao.

2) Projeto Detalhado: todos os campos preenchidos e adequados para a apreciagéo.

3) Folha de Rosto: consta o nimero correto de participantes e esta devidamente assinada;

4) TCLE: esta no modelo CEP/UDESC;

5) Instrumentos de coletas de dados: fichas/questionarios de avaliagdo (degustagdo, analise sensorial,
analise de aceitagdo, etc)
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6) Carta Resposta ao CEP.

Recomendacoes:
Sem recomendagdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

UNIVERSIDADE DO ESTADO gzm«m

Visto que todas as pendéncias da versao anterior foram atendidas, conforme carta resposta ao CEP

anexada ao presente protocolo;

Considerando que ndo ha pendéncias na presente versao;

E que ndo foram observados o6bices éticos, conclui-se protocolo de pesquisa APROVADO.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

A Diretoria APROVA o Protocolo de Pesquisa e informa que, qualquer alterag@o necessaria ao planejamento

e desenvolvimento do Protocolo Aprovado ou cronograma final, seja comunicada ao CEP via Plataforma

Brasil na forma de EMENDA, para andlise sendo que para a execugdo devera ser aguardada aprovagao

final do CEP. A ocorréncia de situagdes adversas durante a execugéo da pesquisa devera ser comunicada

imediatamente ao CEP via Plataforma Brasil, na forma de NOTIFICACAO. Em n3o havendo alteragdes ao

Protocolo Aprovado e/ou situagdes adversas durante a execugéo, devera ser encaminhado RELATORIO

FINAL ao CEP via Plataforma Brasil até 60 dias da data final definida no cronograma, para analise e

aprovagdo. Lembramos ainda, que o participante da pesquisa ou seu representante legal, quando for o

caso, bem como o pesquisador responsavel, deverdo rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido - TCLE - apondo suas assinaturas na ultima pagina do referido Termo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/06/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1647677 .pdf 09:25:40
Outros CARTARESPOSTA. pdf 16/06/2021 |LEO RUFATO Aceito

09:21:55
TCLE / Termos de | TermoCLE.pdf 16/06/2021 |LEO RUFATO Aceito
Assentimento / 09:06:11
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Justificativa de TermoCLE.pdf 16/06/2021 |LEO RUFATO Aceito

Auséncia 09:06:11

Folha de Rosto FolhaRosto.pdf 10/06/2021 |LEO RUFATO Aceito
08:39:06

Qutros fichavinho.pdf 01/06/2021 |LEO RUFATO Aceito
15:49:32

Qutros FichaCerveja.pdf 01/06/2021 |LEO RUFATO Aceito
15:44:21

Outros FichaSidra.pdf 01/06/2021 |LEO RUFATO Aceito
15:34:30

Projeto Detalhado / |Projeto_bebidas.doc 22/04/2021 |LEO RUFATO Aceito

Brochura 09:26:36

Investigador

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

FLORIANOPOLIS, 21 de Julho de 2021
Assinado por:
Gesilani Julia da Silva Honério
(Coordenador(a))
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ANEXO B - Ficha de degustac¢édo utilizada para analise sensorial das cervejas.
Lages, UDESC, 2022.

Ficha de Avaliacio Descritiva — Cervejas

Mome: Drata:

Voo esta recebendo trés amostras codificadas. Indigue o quio ideal esta cada
amostra em relacio a cada caracteristica solicitada wtilizando a escala abaixno.

(1) muito baixo (2) baixoe (3) médio (4) forte (5) muito forte

APARENCIA

Cor: { »115 { 227 { 1320
Turbidez: { »115 { ) 227 ( 320
Espuma:

Consisténcia: { »115 ( 227 ( 1320
Estabilidade { »115 ( 227 [ 1320
Carbonatacao: { »115 { 227 ( )y 320

PERCEPCAQ SENSORIAL

Alcool: { »115 { )227 { 1320
Malte: { 115 { )z227 { 1320
Doce: { 115 { )z227 { 1320
Acidez: { 115 { )z227 { 1320
Amargor: ( »115 ( )z27 ( 1320
Oxidacio: ( »115 ( )z27 ( 1320
Corpo: { »115 { )27 { 1320
AROMA

Avalie a amostra de cerveja e assinale todas as opgdes que vocé considera

apropriada para descreve-la.
Frutado { )11s [ )2=27 ( 1320
Adocicado { )11s [ )2=27 ( 1320
Fermentads | )} 115 [ )227 { 1320
Alcoddicn { 1118 { )227 { 1320
Citrice { 1118 { )227 { 1320
Caramelo { )11s { y227 { 1320
Lupulado { )11s ( )=2=27 ( 1320
Tomrado { )11s ( )=2=27 ( 1320
Floral { )11s ( )=2=27 ( 1320
Frutas Cristalizadas { ) 115 [ )2=27 ( 1320
Herbdceo { )118 [ )227 { 1320
Salventa { )118 [ )227 [ )320
Cafe { 1118 { )227 { 1320
Malte { )11s { y227 { 1320
Amargo { )11s ( )=2=27 ( 1320
Amadeirado | )} 115 ( )=2=27 ( 1320
Refrescante () 115 ( )=2=27 ( 1320
Cite caso tenha identificado algurmn aroma que nSo esteja presents na lista acima:
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