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Influéncia da técnica de “dry hopping” e da aplicac¢ao de

B-glicosidases no perfil de volateis de cervejas

Autora: Daiane Danelli

Orientador: Plinho Francisco Hertz

RESUMO

O Brasil é um dos maiores produtores de cerveja, entretanto o consumo per capta
ainda é baixo, demonstrando potencial do mercado no pais. Se por um lado a producdo em
grande escala € predominante no pais, por outro, vem crescendo a producdo artesanal, que
prima pela qualidade e diversidade organoléptica. Tanto num caso quanto no outro, a
aplicacdo de ldpulo é fundamental e a de enzimas uma alternativa bastante interessante. O
lUpulo é um dos quatro ingredientes essenciais na producdo de cerveja e além de amargor,
confere as cervejas aromas, entretanto grande parte desses aromas sdo perdidos durante a
fervura. Diversos estudos mostram que a utilizacdo da enzima B-glicosidase contribui para a
melhora do perfil aromatico de sucos de fruta, vinho e chés através da hidrélise de precursores
de aromas glicosilados. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil aromatico
de cerveja, comparando cervejas com a técnica classica de lupulagem, técnica classica mais
aplicacdo de glicosidase, com aplicacdo de lupulo pés-fervura, conhecida como dry hopping,
e com dry hopping seguida de aplicacdo de glicosidase. Para avaliar o perfil de volateis dos
diferentes tratamentos o método usado foi cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro
de massas, com a técnica de microextracdo em fase sélida em headspace (HSPME-GCMS.
Assim, foram identificados 21 compostos volateis em mosto lupulado, enquanto que na
amostra de cerveja apos a fermentacdo, foram identificados 20 compostos volateis. Apés a
aplicacdo de dry hopping, o nimero de compostos identificados aumentou para 30. Dentre
esses 0s compostos somente o geraniol e terpineol apresentaram aumento na concentracao
relativa com diferenca estatisticamente significativa, apos o tratamento com glicosidase. Os
resultados indicam que a modificacdo do perfil de compostos volateis de cervejas pode ser

obtido com a aplicacéo de dry hopping e da enzima B-glicosidase.

Palavras-chave: Cerveja, p-glicosidases, dry hopping, HSPME-GCMS.
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1. INTRODUCAO

A cerveja originou-se juntamente com as primeiras bebidas fermentadas, que eram
feitas de uva, tamaras, cevada ou mel, provavelmente na Mesopotamia, onde a cevada crescia
em estado selvagem. Ha indicios que a cerveja ja era fabricada com cevada maltada na
Babil6nia hd mais de 8.000 anos. (DRAGONE; SILVA, 2010).

Segundo o decreto N° 6.871, de 4 de junho de 2009, cerveja € a bebida obtida pela
fermentacao alcoolica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel, por

acdo da levedura, com adi¢do de lupulo (BRASIL, 2009).

Embora o Brasil seja o terceiro maior consumidor mundial de cerveja, sendo
precedido apenas pelos Estados Unidos e pela China, em termos de consumo per capta o
Brasil cai paraa vigésima sétima colocacdo, o que demonstra o potencial de crescimento
existente. Além disso, a producdo nacional cresceu aproximadamente 60% entre 2003 e 2013
(BORGES, 2015).

O inicio da utilizacdo de enzimas nos alimentos confunde-se com a prépria historia
dos primeiros relatos da producdo de pdo, cerveja e vinho. No século XX as enzimas
comecaram a ser empregadas largamente na industria de alimentos, a partir da producdo e
comercializacdo de quimosina, aplicada a producdo de queijos. Hoje as enzimas sdo utilizadas
na producdo de diversos alimentos, como paes, cervejas, vinhos, produtos lacteos, 6leos,
aromas. As enzimas sdo também empregadas na indUstria quimica, como na de detergentes,
téxtil e industria de couros. A larga aplicacdo de enzimas deve-se a sua alta especificidade,
capacidade de operar sob condigdes moderadas de pH, temperatura e pressdao, com alta
atividade, além disso, os produtos que utilizam reacBes enzimaticas sdo considerados produtos
naturais (FERNANDES, 2010).

Os compostos relacionados aos aromas das plantas apresentam-se em parte,
glicosilados, o que os torna ndo volateis. A enzima g-glicosidase, de fonte exdgena, vem
sendo aplicada em sucos de frutas, vinhos e chas para liberacdo de compostos volateis e
conseqiiente melhora no perfil aromatico desses produtos (AKACHA; GARGOURI, 2015).

O lupulo é empregado na producédo de cerveja para conferir amargor ao produto pela
isomerizacdo, durante a fervura, dos a-acidos e também para conferir aroma e sabor, devido a
presenca de Oleos essenciais. A tecnologia de dry hopping, ou seja, a aplicagdo de uma carga

extra de lupulo apos a fermentagdo da cerveja permite melhorar o perfil lupulado de cervejas,
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uma vez que em torno de 90% dos compostos volateis do Iupulo sdo perdidos durante a
fervura(HALEY; PEPPARD, 1983). Essa técnica, apesar de sua utilizagdo na producdo de

alguns tipos de cervejas, possui literatura técnica e cientifica escassa.

Assim o0 objetivo geral do presente trabalho € avaliar a influéncia da técnica de dry
hopping e da aplicacdo da enzima B-glicosidase na modificac&o do perfil de volateis durante o

processamento da cerveja.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral: Avaliar a influencia da técnica de dry hopping e da aplicacdo da
enzima [-glicosidase na modificacdo do perfil de volateis durante o processamento da

cerveja.
Objetivos especificos:

e Utilizar a técnica de dry hopping em cervejas e identificar os compostos
volateis liberados durante essa etapa do processo.

e Identificar compostos volateis liberados pela enzima B-glicosidase quando
aplicada em mosto e cerveja.

e Determinacdo e comparacdo do perfil de compostos volateis em diferentes

amostras de mosto e cerveja.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Matérias primas utilizadas na produgdo de cerveja

A cerveja é constituida por quatro ingredientes basicos, a 4gua, o malte, o lGpuloeas

leveduras.

A agua é a matéria-prima em maior quantidade na cerveja, entre 92 e 95% em peso. A
quantidade e qualidade de sais minerais dissolvidos na agua e 0s compostos organicos
presentes podem influenciar nas reagcdes quimicas e enzimaticas que ocorrem durante o
processamento da cerveja. Assim, a dgua utilizada na producgdo de cerveja deve ser potavel e,
com alcalinidade e concentracdo de minerais adequadas, de modo a ndo interferir no sabor e

nas reacdes durante o processamento (SILVA, 2005).

Tecnicamente, o malte é definido como a matéria-prima resultante da germinacao
controlada, de qualquer cereal. O malte mais utilizado na producéo de cervejas é o malte de
cevada. No grdo malteado o amido presente estd parcialmente hidrolisado em cadeias menores
e até monossacarideos, se tornando menos duro e mais sollvel em comparacdo ao estado
inicial no grdo, além disso, o grdo malteado possui também enzimas no seu interior que sao
fundamentais para 0 processo cervejeiro, como amilases, peptidases e hemicelulases
(DRAGONE; SILVA, 2010).

Em alguns tipos de cerveja, o malte é submetido também ao processo de torrefacéo,
visando a modificacdo do sabor e aroma do produto final, que contera compostos
provenientes das reacfes de Maillard e de caramelizacdo (YAHYA,; LINFORTH; COOK,
2014).

O ldpulo confere a cerveja o0 sabor amargo, resultado da presenca de a-acidos e P-
acidos. Esse ingrediente é também fundamental para o aroma da cerveja, possui em sua
composicao entre 0,5 e 2% de Gleos essenciais, nesse grupo, mais de 200 compostos ja foram
identificados. Além disso, propriedades de conservacdo da cerveja também estdo associadas
ao lapulo (MOLL, 1991).

A fungdo primordial da utilizacdo de leveduras na producdo de cervejas € a
fermentacdo, ou seja, a transformacdo dos acucares fermentesciveis em etanol e gas
carbonico. Durante a fermentacdo sdo produzidos, pelo metabolismo secundario das

leveduras, esteres que, apesar de presentes em pequenas quantidades, conferem sabor e aroma
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as cervejas. Entre os principais ésteres comumente presentes em cervejas, pode-se citar o
feniletil acetato, o isoamil acetato e o etilcaprilato (VERSTREPEN et al.,2003).

3.2. Processo de producado de cerveja

O processo de fabricagdo difere segundo o tipo de cerveja e a industria onde é
produzida, entretanto algumas etapas sdo essenciais para a fabricacdo de cervejas, essas etapas

estdo ilustradas no fluxograma de processamento simplificado, na Figura 1.

Malte

Agua »
> Mosturag:ao

Lapulo
_— >

Levedura =
S Fermentacdo
Maturagdo
Particulas

insolaveis

Clarificagdo

Pasteurizagdo

Envase

i

Figura 1 Fluxograma simplificado do processamento de cerveja (Fonte: VARNAM, SUTHERLAND;1994)

A moagem do malte tem como objetivo reduzir o grdo de malte de forma uniforme
ocorre 0 rompimento da casca, exposi¢do e desintegracdo do endosperma, que melhora a
atuacdo enzimdtica durante a mosturagdo. Na mosturacdo a agua € adicionada ao malte, as
substancias solUveis serdo diretamente solubilizadas e outras, insollveis, serdo solubilizadas
pela acdo enzimatica (principalmente pelas amilases), o tempo e a temperatura sdo
determinados de acordo com a caracteristica desejada, geralmente, ao final dessa etapa o
mosto apresenta entre 70 e 80% de carboidratos fermentesciveis, como a maltose, a
maltotriose e a glicose (DRAGONE; SILVA, 2010).

Na fervura ou lupulagem, o lupulo é adicionado, com o objetivo de conferir amargor,
aroma e estabilidade a cerveja. A principal transformacdo que ocorre durante a fervura é a

conversdo dos a-acidos (ou humulonas) em iso-a-acidos (ou iso-humulonas) que conferem

14



amargor a cerveja. Ao final da fervura o residuo de lupulo € retirado, evitando amargor

excessivo ou a liberacdo de aromas indesejados (KEUKELEIRE, 1999).

Na fermentacdo as leveduras, geralmente do género Saccharomyces, sdo adicionadas
tendo como principal objetivo a producdo de etanol, entretanto sdo formados outros
compostos que contribuem para o aroma e sabor da cerveja como o0 &cido acético, que assim
como o etanol, é produto do metabolismo primério e ainda outros compostos, originarios do
metabolismo secundario, como os ésteres (DRAGONE; SILVA, 2010).

As cervejas podem ser classificadas de acordo com o tipo de fermentacdo, as mais
comuns, sdo as dos tipos Ale e Lager. Nas cervejas tipo Ale ou de alta fermentacéo,
geralmente sdo utilizadas leveduras da espécie Saccharomyces cerevisae e 0 processo ocorre
entre 18 e 22°C, por 3 a 5 dias, quando as leveduras sdo arrastadas até o topo do tanque pelas
bolhas de C0,. Nas cervejas tipo lager ou de baixafermentacéo, utiliza-se leveduras da espécie
Saccharomycescarlsbergensise a fermentagdo ocorre entre 7 e 15°C, por 7 a 10 dias, quando
as leveduras séo recuperadas na base do tanque de fermentagdo (VARNAM; SUTHERLAND,
1994).

Durante a maturacao, a cerveja fica em repouso sob refrigeracdo por algumas semanas
ou até por alguns meses. Nessa etapa ocorrem algumas mudancgas, como a producdo de
compostos, entre eles o diacetil e de alguns ésteres, que contribuem para a formacdo de
aroma. Também ocorre ainda a producdo de CO, que contribui para a carbonatacdo da
cerveja. Além disso, ocorre também a precipitacdo das leveduras ainda presentes, o que
facilita a etapa seguinte (DRAGONE; SILVA, 2010).

Apos a maturagdo ocorre a clarificacdo que visa a retirada de leveduras de particulas
coloidais e outrasparticulas insollveis. A clarificacdo pode ser realizada por sedimentacéo,
utilizacdo de clarificantes, centrifugacdo e filtracdo, ou utilizacdo de duas ou mais dessas
técnicas combinadas (SILVA, 2005).

A pasteurizagdo tem por objetivo principal prolongar a vida atil das cervejas, evitando
a deterioracdo por microrganismos contaminantes. A pasteurizacdo pode ser realizada antes
do envase, em um trocador de placas operando com alta pressdo para evitar a perda de gas ou
apos o envase, em um tnel de pasteurizacdo (VARNAM; SUTHERLAND,1994).

A cerveja € entdo envasada em latas ou garrafas. O cuidado principal nesta etapa é
evitar que a garrafa possua oxigénio no headspace para evitar a oxidacdo durante o transporte
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e armazenagem. O procedimento mais comum € jatear &gua esterilizada, o que induz a

formagéo de espuma e expulséo do oxigénio da garrafa (DRAGONE; SILVA, 2010).

3.3. Lupulagem e perfil sensorial de cerveja

O lupulo é um dos quatro ingredientes essenciais utilizados na producéo de cerveja,
conferindo ao produto sabor amargo, aroma e estabilidade da espuma (KEUKELEIRE, 1999).

O ldpulo, Humulus lupulus, ¢ uma planta da familia Cannabinaceae, originaria da
Europa. E uma planta perene, que pode atingir até 6 metros de altura. A planta é didica, ou
seja, os 6rgdos femininos e masculinos se desenvolvem em plantas separadas, a diferenca
entre essas plantas estd no tamanho da inflorescéncia. A parte da planta utilizada para a
producdo de cerveja sdo os cones ou inflorescéncias femininas, pois nestes encontram-se as
glandulas de lupulina, onde estdo os componentes de interesse: 0s 6leos essenciais e resinas
(HORNSEY, 2007).

Os principais componentes das resinas de amargor sdo os a-acidos. Os a-acidos sdo
constituidos principalmente de humulonas. Durante a lupulagem esses compostos sdo
isomerizados originando iso-a-acidos. Os iso-a-acidos sdo 0s compostos que conferem a

cerveja sabor amargo e a estabilidade da espuma (TANIGUCHI et al., 2014).

Os B-&cidos sdo importantes constituintes das resinas, podendo representar 10% da
composi¢do do lupulo. Estruturalmente, sdo muito similares aos a-acidos, entretanto sdo
menos &cidos e sdo mais hidrofébicos, portanto mais insollveis em cervejas, sendo
considerados muitas vezes como irrelevantes para a industria cervejeira. O extrato de B-acidos
pode ser utilizado para a sintese de iso-a-acidos (STEENACKERS; COOMAN; VOS, 2015).

Os 6leos essenciais sao 0s compostos associados ao aroma de lupulo. Os componentes
dos 0leos essenciais variam de acordo com o tipo de IUpulo, em estudo realizado por Ligor et
al. (2014) foram identificados 98 compostos diferentes, os compostos majoritarios dos 6leos
essenciais sdo os monoterpenos (PB-mirceno) e os sesquiterpenos (o-Humuleno e B-

cariofileno).

O linalol e o geraniol sdo monoterpenos que também sdo amplamente encontrados em
lUpulos, o estudo realizado por Peacock et al. (1981), mostrou que 0s dois compostos estdo
associados, sensorialmente, ao aroma floral de cervejas comerciais. O linalolfoi identificado,
em estudo com CG/olfatometria, como o principal composto associado ao atributo “aroma
lupulado” (STEINHAUS; FRITSCH; SCHIEBERLE, 2003). Outro estudo mostrou, através
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de resultado de anélise sensorial descritiva, que o linalol, o geraniol e o B-citronelol estdo

associados ao aroma frutado/citrico de cervejas (TAKOI et al., 2010).

Os aldeidos presentes nos 6leos essenciais também sdo importantes compostos de
aroma provenientes do lGpulo, no estudo realizado por Steinhaus e Schieberle (2000), o

hexenal foi caracterizado como um composto-chave, responsavel pelo “aroma verde”.

O lupulo também esté associado a estabilidade do perfil aromético da cerveja, pois ele
possui também compostos fenolicos, que sdo antioxidantes que reagem com radicais livres,
mediadores ou inibidores enzimaticos e metais quelantes, preservando assim 0s compostos de
aroma de reagdes de oxidacio (SCHONBERGERAND; KOSTELECKY, 2011).

Durante a fervura do lupulo em torno de 90% dos compostos volateis do lupulo séo
perdidos. Duas técnicas diferentes sdo empregadas para melhorar o perfil de aroma de lapulo
em cervejas uma delas, bastante difundida é a adicdo de parte do lupulo proximo ao fim da
fervura, técnica conhecida como late hopping, entretanto ainda ocorrem perdas de compostos
volateis. A outra técnica utilizada para compensar a perda de compostos de aroma durante a
fervura é o dry hopping (HALEY; PEPPARD, 1983).

O dry hopping é a adicdo de lupulo em cervejas apds a fermentacdo principal. Essa
técnica resulta em expressiva mudanca no perfil aromatico das cervejas, uma vez que durante
a fervura ocorrem significativas perdas de compostos volateis, a adi¢cdo de lGpulo ao fim do
processamento permite repor os compostos, sem modificar o amargor que é obtido pela
fervura. Além disso, a técnica de dry hopping pode também aumentar a vida de prateleira de
cervejas (KIPPENBERGER et al., 2014).

O dry hopping é uma técnica bastante difundida na producdo artesanal de cervejas,
entretanto, a literatura técnica e cientifica é bastante limitada.

3.4. Aplicacdo da enzima f-glicosidase em alimentos

As glicosidases sdo enzimas que catalisam a rupturada ligacdo glicosidica em
oligossacarideos ou glico-conjugados. A especificidade de cada glicosidase é dependente do
namero, posicao e configuracdo do grupo hidroxila na molécula. A enzima B-glicosidase atua
na reacdo de ruptura da ligacdo PB-1,4 de compostos glicosilados (MELO; GOMES;
CARVALHO, 2006).

Os compostos de aroma estdo presentes nas plantas na forma livre e/ou glicosilada. Na

maioria das plantas, grande parte dos aromas encontram-se na forma glicosilada, sendo
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encontrados em diferentes partes das plantas, como frutos, folhas, raizes, rizomas e sementes.
Outros compostos do metabolismo das plantas como flavonoides, antocianinas e terpendides

sdo encontrados conjugados com acucares nas plantas (AKACHA, GARGOURI, 2015).

A enzima B-glicosidase, vem sendo aplicada em bebidas, como chas, sucos de fruta e
vinhos, melhorando a qualidade do perfil aromético destas bebidas (RAWAT; GULATI;
JOSHI, 2011).

O trabalho realizado por Gonzalez-Pombo et al. (2011), mostrou que o tratamento
enzimatico em vinhos Moscato, aumentou as quantidades de monoterpenos e
noroisoprendides nos vinhos, indicando o potencial da aplicacdo para o desenvolvimento de
aromas em vinhos. No estudo realizado por Wang et al. (2013), com a aplicagdo da enzima [3-
glicosidase em vinho tinto, a concentracdo de 19 dos 23 compostos de aroma identificados,

aumentou significativamente.

Os compostos fenolicos, também se encontram sobre a forma glicosilada. A aplicacéo
da enzima p-glicosidase em vinhos sicilianos resultou em um aumento de 75% na

concentracdo de trans-resveratrol nos produtos (TODARO et al. 2008).

A enzima B-glicosidase € também utilizada para extracdo de aromas em chas. O estudo
realizado por Su et al. (2010), mostrou que a aplicagdo de B-glicosidase em chés verde,
vermelho e preto, aumentou a quantidade total de éleos essenciais presentes nos chas.

3.5. Identificagdo de compostos voldteis em bebidas

Para a identificacdo de compostos volateis a metodologia utilizada é geralmente
baseada na extracdo de Oleos essenciais € a identificacdo desses compostos por cromatografia.
As metodologias utilizadas diferenciam-se principalmente pelo método de extracdo. Entre o0s
métodos de extracdo de Gleos essenciais, a destilacdo é o mais conhecido, entretanto, esse
método depende da utilizacdo de solventes organicos, além de ser lento e ser passivel de
perdas de compostos volateis durante o processo. Estima-se que 80% do tempo de anélise

consiste no tempo de preparo de amostra (VAS; VEKEY, 2004).

A microextracdo em fase solida é vantajosa, pois é considerada de simples operacéo,
rapida, com alta sensibilidade e livre da utilizacdo de solventes (PINHO; FERREIRA,
SANTOS, 2006). O estudo realizado por Vazquez-Aradjo et al. (2013), comparando 0s
métodos de extracdo de hidro-destilacdo e a microextracdo em fase solida em headspace
(HSPME) em diferentes variedades de lupulo, mostrou que a metodologia de HSPME é mais

18



rdpida e com menores perdas, 0 que resulta em maior precisdo na quantificacdo dos

compostos.

A HSPME ¢é um método de extracdo baseada no principio de adsorcdo de compostos
volateis em uma fibra. A fibra é colocada em contato com headspace de um recipiente
contendo a amostra, que submetida a aquecimento permite a volatilizacdo de compostos de
aroma que serdo adsorvidos pela fibra, que poderd entdo ser diretamente injetada em um
equipamento de Cromatografia Gasosa (CG), onde os compostos sdo dessorvidos pela alta
temperatura (VALENTE; AUGUSTO, 2000). Na figura abaixo, € ilustrado o processo de

adsorcdo e dessor¢cdo dos compostos volateis nas fibras.

|
ﬂ
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Figura 2 Adsorcao e Dessor¢ao de compostos volateis em fibras de HSPME. Fonte: Supelco, 2001.

Adsorcao

Dessorgao

Atualmente sdo comercializados diferentes tipos de fibras, que possuem recheios, que
funcionam como adsorventes, com diferentes polaridades, que, por sua vez, determinam o
tipo de interacdo com os compostos. Sdo comercializadas também fibras contendo misturas de
dois ou trés desses recheios, utilizadas principalmente quando ndo se conhece a composicao
da amostra, assim é possivel com uma mesma fibra a identificacdo de grupos de compostos
com caracteristicas distintas. As fibras frequentemente utilizadas sdo a polidimetilsiloxano
(PDMS), que ¢ apolar fibra divinil benzeno estavel (DVB), apolar, e a fibra de carboxen
(CAR), carvao ativo microparticulado, solido adsorvente. Também s&o comercializadas fibras
com misturas destes recheios como CAR-PDMS, DVB-CAR-PDMS.

A eficiéncia e a sensibilidade da SPME podem ser melhoradas pela adi¢cdo de um sal
na amostra, como por exemplo, o cloreto de sédio. Isso ocorre devido ao efeito conhecido
como “Salting out”: quando o sal é adicionado, a forga i0nica da solugdo aumenta e varios
compostos tornam-se menos sollveis, o que contribui para 0 aumento da eficiéncia da
extracdo de compostos volateis (SCHUTTER et al., 2008).
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A cromatografia compreende uma série de técnicas que tém em comum a separacdo de
componentes pela interacdo diferencial dos compostos entre duas fases diferentes, uma
estacionaria com uma grande superficie e uma fase modvel, que contém a mistura. A
cromatografia gasosa, operando em condicGes controladas, pode ser aplicada para separagéo e
identificacdo (quando acoplada a um detector), de compostos em misturas na forma gasosa, na
forma liquida, utilizando derivatizacdo ou pirdlise, e compostos volateis (GROB; BARRY,
2004).

A cromatografia gasosa com identificacdo por espectro de massas (GCMS) é uma
técnica comumente empregada para a identificagdo de compostos volateis. A medida de
indice de retencdo (RI) dos compostos quimicos e a comparagdo com dados de literatura € a
técnica usual de confirmacdo de compostos identificados. Os dados de indice de retencdo sédo
importantes porque muitas vezes substituintes alquilas ramificados e isdmeros trans/cis ndo
apresentam espectros de massas diferentes (BABUSHOK; LINSTROM; ZENKEVICH,
2011).

O inidice de Kovats, proposto por Kovats (1965), esta baseado no fato de que as forcas
de interacdo entre compostos na fase gasosa sdo pouco relevantes em comparacao as forcas de
interacdo entre 0s compostos e a coluna, com isso a variacdo de temperatura também é pouco
importante dentro da faixa onde os compostos se mantém na fase gas. Admitindo que a
interacdo mais forte € entre 0 composto e a coluna e que esta interacdo entre 0s compostos e a
coluna é linear, pode-se entdo estimar para a mesma coluna, em diferentes experimentos, um
indice de retencédo através da injecdo de compostos conhecidos, atribuindo-se um indice aos
mesmos. O indice de Kovats € calculado a partir de uma série de alcanos, para cada alcano o
indice de kovatsé definido como o numero de carbonos * 100, por exemplo, o indice
doheptano (C;He) é 700. O indice de Kovats dos compostos identificados é calculado fazendo
uma interpolacdo linear com base no indice atribuido ao alcano, o tempo de retencdo do

alcano e o tempo de retencdo do composto de interesse.
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4. ARTIGO

A metodologia, os resultados e a discussdo serdo apresentados na forma de artigo. O
artigo sera submetido para publicacdo apos traducdo para o inglés e formatacdo de acordo

com o periddico.

Perfil de compostos volateis de mosto e cerveja com o uso da

técnica de dry hopping e com a aplicacao de S-glicosidase

Resumo

A cerveja é a bebida alcoolica mais consumida no mundo. O perfil aromaético das
cervejas é fortemente influenciado pela fermentacdo e pela lupulagem. O lapulo confere a
cerveja amargor, aroma e estabilidade. Entretanto a maior parte dos compostos de aroma é
perdida durante a fervura, etapa indispensavel para a liberacdo de compostos de amargor. A
técnica de dry hopping consiste na adicdo de lupulo a cerveja apos a fermentacdo, com o
objetivo de melhorar o perfil aroméatico do produto. A enzima p-glicosidase vém sendo
aplicada para a melhora do perfil aromatico de sucos de fruta, vinho e chés, essa melhora é
alcancada pois as plantas possuem compostos de aroma na forma glicosilada, o que os torna
ndo volateis, com a acdo da enzima ocorre a ruptura da ligacdo glicosidica e 0s compostos se
tornam volateis. O objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil aroméatico de cervejas com
aplicacdo de dry hopping e da enzima g-glicosidase e avaliar a influéncia das duas técnicas no
perfil de compostos. Foram identificados 21 compostos volateis em mosto lupulado, dentre
esses 0s compostos geraniol e terpeniol apresentaram aumento na concentracdo relativa com
diferenga estatisticamente significativa pela adigdo de B-glicosidase em mosto apés a
lupulagem. Na amostra de cerveja fermentada foram identificados 20 compostos volateis,
apos a aplicacdo de dry hopping, o0 nimero de compostos identificados aumentou para 30. Na
cerveja fermentada com aplicacdo de dry hopping e enzima pg-glicosidase, a concentragéo
relativa dos compostos mirceno e linalol aumentou apos a aplicacdo enzimatica. Os resultados
indicam possivel melhora do perfil aromatico de cervejas tanto com aplicacao de dry hopping
quanto com a aplicacdo da enzima B-glicosidase.

Palavras-chave: Cerveja, s-glicosidases , dry hopping, HSPME-GCMS.

Introducgao
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A cerveja é uma bebida produzida e comercializada globalmente. Sendo também a
bebida alcodlica mais consumida no mundo, estando incorporada a cultura da sociedade desde
0 inicio do dominio da agricultura (HORNSEY, 2016).

O lapulo € um dos quatro ingredientes essenciais utilizados na producéo de cerveja,
conferindo ao produto sabor amargo, aroma, estabilidade da espuma e contribui para o
aumento da vida de prateleira das cervejas. Durante a producdo de cerveja o lapulo é
submetido ao processo de fervura onde ocorre a isomerizagdo dos a-acidos em iso-a-acidos,

que conferem amargor a cerveja (KEUKELEIRE, 1999).

Durante a fervura do lupulo em torno de 90% dos compostos volateis do lupulo séo
perdidos. Duas técnicas diferentes sdo empregadas para melhorar o perfil de aroma de lapulo
em cervejas uma delas, bastante difundida é a adicdo de parte do lupulo proximo ao fim da
fervura, técnica conhecida como late hopping, entretanto ainda ocorrem perdas de compostos
volateis e também o processo de isomeriza¢do dos a-acidos, aumentando o amargor. Outra
técnica utilizada para compensar a perda de compostos de aroma durante a fervura € o dry
hopping (HALEY; PEPPARD, 1983).

A técnica conhecida como dry hopping consiste na adicdo de lGpulo em cervejas apds
a fermentacdo principal. Isto resulta em expressiva mudanca no perfil aromético das cervejas,
uma vez que durante a fervura ocorrem significativas perdas de compostos volateis, a adi¢do
de lGpulo ao fim do processamento permite repor os compostos, sem modificar 0 amargor que
é obtido pela fervura (KIPPENBERGER et al., 2014).

Os compostos relacionados aos aromas das plantas apresentam-se, em parte,
glicosilados, o que os torna ndo volateis. A enzima B-glicosidases, de fonte exdgena, vem
sendo aplicada no processamento de sucos de frutas, vinhos e chas para liberacdo de
compostos de volateis e consequente melhora no perfil aromatico desses produtos
(AKACHA; GARGOURI, 2015).

A anélise de compostos volateis pela técnica de microextragdo em fase solida em
headspace acoplada a analise por cromatografia gasosa (HSPME-GCMS) é relatada como
vantajosa, pois é considerada de simples operacdo, rapida, com alta sensibilidade e livre da
utilizacdo de solventes (PINHO; FERREIRA; SANTOS, 2006).

Assim o objetivo desse estudo foi avaliar o perfil de compostos volateis por HSPME-
GCMS de cervejas com aplicacdo da técnica de dry hopping e com a aplicacdo da enzima /-
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glicosidase e a avaliagdo da contribuicdo das duas técnicas na modificagdo do perfil aromético

de cervejas.

Materiais e Métodos

Atividade enziméatica

A atividade de p-glicosidase da enzima comercial Lallzyme Beta (Scott Laboratories
Inc, USA) foi determinada segundo a metodologia otimizada por Zaluski (2015). Foi utilizado
p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo, p-NPG, (SIGMA, St. Louis, MO, USA), como substrato. A
mistura utilizada na reagdo continha 75uL de tampdo citrato de sodio (pH 4,8, 0,1M), 100uL
de pNPG (4mg/mL) e 25uL da enzima livre diluida em tampdo citrato de sodio (pH 4,8,
0,1M). A reacdo foi parada com a adicdo de tampdo carbonato de sodio (pH 10, 0,1M). A
concentracdo foi determinada pela medida da absorbancia a 410nm em espectrofotémetro
(modelo Ultrospec 3100 pro-UV/Visible, Amersham Pharmaciabiotech) do composto p-
nitrofenil liberado. A concentragdo foi entdo calculada em relagdo a curva padrédo de p-
nitrofenil (Sigma, USA). Os resultados sdo expressos em unidadesde atividade enzimatica:
uma unidade é definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1umol de pNP

por minuto.

A atividade de R-glicosidase, nas condi¢des 6timas, da enzima Lallzyme Beta utilizada
nas aplicacBes foi 17000U. O valor elevado encontrado é compativel com um produto
comercial uma vez que o preparado enzimatico além de concentrado deve apresentar certo

grau de purificacdo.
Aplicacéo da enzima g-glicosidase

A enzima Lallzyme Beta na concentracao de 5g/hL foi aplicada em amostras de mosto
apos a lupulagem e em amostras de cerveja fermentada e de cerveja fermentada seguida da
aplicacdo da técnica de dry hopping, obtidas da mesma batelada de cerveja tipo stout,
contendo os lupulos East Kent Golvings (6% a.a.; 3g/L) e Challenger (6% a.a.; 1,5g/L). As
amostras com adicdo de enzima e as amostras de controle, mosto lupulado e cerveja
fermentada, foram mantidas sob agitacdo, a 5°C, por 24 horas. Em seguida todas as amostras
foram submetidas ao processo de sonicagéo utilizando banho de ultrassom (SCHOTT CT 52),

por 10 minutos.
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Dry hopping

No processo de dry hopping foi adicionado o ldpulo East Kent Golvings, na
concentracdo de 20g/L, em duas amostras de 40 mL da cerveja fermentada e maturada. As
amostras foram mantidas sob agitacdo por 24 horas, a 5°C, mesmas condic¢Ges do tratamento
enzimatico, para eliminar possiveis efeitos durante a comparacdo.Em seguida todas as
amostras foram submetidas ao processo de sonicacdo,para retirada completa de gas carbonico,

por 10 minutos e congeladas para posterior analise por HSPME — GCMS.
Determinacéo de compostos volateis por HSPME — GCMS
Preparo de amostra

As amostras foram centrifugadas (3000xg) durante 5 minutos, a 5°C. Em seguida
foram adicionados 1 mL do sobrenadante em vials de 10mL para HSPME, contendo 0,3g de
NaCl (P.A.), em triplicatas.

HSPME-GCMS

A microextracdo em fase sélida em headspace (HSPME) foi realizada utilizando a
fibra DVB-CAR-PDMS (Supelco), a 55°C, por 45 minutos.

Apds a extracao a injecdo, foi imediatamente realizada, injecéo split, 250°C, 5min, em
cromatégrafo gasoso (modelo GC-2010, SHIMADZU) acoplado a detector de massas
(GCMS-QP2010, SHIMADZU). Foi utilizada coluna apolar com recheio DB-5.625 (Supelco)
com dimensdes 30mx0,25mmx0,25um. Foi utilizado gas hélio como fase moével, com fluxo
ImL/min. A temperatura foi mantida em 40°C por 5 minutos, com aquecimento 3°C/min até
200°C e 20°C/min até 250°C, mantida por 3 minutos. O detector foi mantido a 200°C, com

espectro de massas m/z de 45 a 450.
indice de Kovats

O indice de Kovats foi determinado, a partir da injecdo da série padrdo de alcanosem
triplicata, mantendo-se 0s mesmos parametros de analise das amostras. Foram identificados 0s

alcanos de 7 até 22 carbonos.

Concentracao relativa
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A concentragdo relativa ou area relativa (Equacdo 1) de um composto é determinada
pela relagdo entre a &rea do pico do composto e a area total de picos do cromatograma
(ZANBOM et al., 2012).

Equacdo 1Concentracdo relativa de um composto

Area do composto

Concentracao relativa do composto % = —
Area total

Analises estatisticas

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA), fator Gnico, p<0,05, para compara¢ao
entre as areas relativas dos compostos, foram comparadas as amostras MO e ME e as
amostras FD e FE. A analise foi realizada utilizando o software Microsoft Office Excel 2010
(Microsoft).

Resultados e discussao

Perfil aromético de mosto lupulado e mosto lupulado com aplicacdo de enzima

Foram identificados 21 compostos volateis nas amostras de mosto. Na tabela 1 séo
apresentados os compostos identificados para as amostras de mosto lupulado (MO) e de
mosto lupulado com adicdode R-glicosidase (ME), o tempo de retencdo, o indice de kovats

(experimental e tedrico) e a area relativa.

Observando a tabela 1 percebe-se que o composto de maior concentracdo € o furfural,
gue é um dos compostos formados na Reacdo de Maillard, reacdo entre aminoacidos e
acucares redutores em altas temperaturas, que, neste caso, ocorre durante a etapa de torrefaco
0 malte. Essa reacdo é favoravel e contribui para a formacgdo de cor e aroma caracteristicos
deprodutos como o pédo ou de outros produtos que passam pelo processo de torrefacdo, como
o café (VAN BOEKEL, 2006).

Outro composto relacionado a reacdo de Maillard e ao processo de torrefagcdo do malte
é o 2-furanmetanol, esses dois compostosforam identificados por Yahya, Linforth e Cook
(2014), por CG-MS, em cevada e malte torrados, sendo o furfural relacionado aos aromas de
pdo, de améndoas edoce, enquanto o furanmetanol esta relacionado com aromas de pao,

caramelizado e doce.
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A formagdo de pirrdis e piranonas, como a 1-(1H-pirrol-2-il)-Etanona também ocorre
durante Reacdo de Maillard, os aromas sdo associados a queimado, pungente e caramelo,
sendo relacionados ao café e produtos derivados de cereais(VAN BOEKEL, 2006).

Entre os compostos identificados nas amostras de mosto lupulado, o Linalol, o trans-
geraniol, o a-terpineol e os mircenos estdo associados ao lupulo. O geraniol é associado ao
aroma floral e aroma de rosas, 0 a-terpineol é associado aos aromas herbaceo e picante
(TODARO et al., 2015).

O linalol estad associado ao aroma floral e foi relatado, em estudo com
CGlolfatometria, como o principal composto associado ao atributo “aroma lupulado”
(STEINHAUS; FRITSCH; SCHIEBERLE, 2003).

26



Tabela 1 Compostos identificados por HSPME-GMCS, tempo de reten¢do (RT), indice de retencdo (IR) e concentracdo relativa, das amostras mosto lupulado (MO) e
demosto lupulado com adicé@odel3-glicosidase(ME)

RT IR (Calculado) IR(Literatura) A%**
Composto . .
MO ME MO ME IR REFERENCIA MO ME
1-pentanol 3,746 3,754 759 758 762 [1] 0,38 0,38
Hexanal 5,698 5,709 801 801 801 [1] 0,47 0,50
Furfural 6,985 6,997 829 830 828 [1] 58,84 60,93
2-Furanmetanol 8,067 8,083 853 853 856 [1] 3,21 3,47
1-Hexanol 8,811 8,823 869 870 863 [1] 0,59 0,63
2-metil-, Propanoato de butila 16,362 16,377 1016 1016 1020 [4] 1,89 1,98
Benzeno acetaldeido 17,690 17,703 1041 1041 1036 [1] 6,42 6,58
1-(1H-pirrol-2-il)-Etanona 18,958 18,975 1065 1066 1060 [4] 0,71 0,63
Linalol 20,721 20,735 1099 1099 1095 [1] 5,50 5,72
Maltol 21,132 21,158 1107 1107 1006 [1] 0,96 0,87
Fenil etanol 21,239 21,252 1109 1109 1110 [3] 6,45 5,18
a-terpineol 25,400 25,413 1192 1192 1185 [3] 1,01b 1,10°
trans-geraniol 28,140 28,151 1250 1250 1249 [1] 0,48b 0,56°
Acido nonanéico 29,300 29,300 1274 1274 1267 [1] 2,59 2,57
2-Undecanona 30,119 30,131 1292 1292 1293 [1] 0,85 0,86
Cariofileno 35,473 35,486 1413 1413 1417 [1] 1,26° 0,87b
a-Cariofileno 36,992 37,004 1449 1449 1444 [3] 5,69° 4,24b
1-Dodecanol 38,035 38,046 1474 1474 1470 [2] 0,35 0,56
2-Tridecanona 38,861 38,874 1494 1494 1495 [1] 0,37 0,35
Oxido de cariofileno 42,089 42,102 1575 1575 1573 [3] 0,45° 0,41b
Hexadecanoato de metila 54,466 54,604 1920 1925 1921 [1] 1,18 1,39

* [1] Adams (2007); [2] The LRI and odour data base; [3] The phero base; [4] National institute of Standards and Technology. ** Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca

significativa entre as amostras (p<0,05).
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A Figura 1 mostra as médias e desvios padrdo encontrados para o g-linalol, o trans-
geraniol, o a-terpineol.
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Figura 3 Médias e desvios padréo da area relativa dos compostosgeraniol, linanol e alpha terpineol encontrados na
amostras de mosto lupulado(MO) e mosto lupulado com adi¢@odel3-glicosidase(ME).

Na figura 1 observa-se que as areas relativas dos trés compostos aumentaram apos 0
tratamento enzimatico. Esses resultados estdo de acordo com trabalho realizado por Wang et
al. (2013), que teve como resultado, apds a aplicagdo de 3-glicosidase em vinhos, aumento da
concentracdo de quatro terpenos, entre eles o linalol e o terpeniol. No estudo realizado por
Daenen et al. (2007), realizado com extrato glicosilado de lapulo e leveduras com atividade
de glicosidase, foi identificada a liberagéo de linalolpela a¢do das leveduras.

Na tabela 1, supracitada, observa-se que a area relativa dos picos dos compostos trans-
geraniol e a-terpineol aumentaram significativamente com o tratamento enzimético. Esses
resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Cabaroglu et al. (2003), que aplicando
B-glicosidases em vinhos, observaram que o tratamento enzimatico aumentou a concentracao

de alpha-terpeniol e geraniol, com diferenca estatisticamente significativa.
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Perfil aromatico de cerveja fermentada, cerveja fermentada com dry hopping e
cerveja fermentada com dry hopping e aplicacéo de enzima g-glicosidase

Na amostra controle de cerveja fermentada (FO), foram identificados 20 compostos
(Tabela 2). Observa-se que 0os compostos originados pela reacdo de Maillard, majoritarios na
amostra de mosto, ndo foram identificados na amostra FO. A resisténcia de leveduras que
crescem em presenca de furfural e a degradacdo de compostos semelhantes como o
hidroximetilfurfural ja foram relatadas na literatura previamente (LIU et al., 2004,
AKILLIOGLU; MOGOL; GOKMEN, 2011)

O composto de maior area relativa na amostra FO € o fenil etanol (77,68%). Também
pode ser observada a presencga de um éster formado a partir do mesmo alcool, o fenil acetato.
O fenil etanol e o fenil acetato sdo produzidos pelas leveduras durante a fermentacdo e sdo

sensorialmente associados ao aroma de rosas (FUKUDA et al., 1990).

Observa-se também na tabela 2, que a maioria dos compostos formados durante a
fermentacdo séo ésteres. Os esteres sdo formados no interior da célula da levedura durante a
fermentacdo e como sdo sollveis passam da membrana para 0 meio. Apesar de presentes em
guantidades traco em bebidas como a cerveja e o vinho, sdo fundamentais para a formacéo do
aroma destas bebidas, o qual se caracterizara em fungdo dos tipos de ésteres e das quantidades
presentes. Os ésteres sdo associados ao aroma frutado (VERSTREPEN, et al. 2003).

Na Tabela 3, sdo apresentados os 30 compostos identificados para a amostra de
cerveja fermentada apds a aplicacdo de dry hopping (FD) e com aplicacdo de dry hopping e

enzima p-glicosidase (FDE).

Comparando os compostos das amostras FD (Tabela 3) e FO (Tabela 2), observa-se
que 10 compostos que ndo estavam presentes na amostra FO, foram identificados apds o
emprego da técnica de dry hopping. Entre os compostos associados ao dry hoppyng foram
identificados compostos comumente presentes em lGpulo como o mirceno, o trans-geraniol, o
metil geranato, o cadinol e o oxido de cariofileno. Foram identificados também ésteres e

cetonas.

O geraniol, associado ao aroma floral, é citado em diversos estudos como um dos
principais compostos de aroma de lupulo, sua concentracdo € dependente do cultivar de
lUpulo utilizado (TAKOI et al., 2010).
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Os cariofilenos, tanto na forma hidratada quanto na forma oxidada, estdo entre 0s
compostos geralmente identificados como majoritatrios em lGpulo e sdo classificados também
como um dos sesquiterpenos mais encontrados na natureza. Entretanto, apos a etapa de
fervura no processamento de cervejas, resta apenas uma pequena fragdo do composto no
produto (STEENACKERS; COOMAN; VOS; 2015).
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Tabela 2 Compostos volateis identificados por HSPME-GMCS, tempo de retencdo (RT), indice de retencdo (IR) e concentracdo relativa, na amostra de cerveja fermentada

(FO)
IR (Literatura)
IR )
Composto RT . Area%
(Calculado) REFERENCIA*
IR

1-Pentanol 3,747 758 762 [1] 9,95
Butanoato de etila 5,752 802 802 [1] 0,09
3-Metil, Acetato de butila 9,104 876 875 [1] 1,41
Estireno 9,610 887 889 [2] 0,33
Hexadecanoato de etila 15,540 1001 997 [1] 2,04
2- Metil, Propanoato de butila 16,357 1016 1020 [4] 0,05
1-Octanol 19,327 1072 1072 [2] 0,16
Linalol 20,719 1099 1095 [1] 0,70
Fenil-etanol 21,490 1114 1110 [3] 77,68
Citronelol 27,051 1227 1223 [1] 0,14
Acetato de feniletila 28,065 1248 1254 [1] 4,41
Acido nonandico 29,288 1274 1267 [1] 0,28
Acido n-decanéico 33,690 1372 1364 [1] 0,77
Cariofileno 35,471 1412 1417 [1] 0,07
a-cariofileno 36,986 1449 1444 [3] 0,28
Dodecanol 38,048 1474 1470 [2] 0,21
Dodecanoato de etila 42,807 1593 1395 [1] 0,35
Tetradecanoato de etila 50,134 1793 1725 [1] 0,07
Hexadecanoato de metila 54,588 1924 1921 [1] 0,25
Hexadecanoato de etila 56,803 1992 1992 [1] 0,20

*[1] Adams (2007); [2] The LRI and odour data base; [3] The phero base; [4] National institute of Standards and Technology.
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Tabela 3 Compostos voléteis identificados por HSPME-GMCS, tempo de retencdo (RT), indice de reten¢do (IR) e concentracdo relativa, nas amostrasde cerveja fermentada
com aplicacéo de dry hopping (FD) e de cerveja fermentada com aplicacdo de dry hopping e com adigdodel3-glicosidase (FE)

Composto

IR (Calculado)

IR (Literatura)

FD FE FD FE IR REFERENCIA* FD FE
1-Pentanol 3,732 3,743 758 758 762 [1] 9,84 9,80
Butanoato de etila 5,737 5,738 802 802 802 [1] 0,09b 0,12a
13-Metil, Acetato de butila 9,091 9,099 875 876 875 [1] 1,17 1,63
Estireno 9,597 9,604 887 887 889 [2] 0,21 0,26
Propanoato de pentila 14,020 14,023 972 972 972 [2] 0,15b 0,22a
Mirceno 14,856 14,867 987 988 988 [1] 1,16b 1,73a
Hexanoato de etila 15,480 15,489 999 1000 997 [1] 0,86b 1,64a
2- Metil,Propanoato de butila 17,336 16,357 1035 1016 1020 [4] 0,37b 0,76a
1-Octanol 19,777 19,316 1081 1072 1072 [2] 0,18b 0,19a
Linalol 20,967 20,717 1103 1099 1095 [1] 1,94b 2,31a
Fenil-etanol 22,819 21,417 1140 1113 1110 [3] 69,78 68,76
B-citronelol 27,422 27,064 1235 1227 1223 [1] 0,11 0,12
trans-geraniol 28,181 28,154 1251 1250 1249 [1] 0,18 0,22
Acetato de feniletila 28,481 28,258 1257 1252 1254 [1] 3,39 3,26
5-Decen-1-ol 29,064 28,941 1269 1267 1268 [1[ 0,10 0,12
Acido nonanéico 29,577 29,312 1280 1275 1267 [1] 0,51 0,50
2-Undecanona 30,529 30,038 1300 1290 1293 [1] 0,48 0,54
Metilgeranato 32,141 31,379 1337 1319 1223 [1] 0,20b 0,22a
Acido n-decanéico 33,893 33,683 1376 1372 1364 [1] 0,46 0,40
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Decenoato de etila
Cariofileno
a-Cariofileno
1-Dodecanol
2-Tridecanona
Decanoato de etila
Oxido de cariofileno
a-Cadinol
Tetradecanoato de etila
Hexadecanoato de metila

Hexadecanoato de etila

34,445
35,966
37,331
38,304
38,732
42,096
42,794
44,928
50,124
54,577
56,792

34,280
35,209
36,990
38,036
38,856
42,103
42,790
44,939
50,132
54,585
56,800

1389
1412
1449
1474
1491
1575
1593
1649
1792
1924
1992

1385
1406
1449
1474
1494
1575
1593
1650
1792
1924
1992

1390
1417
1444
1470
1495
1595
1395
1644
1725
1921
1992

(2]
(1]
(3]
(2]
(1]
(1]
(1]
(2]
(1]
(1]
(1]

1,52
0,76
3,60
0,09
0,11
0,08
0,27
0,23
0,07

0,14b

0,31

1,32
0,59
3,21
0,11
0,11
0,08
0,19
0,23
0,06
0,28a
0,30

* [1] Adams (2007); [2] The LRI and odour data base; [3] The phero base; [4] National institute of Standards and Technology. ** Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca

significativa entre as amostras (p<0,05).
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O mirceno, que foi identificado apds o dry hopping, pode ser associado a adi¢do de
lGpulo uma vez que é um composto volatil identificado na maioria dos estudos sobre
compostos volateis de lGpulo. Além disso, € relatado como um dos compostos majoritarios no
Oleo essencial de lGpulo. Esse composto esta associado sensorialmente ao aroma herbaceo
(GONCALVES, et al. 2012).

O cadinol também foi identificado por HSPME-GCMS por van Opstaele et al.
(2012),que estudaram compostos presentes em 0leo essencial de flor de lupulo.No mesmo
estudo, foram identificados também alguns ésteres e cetonas, como a undecanonae a
tridecanona, que no presente trabalho também foram identificadas ap6s a aplicacdo de dry
hopping.

A amostra com aplicacdo de enzima S-glicosidase apresentou maiores valores para 0s
compostos mirceno e linalol (Figura 3), indicando possivel acdo da enzima sobre os
compostos na forma glicosilada. Observa-se também que o mirceno, relatado como um dos
compostos majoritarios na maioria dos estudos com lGpulo (SCHONBERGER;
KOSTELECKY, 2011), ndo estava presente na amostra sem dry hopping, indicando a

possivel perda desse composto durante a fervura.

Além disso, em estudo realizado por Steinhaus e Schieberle (2000), que analisaram os
aromas de lapulo fresco e seco, por CG-olfatometria, o linalol e o mirceno séo considerados
0S mais importantes aromatizantes encontrados nas amostras, junto ao trans-4,5-epoxy-(E)-2-

decenal.
3
2,5
X2
(1]
2
I
E 1,5 —
© M Linalol
g
< 1 mirceno
0,5 —
0 1
FO FD FE
Amostra

Figura 4. Area relativa (%) dos compostos mirceno e linalol nas amostras FO, FD e FE
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Observa-se também que alguns ésteres possuem quantidades diferentes nas amostras
FD e FDE, no entanto, ndo é possivel atribuir este aumento a acdo da B-glicosidases, embora
a presenca de contaminacdo por outras enzimas como lipases no preparado enziméatico ndo
possa ser descartada e por consequéncia a sintese de esteres a partir de precursores desta
amostra também pode ser uma possibilidade. Porém, esta analise deve ser feita utilizando um
método mais preciso para quantificacdo dos compostos menos volateis, como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) de modo a confirmar os resultados obtidos por HSPME-GC-
MS.

Conclusao

Com a aplicacdo de dry hopping foi possivel identificar aumento no nimero de
compostos volateis. Foram identificados 10 compostos que ndo estavam presentes na amostra
de cerveja fermentada sem aplicacdo de dry hopping, entre os compostos que foram
identificados estdo terpenos, ésteres e cetonas. Assim, esta técnica que vem sendo usada como

forma de melhorar o perfil aromaético de cervejas, é respaldada pelos resultados aqui relatados.

Na amostra de mosto lupulado foi identificado o aumento da concentracao relativa dos
compostos geraniol e a-terpeniol. J& na amostra de cerveja fermentada com aplicacdo de dry
hopping e enzima p-glicosidase, a concentragdo relativa dos compostos mirceno e linalol
aumentou, demonstrando que possivelmente a enzima atua liberando esses compostos,

contribuindo para o perfil aromatico das cervejas.
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5. CONCLUSAO GERAL

Foi possivel identificar entre 20 e 30 compostos volateis nas amostras analisadas, com
diferentes perfis para diferentes amostras. Mostrando que a metodologia de extracdo por

HSPME-GCMS pode ser aplicada a analise de cervejas.

Nas amostras de mosto 0os compostos predominantes eram 0s compostos da reacao de
maillard e compostos presentes em Oleo essencial de ldpulo. J& na amostra de cerveja

fermentada, foi predominante a presenca de ésteres, alcoois e compostos de Itpulo.

Quando foi adicionado o lapulo pela utilizacdo da técnica de dry hopping foi possivel
identificar 10 compostos volateis, além dos volateis ja presentes na amostra controle, entre 0s
compostos identificados apds a aplicacdo de dry hopping encontram-se terpenos, cetonas e

ésteres, confirmando que o emprego da técnica altera o perfil aromatico de cervejas.

Com a aplicacdo da enzima B-glicosidase, houve aumento de geraniol e a-terpeniol na
amostra de mosto lupulado e de linalol e mirceno na amostra de cerveja apds a aplicacdo de
dry hopping, indicando a possivel acdo da enzima sobre a liberacéo desses compostos.

Embora outros estudos devam ser realizados para a comprovacao desses resultados,
bem como a otimizacdo da metodologia de analise e das condi¢bes da aplicacdo da enzima,
neste trabalho, foi possivel verificar que tanto a aplicacdo de S-glicosidase, quanto o uso da
técnica de dry hopping, apresentam influencia na modificacdodo perfil de volateis de cerveja.
Se por um lado a aplicacdo de S-glicosidase é algo novo e deve ser melhor avaliado quanto a
sua possivel intervencdo na melhora do perfil aromatico de cerveja, por outro, a técnica de dry
hopping é amplamente utilizada e associada a um aumento na intensidade do aroma lupulado.
Neste Gltimo caso, os resultados aqui apresentados confirmam a modificacdo no perfil de
compostos volateis apds a aplicagdo desta técnica, comprovando cientificamente aquilo que ja

era observado na pratica pelos cervejeiros.
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