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RESUMO

Esta pesquisa buscou a identificagdo de compostos volateis, por meio de métodos
quimiomeétricos, em amostras de cervejas artesanais do estilo American Pale Ale (APA),
conforme o tempo de exposicao do lupulo durante o processo de dry hopping (DH). Para
isso, amostras de cerveja artesanal do estilo APA foram coletadas, em duplicata, de dois
em dois dias ao longo do processo de DH. A primeira coleta ocorreu no dltimo dia de
fermentacdo, antes de dar inicio ao processo, quando foram adicionados 125 g de
Amarillo para 25 L de cerveja. As amostras de cerveja foram submetidas previamente a
microextracdo em fase sélida (SPME) e, posteriormente, a analise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Foram identificados em media 30
compostos. Para a interpretacdo da grande quantidade de informacbes contidas nos
cromatogramas aplicou-se a analise de componentes principais (PCA). Dessa forma, foi
possivel a identificacdo de diferencas entre as amostras estudadas, com destaque para 0s
compostos que alteram sua intensidade no decorrer do DH, o que permitiu a separagédo
das amostras conforme o tempo de DH e das etapas de fermentacdo e maturagéo, havendo
a clara separacéo entre as amostras coletadas antes do processo, no dia final e nos dias
intermediarios, o que revela as alteracdes causadas no perfil volatil das amostras. Os
compostos presentes em grande quantidade nos 6leos essenciais do lupulo, como -
mirceno, a-humuleno, p-cariofileno, farneseno e o0s compostos derivados desses,
apresentaram as variagdes mais significativas para essa separacdo, uma vez que 0
aumento de tempo de DH acentuou o teor desses na bebida. Os resultados também
mostraram que determinados compostos identificados sdo produzidos ou intensificados
durante outras etapas da producdo da cerveja, como ésteres e alcoois, igualmente
responsaveis pela discriminacéo das amostras.

Palavras-chave: Compostos volateis. Microextracdo em fase solida. Cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas. Quimiometria. Cerveja artesanal.
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1. INTRODUCAO

Cerveja € uma bebida alcoolica, carbonatada, preparada por meio da fermentacdo de
cereais maltados como a cevada e o trigo. Historicamente, 0 dominio da técnica da producao
de cerveja possui cerca de 8000 anos, com sua provavel origem no Oriente Médio,
especificamente na regido da Mesopotdmia (DRAGONE et al., 2016).

As principais matérias primas empregadas na fabricacdo da cerveja sdo agua, malte,
lupulo e fermento. A fabricacdo da cerveja abrange diversas etapas, sendo indispensavel a
moagem, mosturacéo, filtracdo, fervura, fermentacdo, maturacédo e envase. Brevemente, a etapa
de moagem consiste na quebra do malte em pequenos fragmentos. Na mostura¢do ocorre a
mistura do malte moido a &gua aquecida em temperatura controlada, objetivando a producéo de
acucares fermentaveis. A filtracdo é necessaria para separar o bagaco da cevada do mosto. Em
seguida, a fervura visa a esterilizacdo e concentracdo do mosto, e ocorre a adicéo do lupulo para
conferir amargor e aroma a cerveja (FILHO E CEREDA, 2001; MORADO, 2017). Na etapa de
fermentacdo ocorre a transformacdo de carboidratos em etanol e CO,. Posteriormente, a
maturacao encarrega-se de aperfeicoar caracteristicas (aroma e sabor) e a aparéncia da cerveja.
Por fim, efetua-se o envase e rotulagem do produto (AFONSO E ROSA, 2015).

O lupulo é um dos ingredientes principais na fabricacdo da cerveja em virtude de suas
propriedades de sabor e aroma. A composicdo geral dos lupulos compreende varios
constituintes, sendo que os primordiais, para o perfil organoléptico e para a qualidade da
cerveja, sdo as resinas e 0s 0leos essenciais (ROBERTS E FALCONER, 2018; ALMAGUER
etal., 2014).

Todavia, durante o processo de fervura pode ocorrer a perda, por volatilizagdo, da
maioria dos compostos de aroma relacionados ao IGpulo. Em alternativa, adiciona-se lupulo a
cerveja durante ou ap6s a fermentacdo, a fim de provocar uma alteracdo significativa no perfil
aromatico da bebida (OLIVER et al., 2020). Tal técnica, utilizada para elevar a concentragdo
dos compostos volateis de lGpulo na cerveja, € denominada de dry hopping (DH).

A técnica de DH, bastante comum em grandes cervejarias estrangeiras, vem adquirindo
visibilidade e sendo aplicada até por micro e grandes cervejarias no Brasil. Tal fato relaciona-
se com a aparicdo de muitos cervejeiros artesanais que buscam ressaltar sabores e,
principalmente, aromas originados de lapulo. Apesar disso, na perspectiva da ciéncia cervejeira,
o DH é um assunto ndo muito discutido, apresentando poucas pesquisas que avaliam as
modifica¢fes durante este processo em relacdo com a sua influéncia sob a fragdo volatil da

bebida. Possivelmente, esse tipo de informacao é mantido em segredo nas grandes cervejarias.
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Sendo assim, para a melhor compreenséo do tema, o processo de DH ainda necessita de muitos
estudos sobre as diversas vertentes associadas a técnica.

A investigacdo da composicdo dos compostos volateis ao longo do processo de DH pode
ser efetuada por meio da microextracdo em fase solida (SPME) e da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). A SPME fundamenta-se na adsorcéao de analitos
voléateis a uma fibra de silica fundida revestida com algum sorvente (MATA et al., 2004). As
etapas de separacgdo, de identificacdo e de quantificacdo normalmente sdo realizadas pela GC-
MS em razdo de apresentarem simples operacdo, elevada seletividade e sensibilidade, além da
minimizacao de interferéncias (SKOOG et al., 2006).

Na busca por reconhecimento de padrdes para melhor visualizagéo e interpretagéo dos
resultados obtidos mediante as analises de SPME e GC-MS, a aplicacdo de métodos
qguimiomeétricos € uma alternativa. Nesse cenario, a Quimiometria € a area que utiliza métodos
matematico-estatisticos para planejar e otimizar procedimentos e para a obtencdo de
informagdes quimicas de forma mais simplificada, convertendo-as em conhecimentos
quantitativos do componente ou propriedades de interesse (FERREIRA et al., 1999).

Diante disso, o presente trabalho buscou empregar técnicas de SPME e GC-MS para a
determinacdo de compostos volateis na cerveja American Pale Ale (APA) submetida ao
processo de DH, com o intuito de avaliar alteragdes no perfil aromatico da cerveja ao longo

desse processo, através de métodos quimiométricos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar a variagdo de compostos volateis, por meio de métodos quimiométricos, em
amostras de cervejas artesanais conforme o tempo de exposic¢ao ao lupulo durante o processo
de DH.

2.2. Objetivos especificos

v Coletar amostra de cerveja artesanal submetidas ao processo de DH e empregar a SPME
para extracdo de compostos volateis.
v" Identificar analitos presentes nas amostras de cerveja através da GC-MS.

v" Identificar alteracbes do perfil volatil das cervejas ao longo do processo de DH
utilizando a PCA.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Breve histdria da cerveja

A histéria da cerveja tem seu inicio em uma época imprecisa. Acredita-se que a
descoberta do processo de fabricacdo tenha ocorrido acidentalmente gracas a graos de cereais
fermentados espontaneamente ou da propria massa do pdo exposta a agua. Tal cenario
supostamente se deve ao fato de que ha uma relacéo direta entre pdo e cerveja, uma vez que
ambos produtos contém ingredientes semelhantes e valores nutricionais proximos. Além do
mais, por um periodo determinado da evolucdo da civilizacdo, tanto o pdo quanto a cerveja
estiveram presentes na alimentacao diaria e na cultura de diferentes povos (MORADO, 2017).

Historicamente, a cerveja era produto de préatica e responsabilidade feminina, sendo
destinada ao consumo familiar. Entretanto, foi durante a Idade Média, nos mosteiros, que 0s
primeiros projetos sistematizados para obtencdo e comercializagdo de cerveja progrediram.
Nessa época, foi realizado o aperfeicoamento das receitas e dos métodos de producéo, tendo o
conceito de conservacdo a frio da bebida fermentada um dos procedimentos instaurados. A vista
disso, os monges eram considerados importantes pesquisadores de cerveja em virtude do forte
compromisso de desenvolver e preservar conhecimentos e técnicas a respeito da fabricacdo da
bebida (MEUSSDOERFFER, 2009).

No Brasil, a cerveja demorou para aparecer. Segundo Santos (2003), a populacdo
brasileira tinha como habito o consumo da cachaca, além de licores e vinhos importados, estes
destinados somente a elite. Inicialmente, no século XVII, com a presenca da Companhia das
indias Orientais, houve uma tentativa dos holandeses de incorporar a venda da bebida no pais.
No entanto, no inicio do século XIX, o produto reaparece com a vinda da familia real portuguesa
para o territorio brasileiro. Com o grande nimero de imigrantes chegando ao Brasil e com a
abertura dos portos, a cerveja é tanto importada de paises europeus como também se inicia uma

producéo artesanal interna no Sul e no Sudeste do pais.

3.2. Producéo das cervejas

Conforme a Instrugdo Normativa n° 65 do Ministro da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento publicado em 11 de dezembro de 2019, “cerveja é a bebida resultante da
fermentacdo, a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de

malte, submetido previamente a um processo de coccdo adicionado de IGpulo ou extrato de
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lupulo, hipdtese em que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser
substituida parcialmente por adjunto cervejeiro” (BRASIL, 2019a).

As principais matérias primas empregues na fabricacdo da cerveja sdo, sobretudo, agua,
malte, lupulo e fermento. A agua é a matéria-prima majoritaria do produto, em torno de 92% a
95% do volume total. De acordo com a legislagdo brasileira, a 4gua potavel utilizada na
fabricacdo da cerveja deve ser analisada por processos fisico-quimicos que lhe garanta as
caracteristicas necessarias para uma qualidade ideal da bebida (BRASIL, 2009b). Malte é o
grdo da cevada que passou pela técnica de maltagem, a qual € dividida em trés etapas:
maceracdo, germinacdo e secagem. A cevada é rica em amido, que é transformado, durante a
mosturacao, em agucares fermentaveis, como maltose e glicose. O malte de cevada € a principal
matéria prima da cerveja, concedendo aroma, sabor e corpo caracteristico a bebida, entretanto
pode-se adicionar outros cereais, como milho, arroz, trigo e aveia (MORADO, 2017; KUNZE,
2004; BELETI et al., 2012). O lupulo (Humulus lupulus L.) é uma planta trepadeira perene,
que gera flores abundantes em resinas, polifendis (como propriedades antioxidantes) e 6leos
essenciais. A composicdo do lupulo confere a cerveja aromas, amargor e influenciam na
estabilidade do sabor e da espuma (KUNZE, 2004; DURELLO et al., 2019). As leveduras
utilizadas para a fermentagdo alcoo6lica pertencem ao género Saccharomyces, que no decorrer
do processo de fermentacdo convertem os aglcares fermentaveis presentes no mosto em alcool
e gas carbénico (BARNETT, 2000).

O processamento da cerveja abrange as principais etapas: moagem, mosturacao,
filtracdo, fervura, fermentacdo, maturacdo e envase. Na moagem, o malte é quebrado em
pequenos fragmentos, tendo sua casca cortada de forma a expor o tecido amilaceo para
viabilizar o ataque das enzimas, ao longo da etapa de mosturacdo, quebrando o amido em
acucares. (FILHO E CEREDA, 2001).

A segunda etapa é a mosturacdo ou brassagem, sendo o procedimento responsavel pela
obtencdo do mosto a partir das matérias primas cervejeiras. Nesse momento é realizada a adicao
do malte moido a agua, em temperaturas controladas e por um tempo especifico (BAMFORTH,
2017). Conforme Palmer (2017), durante a mostura acontece a reacdo de hidrélise do amido,
essa catalisada pelas enzimas alfa e beta amilase, levando a obtencéo de agucares fermentaveis
e ndo fermentaveis. Em seguida efetua-se a filtracdo que tem o dever de separar 0 bagaco do
malte do mosto liquido, resgatando o maximo de extrato que se mantém contido na torta de
filtro (BLEIER E CALLAHAN et al., 2013).

A etapa de fervura tem o objetivo de estabilizar o0 mosto nos principios biolégico,

bioquimico e coloidal, bem como determinar propriedades fundamentais no produto final, como
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cor, aroma e sabor, isso devido a reagdo com o0s agucares e aminoacidos presentes no mosto.
Para que 0 mosto seja esterilizado e livre de microrganismos, é essencial que esse processo
decorra de forma intensa e, com boa exaustdo dos vapores, impede-se que 0s compostos volateis
indesejaveis (aldeidos), formados e evaporados nessa etapa, se condensam e retorne ao mosto.
No decorrer desse procedimento é adicionado o lupulo para proporcionar amargor, aromas,
coagular proteina e inativar enzimas (MORADO, 2017; FILHO E CEREDA, 2001).

Na fermentacdo ocorre a conversdo, pela levedura e sob condicGes anaerobicas, de
agucares em gas carbonico (CO2) e etanol (C2HsO). Ao longo dessa etapa os carboidratos
fermentéaveis, como maltose, maltotriose, glicose, sdo metabolizados pela levedura, levando a
formacdo de inimeros subprodutos que conferem aromas agradaveis ou indesejaveis, como
ésteres, alcoois e compostos sulfurados. Nesse contexto, tende-se a realizar a fermentacdo de
modo que favoreca aromas desejaveis a bebida (WYLER, 2013; MORADO, 2017; STEWART
etal., 2018).

As cervejas podem ser classificadas, em razdo do processo fermentativo, em dois estilos:
Ale e Lager. As cervejas Ale utilizam a levedura Saccharomyces cerevisiae em temperaturas
entre 15°C a 25°C, essas consideradas de alta fermentacdo devido as leveduras se manterem
sob a superficie do liquido durante a fermentacdo. Ja em relacdo as cervejas Lager, utiliza-se a
levedura Saccharomyces carlsbergensis em temperaturas entre 7°C a 12°C, sendo essas de
baixa fermentacao, visto que as leveduras se encontram depositadas ao fundo da cuba ao longo
ou apds o processo de fermentacdo (JUNIOR et al.,2009; RUVALCABA et al., 2019).

A maturacdo, também conhecida como fermentacdo secundaria, efetua-se em
temperatura inferior a fermentacdo para que ocorra reagdes fisico-quimicas capazes de alterar
a aparéncia da cerveja e que aprimoram determinados aromas e sabores. O repouso da bebida a
baixa temperatura contribui para a complexacdo e preciptacdo de proteinas e polifendis, além
de residuos de leveduras que provocam turbidez no liquido, favorecendo a clarificacdo. Nessa
etapa também ocorre a carbonatacdo natural da cerveja como consequéncia da contrapressdo
executada pelo proprio tanque de maturagéo devido ao gas carbénico originado na fermentacéo,
além dessa minimizar a concentragdo de compostos desagradaveis, como o &cido sulfidrico,
acetaldeido e diacetil. Durante o periodo de maturagdo sdo formados ésteres que fornecem
aromas e sabores especificos a cerveja. Por outro lado, os alcoois superiores e acidos graxos
sdo gerados ao longo da fermentacgéo e ndo se alteram significativamente na etapa de maturagéo
(PALMER, 2017; TAYLOR, 2018). Por fim, a cerveja é estocada em tanques e, logo apos,

efetua-se o envase e rotulagem do produto.
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3.3. O Lupulo

Conforme Zhang et al. (2004), o lapulo (Humulus lupulus L.) é uma planta de grande
interesse econdmico cultivada de forma ampla no mundo por sua inflorescéncia feminina,
geralmente chamada de “cones de lupulo” ou “lupulo”. Estima-se que o cultivo do lupulo ocorre
desde 200 d.C. na Babil6nia e os registros de seu uso para fabricacdo de cerveja surgem apenas
por volta de 1079 (MOIR, 2000).

Embora o lapulo seja dioico, isto &, apresenta uma taxa de plantas masculinas e
femininas, a importancia industrial incide sobre as plantas femininas, precisamente sobre as
flores ou frutos resultantes delas. Essas sdo ricas em glandulas de lupulina, substancia
encarregada pela secrecdo de um p6 amarelo, que possuem componentes como polifendis,
resinas e Oleos essenciais, sendo estes responsaveis pelo aroma e amargor caracteristicos da
cerveja. Alem do mais, o lGpulo apresenta agdo antisséptica, atua como um conservante natural
e auxilia na estabilidade do sabor e da espuma da bebida (FILHO E CEREDA, 2001; PALMER,
2017).

A adicdo da flor do lapulo (fresca ou em pellet) pode ocorrer em vérias etapas do
processo de fabricacdo da cerveja, no decorrer da fervura ou ao longo da etapa de fermentacao
ou maturacao. Apesar disso, pode-se empregar produtos do lGpulo, como seu extrato, em todas
as etapas cervejeiras, até mesmo apos a filtracdo (GUIMARAES, 2021). A Figura 1 ilustra as

etapas mais comuns para a adicdo do Itpulo no processo de fabricacdo da cerveja.

Figura 1. llustracdo de processo de fabricacdo de cerveja com destaque aos pontos mais
comuns de adicdo de lupulo e seus nomes.
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Sendo um dos ingredientes principais na fabricacdo da cerveja em virtude de suas
propriedades de sabor e aromas, o lUpulo tem um impacto crucial na qualidade da bebida e
grande importancia para a industria cervejeira, uma vez que é viavel produzir cervejas
completamente diferentes, em relacdo a amargor e aroma, variando-se o tipo e/ou a quantidade
de lapulo em uma mesma receita. Vale ressaltar que as cervejas séo divididas em dois grandes
grupos conforme o processo de fermentacao e, em cada estilo, o lGpulo empregue proporciona
uma caracteristica intrinseca em unidade de amargor, intitulada IBU (International Bitterness
Units) (GRAHAM E FERGUS, 2006; ALMAGUER et al., 2014).

A composicdo geral de cones de lupulo secos, em consequéncia da presenca das
glandulas de lupulina, compreende varios constituintes, como resinas, Oleos essenciais,
proteinas, polifendis, lipidios, ceras, celulose e aminoacidos. Os principais constituintes para a
producdo da cerveja sdo as resinas e 0s 6leos essenciais (ALMAGUER et al., 2014; ROBERTS
E FALCONER, 2018). A Tabela 1 exibe as principais classes de constituintes presentes em
flores secas de lupulo e suas respectivas quantidades médias.

Tabela 1. Principais constituintes encontrados em flores secas de lupulo.

Constituinte Quantidade % (m/m)
Resinas Totais 15-30
Oleos Essenciais 05-3
Proteinas 15

Monossacarideos 2
Polifendis (taninos) 4
Pectinas 2
Aminoacidos 0.1
Ceras e esterdides Tragos - 25
Cinzas/sais 8
Umidade 10
Celulose, etc. 43

Fonte: Almaguer et al. (2014).

Salienta-se que determinados fatores como a especie do lupulo, a regido e os métodos
de cultivo, o grau de maturacdo no momento da colheita, além de condic¢des pds-colheita como
secagem, peletizacdo e armazenamento podem acarretar a variagdes na fragdo dos constituintes
evidenciados na Tabela 1 (DURELLO, 2019).

As resinas totais do lupulo podem ser classificadas em resinas macias e resinas duras.
Nas resinas macias, encontram-se os acidos amargos do ltpulo constituidos de um conjunto de

a-4cidos (humulonas) e p-acidos (lupulonas). Esses &cidos amargos sdo 0s mais relevantes para
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a industria cervejeira. Os a-acidos sdo 0s constituintes mais importantes das resinas totais, uma
vez que contribuem para o amargor da cerveja devido a isomerizacdo destes compostos (iso-a-
acido ou iso-humulonas) quando submetidos a etapa de fervura. Em respeito a fracdo /3, dividida
em p-acidos e resinas macias ndo caracterizadas, destaca-se como principal composto as
lupulonas, sendo estas também precursoras de compostos de amargor para a cerveja e
responsaveis por agdes antimicrobianas, colaborando para a estabilidade microbioldgica da
bebida (DURELLO, 2019; ALMAGUER et al., 2014).

Conforme Almaguer et al. (2014), os 6leos essenciais sdo definidos como metabdlitos
secundarios secretados nas glandulas de lupulina da flor do lGpulo. A fra¢do do 6leo essencial
equivale a 0,5-3% da massa total da flor seca do lUpulo e corresponde a parte volatil do material
do lupulo. Essa pequena fracdo volatil € constituida por mais de 200 compostos volateis, sendo
estes essenciais para conferir a cerveja aromas e sabores caracteristicos de lupulo. De forma
convencional, os compostos presentes no Oleo essencial do Ildpulo sdo basicamente
monoterpenos e sesquiterpenos, e podem ser classificados como hidrocarbonetos, compostos

oxigenados e compostos contendo enxofre, sendo os mais comuns apresentados na Figura 2.

Figura 2. Estrutura quimica de hidrocarbonetos, compostos oxigenados e sulfurados presentes

no 6leo essencial do lapulo.
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Os hidrocarbonetos abrangem os compostos volateis (terpenos) mais importantes por
constituir até 80% do 6leo essencial de determinadas espécies, sendo esses 0s monoterpenos,
como o S-mirceno e, sesquiterpenos como a-humuleno, S-cariofileno e p-farneseno. Dentre
esses, 0 f-mirceno possui uma fracdo essencial para o lupulo por ser o principal a promover o
aroma de lupulo fresco, tendo seu aroma definido como resinoso, herbaceo, verde, balsdmico e
fresco (LIGOR et al.,2014). A concentragdo de p-mirceno diminui vigorosamente durante o
armazenamento aerobico do lupulo e, principalmente, ao longo do processo de fermentacéo.
Essa atenuacdo do mirceno ocorre devido sua volatilizacdo e uma pequena parcela sofre
autoxidagdo, dando origem a produtos de reacgdo ciclicas, por exemplo o0 a-pineno, S-pineno,
canfeno e p-cimeno, além de formar terpendides oxigenados como linalol, nerol, geraniol,
citral, a-terpineol ou carvona (RETTBERG et al., 2018).

Quanto aos compostos oxigenados, estes sdo um conjunto muito complexo de alcoois,
aldeidos, acidos, cetonas, epdxidos e ésteres. O linalol € um dos compostos mais aromaticos
presentes no 6leo essencial do lGpulo, apresentando-se como uma substancia primaria para
cervejas aromaticas, além de ser um alcool terpénico com aromas de frutas citricas e de
bergamota. Ademais, o linalol e o geraniol sdo compostos aromaticos que também contribuem
para aromas florais (SHARPE E LAWS, 1981; EYRES E DUFOUR, 2009; ABERL E
COELHAN, 2012).

O o6leo essencial do lupulo pode conter inimeros compostos sulfurados (compostos que
contém enxofre), como, por exemplo, tioésteres, tiofenos, polissulfetos e tidis polifuncionais.
Ao comparar com 0s terpenos e terpendides, estes responsaveis por aromas positivos para a
qualidade da cerveja, a maior parte dos compostos sulfurados apresentam caracteristicas
indesejaveis para a bebida. Os aromas atribuidos para alguns compostos contendo enxofre, a
depender da estrutura quimica, possuem odores semelhantes aos de queijo, vegetais cozidos,
gueimados, mofados e borrachudos. Entretanto, essa classe de compostos pode apresentar
alguns ésteres sulfanilicos, alcoois sulfurados e cetonas que evidenciam aromas frutados,
citricos, cassis, péssego ou odores analogos aos de moscatel (RETTBERG et al., 2018).

Na Tabela 2 observa-se, sucintamente, os aromas conferidos aos principais compostos

do 6leo essencial presente no lupulo.
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Tabela 2. Caracteristicas aromaticas dos principais compostos presentes no 6leo essencial do

lupulo.

Compostos Descrigdo de aromas
B-mirceno herbaceo; resinoso; basamico; fresco
a-mirceno resinoso; pinho; ervas
a-humuleno amadeirado/pinheiro; picante
p-cariofileno amadeirado; especiarias; picante
oOxido de cariofileno amadeirado; doce; frutado; herbal
B-farneceno floral; amadeirado; citrico doce
a-pineno e B-pineno pinheiro; herbal; picante; pinho
B-ionona floral; frutado
-damascenona frutado; mel
Linalol floral; frutas citricas; bergamota
Geraniol floral; doce; rosa
Nerol rosa; citrico
a-terpinerol anis; menta; gorduroso
B-citronelol fruta citrica (limdo/lima)
Epdxidos de humuleno mofado; feno; cedro; artemisia
S-metil-2-metil tiobutanoato Trufa
S-metil tiohexanoato Abacaxi

Fonte: Adaptado de Hieronymus (2012); Eyres e Dufour (2009); Sharpe e Laws (1981).

Além das etapas obrigatdrias de producdo de cerveja, mencionadas no tdpico anterior,
podem ser efetuadas etapas adicionais e opcionais com o propdésito de aperfeicoar a aparéncia,
conferir aromas caracteristicos e certificar a qualidade e durabilidade da cerveja. Além disso,
devido a alta volatilidade dos 6leos essenciais presentes no ltpulo, é possivel realizar uma etapa
adicional de lupulagem, denominada dry hopping (DH), durante ou apds a fermentacdo ou
maturacdo da cerveja (GOMES et al., 2021; MATOS, 2011).

O DH, também conhecido como lupulagem a frio, refere-se a adicdo de IUpulo ou
produtos de lUpulo nos baldes de fermentacdo ou de maturacdo, de forma a ocorrer a extracao
a frio de compostos volateis e ndo-volateis de IUpulo em uma solucdo alcoodlica. Essa técnica
possibilita a retencdo de compostos volateis do lupulo e da estabilidade de sabor da cerveja,
também eleva a acdo antioxidante na bebida, uma vez que, ao longo da fervura do lupulo sdo
perdidos por evaporagdo cerca de 90% dos compostos volateis, enquanto outros compostos
sofrem oxidacdo. Nos ultimos anos, esse processo tem sido bastante difundido entre os
cervejeiros artesanais e até nas grandes cervejarias. Além do mais, essa técnica é empregada
em varios estilos de cervejas americanos, como IPA, American Pale Ale, Imperial Stouts,

cervejas belgas como Ales e Tripels, cervejas britanicas tradicionais, como IPA, Extra Special
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Bitter e em diversos estilos recentes no mundo (RETTBERG et al., 2018; ROBERTS E
FALCONER, 2018; HALEY E PEPPARD, 1983; KUNZ et al., 2014).

A eficiéncia da técnica de DH depende de determinados fatores, tais como: quantidade
de lupulo; caracteristicas do lapulo (formas do lupulo, densidade do pellet, 6leo essencial);
namero de adi¢Bes (Unica ou multiplas); condicdo das glandulas de lupulina; temperatura
(depende do estagio de adicdo, e.g., fermentacdo, maturagdo); contagem de cepa de leveduras
e tempo de contato. Ao utilizar pellets ou lupulina em po, é possivel otimizar a extracédo, visto
que ambas formas possuem a glandula de lupulina esmagada, aumentando a superficie de
contato. Quanto a levedura, esta pode apresentar um impacto relevante na intensidade, carater,
qualidade e rendimento do aroma, sendo que a presenca da levedura auxilia na liberacdo dos
compostos aromaticos ligados por glicosideos sollveis de lupulos (GOMES et al., 2021;
ROBERTS E FALCONER, 2018).

De acordo com o local de adicdo de lapulo, € viavel empregar alguns métodos de DH
para a lupulagem a frio no processo de fabricacéo de cerveja. Em relagdo aos 6leos ou extratos
de lGpulos, estes ndo demandam de métodos ou equipamentos especificos para a sua
incorporacdo, sendo possivel a aplicacdo direta a bebida. Nesta situacdo, geralmente, esses
6leos ou extratos sdo utilizados apos a filtracdo da cerveja ou um pouco antes do envase,
maximizando a retencdo do aroma (GOMES et al., 2021).

Nas etapas de fermentacdo ou maturacao, o lipulo pode ser adicionado no recipiente de
duas formas: por dissolucdo dos extratos de lupulo e por meio de um hop bag. Quanto ao
primeiro método, os extratos de lupulo sdo dissolvidos em agua e misturados a bebida ou
dissolvidos na prépria cerveja durante todo o processo de fermentacdo ou maturacdo. Em
seguida, realiza-se a filtracdo do produto. J& no segundo método utiliza-se uma bolsa de voal
(tecido delicado) ou um recipiente de tela metalica, mais conhecido pelo termo em inglés “hop
bag”, sendo este preenchido por lapulo e introduzido no tanque de fermentacdo ou maturacao
para o processo de lupulagem (HORNINK E GALEMBECK, 2019; HIERONYMUS, 2012).
Por fim, o método de DH mais simples e empregado pela industria cervejeira é o “tanque de
circulagcdo”, no qual apds a adi¢do dos extratos do lipulo neste tanque ocorre a pressurizagdo
com dioxido de carbono e, logo depois, a cerveja passa pelo processo de recirculacdo dentro do
mesmo recipiente por um tempo pre-estabelecido (ROBERTS E FALCONER, 2018).
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3.4. Preparo de amostras

Os métodos analiticos, pertencentes a area da Quimica Analitica, dependem da
qualidade de cada etapa envolvida no procedimento para que a aplicacdo da metodologia seja
efetiva. Entre as variadas etapas vinculadas em uma andlise quimica, destacam-se a
amostragem, preparo de amostra, identificacdo e quantificacédo, processo de convalidagéo com
verificacdo estatistica e processo decisorio. Neste cenario, tém-se 0s procedimentos de preparo
de amostra como uma das etapas indispensaveis dos processos analiticos, em que visa reduzir
as interferéncias e incompatibilidades das amostras com instrumentos analiticos que séo
capazes de comprometer a separacdo, seletividade e sensibilidade ao determinar
quantitativamente varias espécies de interesse (VALENTE E AUGUSTO, 2000).

O preparo de amostra equivale a discriminacdo ou concentracdo dos analitos de uma
matriz, posto que maior parte dos instrumentos analiticos ndo incluem um sistema totalmente
automatizado para manipular e analisar os inimeros tipos de amostras existentes. Em vista
disso, esse processo pode promover tanto a limpeza (clean up) como também ¢é capaz de
possibilitar um relevante fator de enriquecimento dos compostos de interesse (BORGES et al.,
2015). As etapas que podem compor o preparo de amostra sdo: coleta, armazenagem,
solubilizacdo, extracdo, limpeza, pré-concentragdo, isolamento dos analitos e anlise qualitativa
e quantitativa. A extracdo e pré-concentracdo ainda sdo etapas delicadas em todo o
procedimento analitico em razdo das etapas serem lentas, propicias a contaminacdo e a perda
das espécies em investigacdo no decorrer do manejo da amostra (CARASEK et al., 2002).

As técnicas de extracdo e/ou pré-concentracao sdo diversas e para a escolha de uma deve
ser levado em consideragdo a natureza do analito e do tipo de matriz, a simplicidade da técnica,
rapidez, custo, extratos parcialmente livres de interferentes, além de boa exatidao e preciséo,
sendo essas exemplificadas através da: extracao liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid
Extraction), extracdo com fluido supercritico (SFE, do inglés Supercritical Fluid Extraction),
extracdo em fase sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) e a microextracdo em fase
solida (SPME, do inglés Solid Phase Microextraction) (JARDIM, 2010; QUEIROZ et al.,
2001).

Os metodos classicos de processamento e ainda muito empregados, como a LLE, SPE
e SFE, apresentam muitas etapas que estdo sujeitas a perda de analitos e/ou contaminacéo,
requerem grandes volumes de amostras e alto consumo de solventes organicos, além de
possuirem um processo lento, trabalhoso e de dificil automagdo (BARRIONUEVO E
LANCAS, 2001).
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Nesse contexto, as técnicas de microextracdo sao priorizadas no intuito de conter as
adversidades presentes nos processamentos classicos de extracdo por meio de métodos
otimizados que utilizam pequenos volumes de amostras, quantidade minima ou livre de
solventes organicos, sendo mais eficientes e sustentaveis, com maior seletividade e
especificidade, répidos, e de facil automacdo (MARTINS et al., 2012; VALENTE E
AUGUSTO, 2000).

Dentre as técnicas de microextracdo existentes destaca-se a microextracdo em fase
solida (SPME) para a extracdo de compostos volateis e semivolateis. O principio basico da
SPME fundamenta-se na adsor¢do de analitos volateis a uma fibra de silica fundida revestida
com algum sorvente (MATA et al., 2004).

A SPME é classificada como uma microtécnica de extracdo que, em comparacao aos
métodos tradicionais de amostragem, ndo necessita de solvente, opera com menores volumes
de amostra, tem elevado poder de concentracdo, é rapida, pode ser aplicada para variadas
classes de analitos e apresenta pequena perda e contaminacdo da amostra no decurso do
armazenamento e do transporte do material para o cromatégrafo (VALENTE E AUGUSTO,
2000; PARREIRA E CARDEAL, 2005). Sendo assim, a SPME corresponde a uma técnica
miniaturizada que cumpre com os principios da Quimica Verde, além de possuir vantagens
como a associa¢do da amostragem e pré-concentracdo dos analitos em uma Unica etapa e
também viabilizar a dessorcao direta no sistema cromatografico (MENEZES, 2011).

Neste procedimento € utilizado um bastao de fibra 6tica, de silica fundida, revestida com
uma fina pelicula de um polimero ou de um adsorvente solido (e.g., carvao ativado
microparticulado). Este dispositivo equivale a uma microseringa reutilizavel, em que a agulha
da seringa é ajustada para envolver pedacos de fibra que, de acordo com o0 movimento do
émbolo, pode ser exposta ou retraida (BELTRAN et al., 2000). A Figura 3 esta representando
um dispositivo de SPME. Inicialmente, essas fibras eram recobertas por polidimetilsiloxano
(PDMS) e poliacrilato (PA), sendo as primeiras fibras de SPME produzidas. Na atualidade,
encontra-se comercialmente diferentes revestimentos para as fibras, compreendendo uma vasta
série de polaridades. Em relacéo a esses revestimentos, alguns exemplos de fibras que estdo
disponiveis sdo: ndo-polares de polidimetilasiloxano (PDMS), utilizadas basicamente para
compostos apolares; fibras polares de poliacrilato (PA) e carbowax/divinilbenzeno (CW/DVB),
indicadas para compostos volateis de media e alta polaridade; fibras bipolares de
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) e
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno/carboxen (PDMS/DVB/CAR), para volateis e ndo volateis

de baixa a alta polaridade, e polidimetilsiloxano-carboxen (Carboxen-PDMS), para compostos
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volateis (QUEIROZ et al., 2001; VALENTE E AUGUSTO, 2000). A fase extratora é
selecionada de acordo com as propriedades fisico-quimicas do soluto, especificamente: a
polaridade, massa molar e volatilidade do soluto (QUEIROZ, 2009).

Figura 3. Dispositivo utilizado em micro extracdo em fase sélida (SPME).
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Fonte: Barrionuevo e Lancas (2001).

Os processos de extracdo podem ser de duas maneiras distintas, a depender da fibra de
SPME empregada. Esses processos podem ser definidos como absorcao e adsorcao. Nas fibras
absorventes, os analitos sao extraidos no interior de uma fase aquosa pelo método de particéo,
sendo que este método se baseia na distribuicdo do analito até estabelecer uma relacdo de
equilibrio entre duas fases imisciveis. O aumento da atracdo de um analito especifico pode
ocorrer de acordo com a polaridade da fibra, no entanto sera a espessura da pelicula liquida na
fibra que iré reté-lo, dessa forma a quantidade de analitos retidos dependera especialmente da
espessura desse revestimento liquido e do tamanho do analito. Nas fibras adsorventes, os
analitos sdo extraidos por interagdes fisicas, ou seja, esses sao retidos dentro dos poros internos
presentes no revestimento da fibra. Para analitos pequenos e medianos utiliza-se 0s microporos
€ Mesoporos, visto que os analitos geralmente permanecem retidos até a realizacdo da dessorcéo
térmica ou por solventes. Ja 0s macroporos sdo ideias para grandes analitos, retidos por

interacbes de Van der Waals ou ligacdes de hidrogénio. Entretanto nestas fibras acontece a
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competicdo entre os analitos em razdo de existir um ndmero restrito de sitios de adsorcéo
(PARREIRA E CARDEAL, 2005).

Para o uso dos dispositivos e fibras do sistema SPME, a extracao e dessor¢do no injetor
do cromatografo devem ocorrer com a fibra ainda recolhida na agulha, isso devido as fibras de
silica fundida serem extremamente frageis e propicias a danificacdo em determinados
procedimentos. O septo do frasco de amostra é entdo perfurado e a fibra é exposta & amostra.
Ao finalizar a extracdo, a fibra é retraida novamente para o interior da agulha e € removida do
septo. Em seguida, ocorre a inser¢do no cromatografo, através dos mesmos métodos realizados
para a extracdo, havendo a dessorcao térmica, separacdo e deteccdo dos analitos. Apds esse
processo, as fibras podem ser reutilizadas posteriormente em novas extracoes (VALENTE E
AUGUSTO, 2000; PARREIRA E CARDEAL, 2005). A Figura 4 ilustra 0s processos para a

execucdo da extracdo e dessorcdo no injetor do sistema cromatogréafico.

Figura 4. Processo de extracao e dessorcao dos analitos utilizando amostrador de SPME e GC.
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A extracdo na SPME baseia-se no deslocamento das moléculas do analito presente na
matriz para o revestimento da fibra até que se alcance um sistema trifasico proximo do
equilibrio, considerando a distribuicdo dos compostos pelas fases aquosa (amostra homogénea),

polimérica (bastdo de silica fundida da fibra) e gasosa (headspace do frasco). Tudo isso
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mediante o equilibrio de parti¢do do analito ou de adsor¢éo entre a fibra e 0 meio que a engloba.
Sendo assim, a teoria de SPME se fundamenta na cinética de transferéncia de massa entre fases
e na termodinamica que explica o equilibrio de particdo do analito entre essas (QUEIROZ,
2019; VALENTE E AUGUSTO, 2000).

H& dois principais modos de extracdo em SPME: a extragdo direta e a extracdo indireta
(via headspace, HS-SPME). Na extracao direta, a fibra é imersa diretamente na amostra, assim,
acontece o transporte dos analitos da matriz para o recobrimento da fibra. Este modo, adequado
para analitos pouco volateis, possui como desvantagem a grande chance de sorcdo de
interferentes e de substancias de elevada massa molar, tendo potencial de ocasionar o efeito de
memoria e/ou reduzir a vida util da fibra. Ja na HS-SPME a fibra é exposta a regido gasosa
sobre a amostra e a transferéncia dos analitos ocorre atraves da barreira de ar entre a amostra e
a fibra. O modo indireto, indicado para analitos de média e alta volatilidade, é mais seletivo e
fornece cromatogramas livres de interferentes, uma vez que é possivel evitar danos na fibra
provocados tanto pela dessorcéo ineficaz de compostos de elevada massa molecular ou baixa
volatilidade, como também pela adicdo de reagentes as amostras no intuito de ajustar o pH ou
a forca ibnica (VIEIRA et al., 2012; BATISTA, 2010).

A técnica de SPME apresenta fatores que influenciam a eficiéncia da extracdo de
analitos. Tais fatores séo descritos como a forga i6nica, pH, agitacao, temperatura de extracao
e tipo de fibra. Com relacgdo a forca i6nica, a adicdo de um eletrélito forte a amostra diminui a
solubilidade de compostos de baixa polaridade, favorecendo a transferéncia dos mesmos para
a fase vapor e/ou para a fibra causando um aumento significativo na eficiéncia de extracgdo.
Porém, no caso de compostos muito polares e/ou ionizados, a adi¢do de eletrélitos pode ser
inadequada, visto que a acdo destes na solu¢do aumenta com a forca ionica. A adigédo de sais
sollveis a solucdo, como NaCl, aumenta a forca ibnica da amostra. Dessa maneira, ocorre a
minimizacdo da solubilidade de compostos organicos, o que facilita a transferéncias de analitos
da amostra para o headspace e o transporte desses para a fibra, causando um efeito positivo
sobre a extracdo (POLO et al., 2005).

A influéncia do pH na extracao é determinada por meio dos analitos basicos ou acidos.
A extracdo de substancias &cidas é mais favoravel em pH baixos, a0 mesmo tempo que as
substancias basicas sdo melhores extraidas em pH altos. Nas amostras acidas os analitos basicos
permanecerdo ionizados, minimizando sua volatilidade e a afinidade com a fibra. O efeito
contrario também ocorre para amostras basicas, no qual os analitos acidos estdo ionizados. A
agitacdo da amostra afeta diretamente no tempo de extragéo, dado que essa favorece a difusdo

dos analitos na amostra, assim, acelera a transferéncia de massa entre as fases e, em
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consequéncia, o tempo de extracdo é minimizado. Quanto a realizagdo de extragdes por via
headspace, a temperatura de extracdo é extremamente importante para a eficiéncia do processo,
isso devido ao aumento da temperatura provocar 0 aumento da pressao de vapor dos analitos,
levanto estes facilmente a fase de vapor e contribuindo para o equilibrio com a fibra. Em
contrapartida, altas temperaturas diminuem a constante de equilibrio dos analitos entre a fase
gasosa e polimérica, minimizando a extracdo de compostos leves e facilitando a extracdo de
compostos pesados. Por fim, a eficiéncia da extracdo depende do tipo de revestimento na fibra,
uma vez que a fibra e a matriz competem pelos analitos, dessa forma, a fibra necessita possuir
maior afinidade aos analitos do que a fase aquosa (KOMATSU E VAZ, 2004; BATISTA,
2010).

A SPME é um método bem estabelecido e tem sido empregado frequentemente em
associacdo com cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Diversos
artigos vém sendo publicados mencionando a aplicacdo destas técnicas em amostras de cerveja
para analise de diferentes analitos, como HPAS, nitro-HPAS e oxi-HPAS pertencentes a classe
de contaminantes (DOS SANTOS et al., 2021), aldeidos presentes no envelhecimento de
cervejas (DENNENLOHR et al., 2020a), compostos com enxofre/tiois (DENNENLOHR et al.,
2020b), compostos de aroma originados do lipulo (DENNENLOHR et al., 2020c), compostos
volateis de sabor (VIEIRA et al., 2020), compostos volateis alterados com o0 DH (CEOLA et
al., 2019).

3.5. Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

A cromatografia é um dos métodos modernos de analise de maior uso. A aplicacdo dessa
técnica viabiliza a separacdo, identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas em misturas
complexas (LANCAS E MCNAIR, 1983).

A cromatografia gasosa consiste no transporte dos compostos de uma mistura através
da fase estacionaria pela corrente da fase movel, no qual as separagdes dependem das migracoes
diferenciais destes compostos (SKOOG et al., 2006).

Entre os métodos de separacdo cromatograficas, a cromatografia a gas (GC; Gas
Chromatography) é uma das mais aplicadas em analises qualitativas e quantitativas. Quando
introduzida no sistema de injecdo, a amostra € vaporizada e os analitos presentes nesta séo
separados tanto conforme o coeficiente de particdo entre a fase modvel gasosa e a fase
estacionéria (liquida ou solida) contida no interior da coluna quanto pelas distin¢bes das

pressdes de vapor desses componentes (SKOOG et al., 2006).
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A fase movel possui o encargo de transportar o analito ao longo da coluna
cromatogréafica por meio de um géas de arraste (He, N2, Ar ou H>) inerte, ou seja, este ndo
interage com as moléculas do analito. Dessa forma, o fluxo de gas (fase mdvel) provoca a
eluicdo dos compostos que quando separados percorrem pelo detector (HARRIS, 2012).

Quanto a fase estacionédria em GC, pode-se dividir em dois tipos: cromatografia liquido-
gas (GLC, do inglés Gas-Liquid Chromatography) e cromatografia sélido-gas (GSC, do inglés
Gas-Solid Chromatography). Na cromatografia liquido-gas, a fase estacionaria € uma pelicula
de polimero liquido de alta viscosidade retido sobre um solido inerte por adsor¢éo ou interacdo
quimica. J& a cromatografia s6lido-gés apresenta a fase estacionaria como um sélido de grande
area superficial que retém os analitos por adsorcao fisica, sendo que essa é, em geral, adotada
para separacdo de gases como nitrogénio, oxigénio, mondxido de carbono e outros. (SKOOG
et al., 2006; LANCAS E MCNAIR, 1983).

Durante a analise, para que haja uma pressdo de vapor que viabilize a elui¢do dos
analitos em um intervalo satisfatério, deve-se manter a coluna cromatogréfica aquecida de
maneira constante ou programada, sendo que a programacao de temperatura da coluna consiste
no aumento da temperatura de modo linear ou em etapas no decorrer da separacdo. Na GC,
programar a temperatura possibilita a melhoria da separagdo dos componentes da amostra e
minimiza o tempo total de anélise. Para isso, faz-se necessario abrigar a coluna em um forno
termostatizado (COLLINS et al., 1997).

Em andlises por GC, normalmente utiliza-se colunas capilares muito finas, com
didametros internos entre 0,15 e 0,75 mm e extensdo de 10 a 100 m, produzidas de silica fundida
(Si0O2), uma vez que esse material é puro, extremamente inerte e gera colunas moldaveis. As
colunas capilares também séo revestidas com poli-imida, um polimero apropriado para uso em
elevadas temperaturas e que auxilia na preservacdo da coluna. Tais colunas apresentam
vantagens, quando comparadas as colunas empacotadas, como: menor tempo de analise, maior
resolugdo e maior sensibilidade. Em casos de instabilidade quimica, as colunas capilares podem
sofrer decomposicdo em razdo de altas temperaturas e por impurezas presentes no gas de
arraste, consequentemente, produtos podem ser levados para fora da coluna, além de causar
alteracdes nas propriedades de retengdo (COLLINS et al., 1997; HARRIS, 2012).

Por meio de um registrador gréafico, adquire-se resultados de uma anélise por GC. Tal
registro grafico, denominado como cromatograma, exibe os picos de compostos de uma amostra
e a intensidade de concentracdo em que esses apresentam-se em um tempo especifico. Nesse
contexto, é possivel obter informagfes com base em dois critérios indispensaveis: o tempo de

retencdo e a area do pico. A concentragdo de cada composto separado na coluna cromatografica
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é estabelecido pela &rea do pico, enquanto o tempo de retencdo (tr) é o tempo necessério, a partir
do momento da injecdo da amostra, para a obtencdo de um pico do soluto no detector. Em
condicdes rigorosamente controladas e na mesma coluna, 0s compostos terdo o mesmo tempo
de retencdo, assim, facilita a identificacdo dos picos, uma vez que estes sdo reproduzidos
(LANCAS E MCNAIR, 1983).

No que se refere ao indice de retencéo (IR) de um componente, que € tabelado para cada
analito em determinadas condi¢fes de analise por GC e pode ser usado para identificacdo de
compostos, ele € obtido pela associacdo do tempo de retengdo do componente em investigacédo
com o tempo de retencdo de dois padrdes (em geral hidrocarbonetos) eluidos anteriormente e
posteriormente ao composto de relevancia. Ainda que as bibliotecas de espectro de massas se
apresentem como uma poderosa ferramenta em analise qualitativa, elas podem nédo ser
completas ou suficientes para verificar integralmente certos compostos. Dessa forma, 0s
calculos de Indices de Retencdo por Programacéo de Temperatura (LTPIR, do inglés, Linear
Temperature Programmed Retention Index) dos compostos sdo uma alternativa para evitar
identificacOes incorretas (AKIYAMA et al., 2003; VIEGAS E BASSOLLI, 2007). O LTPRI é
um valor calculado usando os nimeros extraidos dos algoritmos na ocasido em que empregam
temperaturas programadas de coluna (VIEGAS E BASSOLLI, 2007; IRVING et al., 1977).

O emprego de equipamentos de detec¢do em separagdes cromatograficas a gas gera uma
ferramenta analitica poderosa e eficaz para uma identificacdo e quantificacdo seletiva ou de
variadas classes de compostos. Tal situacdo pode ser exemplificada através da associacdo do
cromatografo a gas (GC) ao espectrémetro de massas (MS), esta combinacdo é conhecida como
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (SKOOG et al., 2006).

A espectrometria de massas se fundamenta na quebra das ligacBes quimicas das
moléculas da amostra e na formacéo de ions em fase gasosa por meio de fontes de ionizacdo
energética. Esses ions percorrem por um analisador de massas, onde sao selecionados em razdo
da massa/carga (m/z) e detectados, assim, fornecendo um espectro de massas que apresenta, na
forma de um gréafico, a intensidade do sinal produzido pelo ion versus m/z. A soma dos
inimeros ions em cada espectro podem ser empregues em um outro grafico em fungdo do
tempo, gerando um cromatograma de ions totais (SKOOG et al., 2006).

O modo de operacdo do analisador de massas € um importante pardmetro para a
espectrometria de massas. Entre os modos existentes, 0 modo scan realiza a coleta de dados
sobre uma extensa faixa de massas que engloba todos os ions moleculares e fragmentados
produzidos, além de que este modo fornece o méximo de informagdo qualitativa de um

determinado composto. No modo SIM (monitoramento seletivo de ion, do inglés Select lon
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Monitoring), o analisador de massas pode ser programado para monitorar somente valores de
m/z selecionados e aumentando a sensibilidade. Neste modo, é possivel obter as melhores
informacdes quantitativas dos compostos alvos (BECKER, 2012).

Recentemente, a SPME e a GC-MS tém sido empregada como preferéncia em analises
de compostos volateis em alimentos, incluindo cerveja. Para a Inddstria Cervejeira, ambos 0s
métodos apresentam-se precisos, seletivos e possibilitam a identificacdo de compostos volateis
de interesse em diferentes estilos de cerveja. Através dessas técnicas, faz-se a aplicacdo dos
principios da Quimica Verde ao eliminar o uso de solventes organicos que podem ser toxicos,
além de viabilizar que inlmeras amostras sejam processadas, entretanto obtém-se uma grande
quantidades de dados que requerem procedimentos de interpretagio como ferramentas
qguimiomeétricas (ALVIM et al., 2017).

3.6. Quimiometria

Em uma investigacdo cientifica pratica, as informacdes extraidas dos resultados
implicam na analise de um extenso numero de variaveis, sendo que destas variaveis somente
uma minoria sera capaz de conceder informagdes quimicas relevantes, enquanto a maior parte
delas acrescentam informacdes insuficientes ou nenhuma a compreenséo dos resultados (NETO
E MOITA, 1998). Nesse contexto, se faz indispensavel o uso de ferramentas avancadas de
analise para melhor visualizacdo e interpretacdo dos resultados de sistemas complexos.

A quimiometria € uma area interdisciplinar, englobando estatistica multivariada,
matematica, ciéncia da computacdo e quimica analitica, que aplica métodos matematico-
estatisticos para preparar ou separar experimentos de modo otimizado e extrair 0 maximo de
informac@es quimicas com a analise dos dados obtidos, concedendo-os de maneira simplificada
(GEMPENLINE, 2006; FERREIRA et al., 1999). Os primeiros conceitos sobre quimiometria
foram apresentados na primeira metade da década de 70 como consequéncia de sucessivos
avangos nos instrumentos e nos microcomputadores (NETO et al., 2006). Embora a
quimiometria tenha iniciado somente como um método de classificacdo quimica, na atualidade
ja é possivel dividi-la em trés areas fundamentais: planejamento e otimizacgao de experimentos,
reconhecimento de padrdes e calibragdo multivariada (PEREIRA et al., 2014).

A éarea de planejamento e otimizacdo de experimentos auxilia na minimizacdo da
realizacdo de experimentos e no gasto de reagentes, sendo ela responsdvel por examinar o0s
efeitos de variaveis sobre resultados analiticos e especificar quais dessas sdo mais relevantes.

O reconhecimento de padrdes é a area que analisa extensos volumes de dados de um conjunto
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de amostras para identificar similaridades entre elas e, assim, formar agrupamentos que iréo
definir tendéncias. Por Ultimo, a &rea de calibracdo multivariada relaciona um conjunto de
padrdes com as variaveis fisico-quimicas de interesse, visando estabelecer a concentracao de
uma determinada espécie (PEREIRA et al., 2014).

A anélise multivariada, caracterizada pelos modelos estatisticos e quimiométricos,
aplica métodos matematicos a fim de correlacionar inlmeras amostras analisadas a0 mesmo
tempo para a extracdo significativa de informacdo. Dessa forma, se faz necessario a
simplificacdo dos dados, sendo estes reunidos em uma matriz X (m x n), no qual m representa
as amostras e n sdo as varidveis. Neste cenario, evidentemente, 0s cromatogramas estao
sobrepostos em uma unica matriz (GEMPENLINE, 2006). O algoritmo COW (do inglés,
Correlation Optimized Warping) executa o alinhamento por meio da divisdo do cromatograma
em diversos segmentos que sofrem deformacdes lineares (sendo esticados ou contraidos), em
conciliagdo com interpolagdes, otimizando os coeficientes de correlagdo entre os segmentos
proporcionais aos cromatogramas de referéncia e de amostra (NIELSEN et al., 1998; SOUZA,
2010).

No que se refere a conjuntos de dados multivariados, a Analise de Componentes
Principais (Principal Component Analysis, PCA) é um método que visa a reducdo da
dimensionalidade do sistema de dados, mantendo o maximo de informacao estatistica por meio
da construcdo de gréaficos bi ou tridimensionais. Na PCA os modelos multivariados sdo
desenvolvidos utilizando vetores de base ortogonal, normalmente designados de componentes
principais (PCs). Tais PCs sdo as combinacdes lineares das varidveis originais, no qual se
apresentam ordenadas em ordem decrescente de méxima variancia (CORREIA E FERREIRA,
2007; GEMPENLINE, 2006).

Dentre os principios da PCA evidenciam-se a correlacdo entre amostras e a
caracterizacdo delas conforme suas similaridades, possibilitando a deteccdo de amostras
andmalas. A PCA decompde a matriz original de dados em uma soma de matrizes, que sdo
resultados dos vetores de scores (T) e loadings (P), sendo que o vetor de score indica
associacles entre as amostras, enquanto o vetor de loadings, a relacdo entre as variaveis
(BERNARDES, 2015). Ademais, por meio dessa técnica pode-se avaliar a relevancia das
respectivas varidveis originais, isto €, na combinacdo linear dos primeiros PCs as variaveis
originais de peso (loadings) superior séo as de maior importancia da perspectiva estatistica. Em
conclusdo, o quimico que atua na area de analises multivariadas possui o dever de interpretar o
arranjo dos pontos no grafico de PCs e de determinar as variaveis originais com maior peso na

combinacéo linear das componentes principais de interesse (NETO E MOITA, 1998).
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Mediante o0 exposto, a técnica HS-SPME aliada ao GC-MS para a extragdo e analise de
compostos, podem ser utilizadas para as analises de cerveja, visando identificar compostos
volateis e semivolateis no decorrer do processo de DH. Através da aplicacdo de meétodos
quimiomeétricos, pode-se realizar uma avaliacdo dos dados obtidos para a melhor interpretacdo

dos resultados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

e Balanca analitica modelo AY220 da Shimadzu (Quioto, Jap&o);

e Cloreto de sddio, NaCl, de grau P.A. adquirido de Synth — (Diadema, S&o Paulo, Brasil;

e Fibras comerciais para SPME de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno/carboxen
(PDMS/DVBI/CAR) adquiridos da Supelco (Bellefonte, PA, EUA).

e Vials de 20 mL de vidro incolor com tampa de rosca constituida de aluminio e septo de
silicone e teflon;

e Frascos ambar de vidro de 50 mL com septos de silicone e tampa de rosca;

e Pipetade 5 mL e péra de succéo.

4.2. Amostras

Doze amostras referentes a cerveja American Pale Ale (APA) foram obtidas com um
produtor caseiro local de cerveja artesanal. A primeira coleta ocorreu no Ultimo dia de
fermentacdo (coleta inicial), antes de dar inicio ao processo de DH, quando foram adicionados
125 g do lapulo Amarillo, em pellets, para 25 L de cerveja, 0 que resulta numa proporcdo de 5
gL™1. As demais amostras foram coletadas, de dois em dois dias, ao longo de 10 dias do processo
de DH durante a maturacdo da cerveja. Todas as coletas foram realizadas em duplicatas e
diretamente do tanque de producdo, as quais foram armazenadas em frascos ambar de vidro
com septos de silicone e mantidas em temperatura inferior a 4°C até o momento da analise. Ao
final da ultima coleta, as amostras foram imediatamente analisadas. Na Tabela 3 estdo indicados
o0 periodo de DH em que cada amostra foi coletada.
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Tabela 3. Amostras de cerveja coletadas em funcdo do tempo de DH.

Amostra Dia do processo de dry hopping
1 Coleta inicial
Coleta inicial

3 Primeiro dia de DH
4 Primeiro dia de DH
5 Terceiro dia de DH
6 Terceiro dia de DH
7 Quinto dia de DH
8 Quinto dia de DH
9 Sétimo dia de DH

10 Sétimo dia de DH
11 Décimo dia de DH
12 Décimo dia de DH

Fonte: Do autor (2021).

4.3. Preparo e analises de amostras

Um volume de 5 mL de cerveja foi retirado de cada frasco de armazenagem com o
auxilio de uma pipeta e transferido para um vial de vidro especifico para extracdo por SPME
atraves do headspace. Previamente a extracdo, foram adicionados 1 g de NaCl em cada vial.

A extragdo dos compostos foi realizada com uma fibra de PDMS/DVB/CAR a uma
temperatura de 35°C por 40 minutos. Para a dessorc¢ao dos volateis retidos na fibra, utilizou-se
um cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro de massas (GC-MS) Shimadzu QP-2010
Plus equipado com um sistema para inje¢cdes automaticas de SPME Shimadzu AOC-5000 auto
injector, disponivel no Centro de Analises e Prospeccdo Quimica (CAPQ/DQI/UFLA).

A dessorcao da fibra no injetor ocorreu no modo splitless a 250°C durante um minuto.
A fase estacionaria da coluna foi gas hélio a 1 mL/min. Em relacdo a programacdo da
temperatura do forno cromatogréafico, a temperatura inicial foi de 40°C, aumentando 3°C/min
até 160°C, em seguida, ocorreu um acréscimo de 20°C/min até 260°C, mantendo constante por
2 minutos. Totalizou-se 47 minutos de corrida.

O espectrémetro de massas foi configurado para realizar o monitoramento no modo scan
na faixa de 40 e 350 m/z, sob uma temperatura de interface de 240°C e a temperatura da fonte
de ions em 200°C. A sensibilidade do detector foi calibrada automaticamente de acordo com o

tuning do equipamento.
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4.4. ldentificagdo dos compostos

A identificacdo dos compostos existentes nas amostras previamente separados por GC-
MS foi executada com o auxilio do software AMDIS® (do inglés, Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System), comparando os espectros de massas obtidos com os
espectros disponibilizados na biblioteca NIST (do inglés, National Institute of Standards and
Technology). Foram admitidos apenas 0s picos que apresentavam similaridade entre os
espectros de massas maior ou igual a 80%.

Para os célculos de indices de retencéo linear experimental utilizou-se uma mistura
padrdo de n-alcanos (Sigma-Aldrich Cs-C20). O padréo desses alcanos foi injetado no sistema
GC-MS nas mesmas condi¢des das analises das amostras.

Os Indices de Retencdo com Programacao Linear de Temperatura (LTPRI), apresentado
por Van den Dool e Kratz em 1963 (MUHLEN, 2009), podem ser calculados por meio da
Equacéo 1:

ton— t
LTPRI = 100n + 100 —& "R

1)

tr (n+1) — LR

No qual ¢’r equivale ao tempo de retencdo ajustado (tempo de retengdo do pico menos
o tempo de elui¢do do pico de um composto ndo retido pela coluna cromatografica).

i —analito

n —namero de carbonos do padréo vizinho menos retido, e n + 1 € o nimero de carbonos
do padréo vizinho mais retido.

Os indices de retencdo experimental calculados foram comparados aos indices de
retencao tedricos acessiveis na literatura por Adams (2007) e foram adotados desvios de mais

ou menos 10 unidades.

4.5. Emprego dos modelos quimiométricos

Os doze cromatogramas em formato net.cdf foram exportados para o software
MATLAB® (The Mathworks Inc.), onde extraiu-se os cromatogramas de fons totais. Em
seguida, os cromatogramas de ions totais foram sobrepostos obtendo uma matriz 12x8000
contendo os 12 cromatogramas sobrepostos. Com a finalidade de favorecer a aplicacdo dos

modelos quimiométricos, os cromatogramas nessa matriz foram alinhados em relagcdo a um


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%9C
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cromatograma de referéncia utilizando a fungdo COW, cujos parametros foram: o tamanho do
segmento (Seg) dado como 400, e o Slack, relacionado com a deformacdo, para o qual utilizou-
se 50, uma matriz de referéncia T escolhida de forma aleatoria, e 0 parametro X, que consistiu
em uma matriz que abrangia todos 0s cromatogramas sobrepostos.

A PCA foi efetuada empregando o cromatograma contendo todas as amostras
sobrepostas e alinhadas usando o software Chemoface®, a partir do qual foram obtidos os

gréficos de scores e loadings.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Identificacéo da fracéo volatil

As extracdes por HS-SPME e subsequentes analises por GC-MS com programagao
linear de temperatura, proporcionaram a identificacdo de diversos compostos volateis presentes
nas amostras de cervejas artesanais do estilo APA ao longo do processo de DH, conforme
apresentado pela Tabela 4.

Na Tabela 4 é possivel observar informac6es dos compostos numerados de acordo com
a retencdo no cromatograma, como 0 nome dos compostos, 0 tempo de reten¢do (minutos), os

indices de retencao (IR) tedricos e experimentais.

Tabela 4: Compostos identificados nas amostras de cervejas empregadas no estudo. (continua)

. Tempo de IR IR
Picos Nome retencdo0  Experimental  Tedrico
1 Acetato de etila 2,86 609 606
2 2-metil-1-propanol 3,02 623 650
3 Acetato de N-proprila 4,03 709 712
4 1,1-Dietoxietano 4,32 722 727
5 3-metil-1-butanol 4,48 730 734
6 2-metil-1-butanol 4,64 738 739
7 Acetato de 2-metilpropila 5,27 767 767
8 Butanoato de etila 5,97 800 802
9 Acetato de 3-metil-1-butanol 8,57 876 877
10  2-metil propanoato de 2- 9,96 913 911

metilpropila
11 ﬁ-Pineno* 12,75 974 974
12 p-mirceno” 13,38 988 088
13 Hexanoato de etila 13,79 997 996
14 Isobutirato de isopentila 14,37 1009 1007
15 Isobutirato de 2-metilbutila 14,54 1013 1014
16 4-metila-hexanoato de metila 15,04 1023 -
17 5-metilexanoato de etila 16,71 1058 -
18 1-octanol 17,25 1069 1063
19 Heptanoato de etila 18,47 1095 1097
20 Linalol” 18,60 1097 1095
21 n-Amilisovalerato 18,98 1105 -

Legenda: * Compostos que possuem relacdo direta com o lGpulo.
Fonte: Do autor (2021).
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Tabela 4: Compostos identificados nas amostras de cervejas empregadas no estudo. (concluséo)

Picos Nome Tempo~de I_R IR_
retencdo  Experimental  Teorico

22 Alcool fenetilico 19,28 1111 1107
23 Octanoato de etila 23,32 1194 1196
24 p-citronelol” 24,69 1222 1228
25  Geraniol” 25,80 1246 1249
26 Nonanoato de etila 27,79 1288 1297
27 Geranato de metila 28,95 1315 1322
28 (2) 4-Decenoato de etila 31,46 1375 -

29 Acetato de Geraniol” 31,47 1375 1383
30  Acetato de Nerol” 31,49 1375 1365
31 Decanoato de etila 32,20 1392 1395
32  Cariofileno” 33,33 1420 1442
33 Farneseno” 34,65 1452 1442
34  a-humuleno” 34,85 1457 1454
35 Dodecanoato de etila 40,31 1594 1595

Legenda: * Compostos que possuem relacdo direta com o lGpulo.
Fonte: Do autor (2021).

A Figura 5 exibe um cromatograma tipico da analise em questao, referente ao terceiro

dia de DH, utilizado para a identificacdo dos compostos, 0s quais estdo apresentados na Tabela

4.

Figura 5. Cromatograma referente a amostra do terceiro dia de DH com a identificacdo dos
compostos presentes na Tabela 4.
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Fonte: Do autor (2021).
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A observacdo dos compostos identificados e exibidos na Tabela 4 reforga o fato de que
a fermentacdo e a maturacdo sdo algumas das etapas mais importantes para definir aromas e
sabores a cerveja, tendo um grande impacto nas caracteristicas sensoriais. Isto procede em razdo
de que durante a fermentacao, as leveduras consomem o0s agucares fermentaveis, resultando na
producdo de etanol e CO>, além de subprodutos como ésteres (acetato de isoamila, hexanoato
de etila, octanoato de etila), &cidos (acético, propidnico) e, como produtos secundarios 0s
alcoois superiores (alcool fenetilico, 3-metil-1-butanol). (ALVES et al., 2020;
KUCHARCZYK E TUSZYNSKI, 2015).

A principio, a identificacdo de compostos apresentou um elevado numero de substancias
volateis presentes nas amostras de cerveja caracteristicas das classes de ésteres, alcoois,
terpenos. Os ésteres e alcoois, originados pela levedura, pertencem aos grupos de compostos
tidos como desejaveis nas bebidas alcodlicas, uma vez que conferem aromas especificos para
cada estilo de cerveja, contribuindo para a qualidade sensorial da bebida. O acetato de etila é o
principal éster detectado em bebidas alcodlicas e concedendo a estas o aroma “frutado” e
“doce”. Outros ésteres também possuem uma grande relevancia, como o acetato de isoamila
(aroma de banana), acetato de isobutila (frutado), hexanoato de etila (aroma de magcéd), octanoato
de etila (aroma de magc4, frutas) (PIRES et al., 2004; NORDSTROM, 1962).

O lapulo Amarillo, empregado no DH das amostras de cerveja desse trabalho, tem
caracteristicas excepcionais de aroma com notas citricas, pinho, gramineo e de frutas tropicais.
Esse tipo de lupulo possui 7 — 11% de teor de a-acidos e concentracao de 6leo essencial de 1 -
2,3 mL em 100 g. Considerando a composicao do 6leo essencial do Amarillo, destaca-se 0s
compostos: Mirceno (40-50%), Humuleno (19-24%), Cariofileno (7-10%), Farneseno (0-1%).

Diante disso, compostos volateis presentes no dleo essencial do lupulo, especificamente
no lupulo Amarillo, foram identificados ao longo das anélises, por exemplo o -mirceno (12),
linalol (20), p-citronelol (24), geraniol (25), cariofileno (32), farneseno (33), a-humuleno (34),
a- e f-pineno (11), acetato de geraniol (29), acetato de nerol (30), geranato de metila (27), sendo
que alguns desses sdo extraidos direto do IUpulo, enquanto outros séo obtidos a partir de reacdes
secundarias e de oxidacdo dos compostos presentes no lupulo. Estes compostos podem ser
intensificados durante o processo de DH, sendo essenciais para conferir a cerveja aromas e
sabores caracteristicos, influenciando na qualidade final da cerveja (ALMAGUER et al., 2014).

Para analisar a varia¢do desses compostos relacionados ao Iupulo ao longo do processo
de DH, optou-se por avaliar todos 0s compostos presentes nas amostras, e ndo apenas aqueles
presentes originalmente no ldpulo, uma vez que processos enzimaticos e de oxidagdo podem

transformar os terpenos do IUpulo em outros compostos.
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5.2. Analises Quimiométricas

Na literatura existem mais de 200 compostos quimicos distintos determinados nos 6leos
essenciais do lapulo por GC-MS (ALMAGUER et al., 2014). Nesse contexto, com 0 proposito
da identificacdo de quais compostos variam ao longo do processo de DH, foi fundamental
utilizar a andlise quimiométrica, visto que a inspecdo visual pode ser julgada como uma
ferramenta inadequada, e a determinacdo da area de picos especificos de compostos presentes
no lupulo podem esconder outras informag6es importantes ou reacdes paralelas.

Em andlises cromatograficas é natural que ocorra variagdo no tempo de retencdo de um
mesmo composto em vérias analises, 0 que fica bastante evidente quando se faz a sobreposicéao
dos cromatogramas em uma Unica matriz. Nesta circunstancia, € indispensavel o alinhamento
temporal destes cromatogramas dado que este processo tem como objetivo o favorecimento da
aplicacdo dos modelos quimiométricos. Diferencas nos tempos de retencdo de picos
equivalentes em diversas amostras provocam certos erros nas analises quimiométricas quando
cada cromatograma é usado como um vetor, e o conjunto de cromatogramas é uma matriz de
dado. Como resultado desse desalinhamento, é possivel que nos loadings de uma PCA um
mesmo composto possa ser interpretado como dois compostos diferentes e, dessa forma,
concluir que existem diferengas nas amostras, quando na realidade ocorre apenas a necessidade
de alinhamento temporal desses picos na matriz de dados.

Destaca-se que todos 0s cromatogramas utilizados nas analises quimiométricas foram
cortados até 7000 pontos, uma vez que foi identificado diferencas nos finais dos cromatogramas
devido a compostos da prépria coluna cromatografica, podendo acarretar em erros de anélise.

Na Figura 6 é possivel observar os cromatogramas sobrepostos de todas as amostras
(Figura 6.A) e um corte (Figura 6.B) mostrando como o0s picos encontram-se desalinhados,
enguanto nas Figura 6.C e 6.D é possivel verificar esses cromatogramas alinhados apds o uso
do algoritmo COW. Apds o alinhamento, os cromatogramas foram submetidos a analises

quimiomeétricas exploratorias.
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Figura 6. (A) Cromatogramas sobrepostos em uma matriz e desalinhados; (B) Fragmento dos
cromatogramas sobrepostos em uma matriz e desalinhados; (C) Cromatogramas
sobrepostos em uma matriz e alinhados; (D) Fragmento dos cromatogramas sobrepostos

em uma matriz e alinhados.
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5.2.1. Analises de Componentes Principais (PCA)

Para a identificacdo dos compostos volateis presentes nas amostras de cerveja que
apresentaram alteracdes na intensidade ao longo do processo de DH, aplicou-se a PCA. Dessa
maneira, ao expor os dados a tal método, observou-se que houve a separagdo e/ou agrupamento
das amostras no gréfico de scores (PC1 x PC2), como exposto na Figura 7, nas quais as amostras
1 e 2 se referem as amostras antes da adicdo de lapulo (coleta inicial), enquanto as amostras 3

a 12 se referem as amostras coletadas ao longo do processo de DH.

Figura 7. Gréafico de scores PC1 x PC2 das doze amostras de cerveja.
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Em relacdo ao grafico de scores PC1 x PC2 (Figura 7), a PC1 descreve 92,34% da
variancia experimental e, observando as amostras, € possivel verificar que ha uma tendéncia de
ordenamento das amostras em funcdo do tempo de DH no qual cada uma foi submetida. Dessa
forma, pode-se dizer que quanto mais a esquerda do grafico a amostra esta situada, maior sera
seu tempo de DH. De maneira oposta, quanto mais a direita a amostra localiza-se no grafico, o
tempo de lupulagem da amostra serd menor ou nulo. A PC2 descreve apenas 3,56% da variancia
experimental, mas apresenta grande importancia para esse estudo, pois separa as amostras com
DH daquelas que néo tiveram contato com o processo de lupulagem. Sendo assim, as amostras

na parte inferior do grafico (abaixo do pontilhado hipotético) ndo passaram pelo processo de
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DH, enquanto as amostras na parte superior do grafico (acima do pontilhado hipotético) foram
submetidas ao DH.

Evidentemente, algumas amostras fogem do padrao estabelecido anteriormente, assim,
algumas hipoteses foram desenvolvidas para tais eventualidades. A amostra 3, relativa ao
primeiro dia de DH, encontra-se proxima as amostras 11 e 12, com 10 dias de DH.
Supostamente, a extragdo dos compostos por existéncia de IUpulo em suspensdo no frasco de
coleta continuou no frasco da amostra 3. Ou seja, 0 DH conservou-se por um periodo maior que
0 desejado. Tal fato também pode ter ocorrido com a amostra 9 ou, entdo, deve-se supor a
probabilidade da volatilizacdo de determinados compostos durante 0 armazenamento ou no
processo de extracdo da amostra 10, que é referente ao sétimo dia de DH.

Como observado anteriormente por meio do grafico de scores, ressalta-se que ha uma
tendéncia de ordenacdo das amostras em funcéo do tempo de DH na PC1, visto que ha uma
propenséo de que amostras com maior tempo de lupulagem, como as amostras 11 e 12, estejam
situadas mais a esquerda. Dessa forma, uma possivel interpretacdo seria considerar que tais
amostras sao as que apresentam 0s picos mais intensos para compostos do lupulo devido ao
maior periodo de DH. Entretanto, esta consideracdo exibe algumas divergéncias, como o fato
de outros compostos relacionados a maturagdo da cerveja também estejam relacionadas a PC1
e ndo somente os componentes do ltpulo, conforme pode ser observado na Figura 8, que mostra

os loadings para a PC1.
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Figura 8. Gréafico de loadings da Componente Principal 1 (PC1).
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Vale enfatizar uma possivel adversidade neste trabalho, no qual praticamente 0s
mesmos picos estdo presentes em todas as amostras. Consequentemente, o que distingue uma
amostra das demais é a intensidade de cada pico. Dessa forma, para encontrar quais compostos
tém maior peso nos componentes principais 1 (PC1) e componentes principais 2 (PC2), foi

preciso verificar os graficos de loadings, apresentados nas Figuras 8 e 9.
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Figura 9. Gréfico de loadings da Componente Principal 2 (PC2).
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Os graficos de loadings da PC1 e PC2 viabilizam a caracterizacdo de tendéncias entre
as variaveis. Observando a PC1, os picos que tem peso negativo sdo: acetato de etila (1), 2-
metil-1-propanol (2), 3-metil-1-butanol (5), butanoato de etila (8), acetato de 3-metil-1-butanol
(9), 2-metil propanoato de 2-metilpropila (10), B-mirceno (12), hexanoato de etila (13),
isobutirato de 2-metilbutila (15), 4-metileno-hexanoato de metila (16), linalol (20), alcool
fenetilico (22), octanoato de etila (23), geranato de metila (27), acetato de geraniol (29),
decanoato de etila (31), cariofileno (32), a-humuleno (34), dodecanoato de etila (35).

Relativo aos picos que tem peso positivo na PC2 sdo: 2- metil propanoato de 2-
metilpropila (10), B-mirceno (12), isobutirato de 2-metilbutila (15), linalol (20), cariofileno
(32), a-humuleno (34), ao mesmo tempo em que 0s picos que tem peso negativo na PC2 sdo:
acetato de 3-metil-1-butanol (9), hexanoato de etila (13), octanoato de etila (23), decanoato de
etila (31).

Ao observarmos o0s picos apresentados pela Figura 8, percebe-se que outros compostos,
além dos relacionados ao lupulo, sdo relevantes para a PC1 e responsaveis também pelas
determinacOes de tendéncias entre as amostras de cerveja. Sendo assim, as hipoteses abordadas

em relacdo as posi¢des das amostras no grafico de scores ndo podem ser explicadas somente
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pelo tempo de DH em que cada uma foi submetida. Dessa forma, é necessario entender que
também est& ocorrendo o processo de maturacdo simultaneamente ao processo de DH.

Ademais, é possivel dizer que a maioria dos picos positivos da PC2 possuem uma
relacdo direta com o lUpulo, uma vez que a composicédo do 6leo essencial do lGpulo é formada,
principalmente, por hidrocarbonetos (#-mirceno, a-cariofileno, a-humuleno, entre outros) e
compostos oxigenados (geraniol, linalol, acetato de geraniol e outros) (ALMAGUER et al.,
2014). No entanto, a PC2 apresenta outros picos que ndo sdo provenientes do lGpulo, podendo
ser relacionados com as etapas de fermentacdo e maturacao da cerveja. Alem disso, pode-se
dizer que os picos negativos na PC2 devem estar em maior concentragdo nas amostras sem DH,
uma vez que podem diminuir ao longo deste processo em razao de reagdes secundarias.

Alguns compostos evidenciados pela PC1, decorrentes da etapa de fermentacdo e
maturacao, consistem em intermediarios metabolicos ou subprodutos produzidos pela levedura,
como alcoois superiores e ésteres. Os alcoois superiores e 0s ésteres sdo compostos volateis
desejaveis na bebida, contribuindo para aromas e sabores agradaveis e determinando a
qualidade da cerveja (PIRES et al., 2014). Entre os compostos identificados, tém-se os alcoois:
alcool feniletilico (notas de rosa, floral, mel), 2-metil-1-propanol (solvente), 3-metil-1-butanol
(notas de malte, queimado e uisque).

Os ésteres destacados na PC1 séo obtidos por rea¢fes enzimaticas de acidos carboxilicos
e alcoois, a0 mesmo tempo em que etil-ésteres sdo originados de acidos graxos de cadeia curta
e acetatos derivados de reacdes com acido carboxilico (PIRES et al., 2014). Os principais
ésteres identificados sdo: acetato de 3-metil-1-butanol (notas frutadas, doce e banana),
butanoato de etila (notas de abacaxi), hexanoato de etila (notas de abacaxi, frutado, doce e
verde), octanoato de etila (notas de damasco e banana, frutado). O éster isobutirato de 2-
metilbutila (notas frutadas) apresentou picos com intensidades significativas para os dois
gréaficos de loadings, visto que a intensa producao deste éster também ocorre durante a etapa de
fermentacao, embora um pequeno teor dele possa ser encontrado na composicéao de alguns tipos
de lapulos (DURELLO, 2019). Ja os ésteres terpenos, como geranato de metila e acetato de
metila, possuem relacdo com o lGpulo, assim, durante o DH podem ter suas concentragdes
elevadas.

No decorrer da etapa de maturagdo juntamente com a técnica de DH, é possivel observar
um aumento minimo na intensidade dos picos de ésteres mencionados acima. Tal fato é
consequéncia da também formacdo de ésteres responsaveis por aromas e sabores que
caracterizam a cerveja no periodo de maturacdo. Entre os ésteres produzidos nesta fase,

prevalecem o acetato de etila e 0 acetato de isoamila (CARVALHO et al., 2007). No caso dos
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alcoois gerados na fermentacdo, em especifico os alcoois superiores 3-metil-1-butanol e 2-
metilpropanol, seus picos podem ndo sofrer aumentos significativos durante a etapa de
maturacdo. A grande influéncia (loadings elevados) dos picos ndo diretamente relacionados ao
DH pode ser devido a elevada intensidade desses compostos no cromatograma, uma vez que 0S
cromatogramas (picos) nao foram autoescalados, uma técnica de pré-processamento de dados.

Quanto aos hidrocarbonetos e compostos oxigenados, obtidos do 6leo essencial do
lUpulo, presentes na PC1, tém origem também durante a adicdo de determinados tipos de
lupulos ao final da fervura, os quais permanecem na cerveja, o que justifica a presenca desses
componentes, ainda que em concentragdes baixas nas amostras de “coleta inicial”. Todavia, a
concentracdo desses compostos a bebida pode ser fortemente influenciada pelo DH, conforme
observado nos loadings para a PC2.

Através da PC2 é possivel notar que os picos provenientes do lupulo que mais se
intensificam séo o S-mirceno, a-cariofileno, a-humuleno e linalol. Esses compostos sé&o
intensificados vigorosamente ao longo de todo o processo de DH durante a maturacéo, sendo
que esta diferenca de intensidade ja é perceptivel nas amostras coletadas no primeiro dia da
técnica em questdo. Os compostos linalol, geraniol e geranato de metila sdo produtos da
oxidagdo do monoterpeno f-mirceno, dessa forma, ao longo do DH, tais compostos tendem a
aumentar suas concentracdes na cerveja, a0 mesmo tempo em que o S-mirceno pode sofrer uma
atenuacdo (HIERONYMUS, 2012). Em relacdo as amostras da cerveja American Pale Ale desse
estudo, o pico do S-mirceno ndo apresentou uma diminuicdo no decurso do DH, ao invés disso
foi possivel presenciar um acréscimo minimo entre cada coleta, isso porque a extracdo de
compostos do lUpulo sucedeu-se até a interrupcdo da técnica. Ja o acetato de geraniol € um éster
supostamente obtido pela condensacgdo do geraniol com acido acético (RETTBERG et al., 2018;
HIERONYMUS, 2012). Por fim, era esperado encontrar o pico do farneseno entre os picos
evidenciados pela PC2 do gréafico de loadings. Em alternativa, pode-se considerar que esse
composto ndo apresenta elevada relevancia devido sua baixa concentra¢do no lupulo Amarillo
e hé a probabilidade desse ter sofrido reagdes, gerando outros produtos.

Deve-se reforcar a importadncia de analisar os gréaficos de scores e loadings
conjuntamente para a interpretacdo dos dados submetidos a PCA. Por consequéncia, identifica-
se 0s compostos que influenciam nas componentes principais ao longo do tempo de DH de cada
amostra.

Nesse cenario, o trabalho realizado por Ceola et al. (2019), que analisa a influéncia do
tempo de DH (amostras com 4 dias de DH e amostras com 7 dias de DH) e ao tipo de lGpulo

(flor ou pellet) com os compostos que variam ao longo do tempo, evidenciou que 0s compostos
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relacionados com as amostras com 4 dias de DH sdo os ésteres propanoato de 1-metilbutil,
isobutanoato de 2-metilbutil e humuleno. Quanto as amostras com 7 dias associam-se 0S
aldeidos nonaldeido e decanal (aldeido caprico), no qual a presenca destes compostos em um
longo tempo de DH é devido a oxidacdo dos seus alcoois correspondentes. Compostos
importantes para o perfil aromatico da cerveja, como a-humuleno e ésteres, ndo variaram sua
concentracdo consideravelmente nas analises e o0s resultados demonstraram apenas a maior
formacéo de compostos oxidados com flores e com DH de 7 dias. Concluindo, o excesso de
tempo de DH proporcionou o aumento de acidos organicos e aldeidos, além de uma variagédo
ndo significativa de compostos aromaticos dos 6leos essenciais e de aromas agradaveis.

Contrariamente ao trabalho de Ceola et al. (2019), esta pesquisa observou 0 aumento da
intensidade dos picos de compostos volateis provenientes do lGpulo ao longo do processo de
DH, evidenciando a importancia da técnica para o perfil aromatico da cerveja produzida. Com
isso, os diferentes resultados observados entre os trabalhos possivelmente estdo relacionados
ao processo de producdo das cervejas, a quantidade de lIGpulo empregada no DH de cada estudo,
0 uso de tipos e formas de lupulos diferentes, distingbes na realizacdo do DH ou na coleta e
preparo de amostras.

Por fim, estudos voltados para a compreensdo da acdo de compostos volateis em
cervejas submetidas ao DH, até 0 momento presente, sdo escassos e limitados. Tudo isso em
consonancia com a necessidade de também expandir pesquisas sobre as demais linhas
diretamente associadas com essa técnica suplementar do processo cervejeiro. Além do mais, no
decorrer desta pesquisa, foi possivel constatar claramente uma modificacdo no perfil volatil das
amostras de cerveja APA, relacionada ndo s6 com o processo de DH, mas também a

fermentacdo e maturacéo da bebida.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, a composicao volatil de amostras de cervejas artesanais do estilo APA
foi investigada ao longo do processo de DH, buscando a comparagdo do tempo de lupulagem
entre diversas amostras com base no perfil volatil. Com as técnicas de SPME e GC-MS foram
realizadas a extracdo, separacdo e identificacdo dos compostos volateis presentes nas cervejas.
A partir disso, com o auxilio de analises quimiométricas, foi possivel a identificacdo de
diferencas entre as amostras estudadas, com destaque para 0os compostos que alteram sua
intensidade no decorrer do processo apresentando. Assim, conforme os efeitos da exposic¢ao ao
DH, buscou-se a classificacdo das amostras em grupos conforme o tempo de contato da bebida
com o lapulo durante o processo de DH a partir da PCA. Verificou-se uma clara separacao das
amostras coletadas antes do processo, no dia final e nos dias intermediarios, conforme o tempo
de DH e das etapas de fermentacdo e maturacdo. Também observou-se excec¢des, que podem
ser proporcionados pela presenca de extratos de ldpulo em suspensdo no frasco de
armazenagem e a volatilizacdo de compostos durante a extracao e injecbes no cromatdgrafo.

A partir da analise multivariada dos dados, observou-se também que os compostos
identificados apresentavam picos em todas as amostras, incluindo naquelas sem DH. Dessa
forma, as discriminacfes das amostras ocorreram por meio da intensificacdo da concentracéo
de compostos como ésteres, hidrocarbonetos, compostos oxigenados e alcoois ao longo do DH.
No decurso das analises pode-se averiguar a importancia das etapas de fermentacdo e do DH
para correlacionar as amostras e caracteriza-las conforme suas similaridades ou diferencas.
Também houve certa influéncia da etapa de maturagdo da cerveja, esta capaz de intensificar a
formacdo de compostos essenciais para o perfil aromatico da bebida. Além disso, compostos
presentes em grande quantidade nos 6leos essenciais do lGpulo como S-mirceno, a-humuleno,
p-cariofileno, farneseno e os compostos derivados desses, como linalol, geraniol, geranato de
metila, apresentaram as variagbes mais significativas para essa separa¢do, uma vez que 0
extenso periodo de DH acentuou o teor desses na bebida.

Diante desses resultados, considerando a cerveja avaliada, fica evidente a importancia
do processo de DH para acentuar a presenca dos compostos provenientes do lUpulo na cerveja,
demonstrando ser um processo de extrema relevancia considerando a importancia desses
compostos para 0 sabor e aroma dessas bebidas. Além disso, nota-se que a metodologia
empregada, utilizando SPME, GC-MS e analises quimiométricas, foi adequada para
acompanhar o processo de DH e as alteragGes do perfil volatil das cervejas ao longo desse

periodo, podendo ser aplicada para outras amostras de cerveja em situacdes semelhantes.
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