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HOP CHEMISTRY. Hops in the brewing process are important for the chemical and sensorial quality of beer. Hops give to the beer
bitterness (due to the presence of humulones and lupulones), natural antioxidants (due to the presence of polyphenols) and flavor (due
to the presence of volatiles and essential oils). In this paper, we present, for the first time in Portuguese, a critical and comprehensive
review about the phytochemistry of hops and the relationship between hop chemistry and the brewing process.
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INTRODUCAO

Humulus Lupulus Linnaeus € o nome cientifico da espécie per-
tencente a ordem das Rosales e a familia Cannabaceae.! O género
Humulus é composto por trés espécies, H. lupulus, H. japonicus e
H. yunnanensis. Destas, apenas o H. lupulus e o H. japonicus sao
cultivadas em larga escala com finalidade comercial.> O H. lupulus
¢ utilizado na fabricacio de cervejas e € descrito como uma trepa-
deira perene, que produz flores (também chamadas de cones) ricas
em resinas (que conferem amargor), polifenéis (com propriedades
antioxidantes) e dleos essenciais (que conferem aroma).* E impor-
tante destacar que sdo de interesse para a industria cervejeira apenas
as flores nao fertilizadas das plantas fémeas do lipulo, pois somente
nelas sdo encontradas, em quantidades aprecidveis, as chamadas
glandulas de lupulina, que sdo responsaveis pela secre¢do de um po
amarelo (chamado de lupulina) que contém as substancias quimicas
de interesse, isto &, as resinas, os polifendis e os 6leos essenciais.®’
A Figura 1 ilustra um cone de lipulo seccionado no qual pode ser
observada a lupulina.
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Figura 1. Flor de lipulo seccionado com destaque para lupulina®

Embora existam trabalhos descrevendo o uso do ldpulo na drea da
saude (devido as suas propriedades antimicrobianas, anti-inflamatd-
rias, fitoestrogénicas e calmantes), seu uso mais comum € na industria
cervejeira.*'? O consumo de ldpulo pela inddstria cervejeira € tanto
que em torno de 97% de sua producgdo ¢ destinada a fabricagdo de
cerveja. O lupulo como ingrediente na produ¢@o de cerveja confere
aroma, amargor e estabilidade coloidal a espuma, além de atuar como

*e-mail: stanislau@igsc.usp.br

antioxidante e antimicrobiano protegendo a cerveja de processos
oxidativos e de contaminagdes microbioldgicas.!®* A importancia do
Iipulo para a inddstria cervejeira € tanta, que assim como o malte,
ele muitas vezes € chamado de “alma da cerveja”, pois, variando-se
apenas o tipo e/ou a quantidade de ldpulo em uma mesma receita
base € possivel fabricar cervejas totalmente distintas em termos de
amargor e aroma.'*!

A maior parte da produgdo mundial de lipulo (75-80%) €
atribuida a paises como Alemanha (Hallertau) e Estados Unidos
(Washington, Oregon e Idaho), uma vez que nestes locais podem
ser encontradas as condig¢des 6timas para o cultivo do ldpulo, isto
é, solos argilosos ou arenosos profundos e de fécil drenagem (as
raizes da planta podem atingir mais de 2 m de profundidade), alta
exposicao a luz durante o crescimento da planta (necessidade de 15
a 18 h de sol por dia) e clima frio.> Em funcéo destas exigéncias de
clima e solo para cultivo, acreditava-se que ndo era possivel cultivar
ldpulo no Brasil. Entretanto, existem algumas iniciativas para a
producio de ldpulo em diferentes cidades das regides sul, sudeste,
norte e nordeste do Brasil, que derrubaram o mito da impossibilidade
de se cultivar e produzir lipulo no pais. Por exemplo, no estado de
Sédo Paulo, em 2014, foi noticiada a producao de lipulo na regido de
Campos do Jordao e, mais recentemente, foi noticiado o cultivo de
ldpulo em diversas cidades do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parand, Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia e até em Brasilia — DF.'
Estas iniciativas de producio de lipulo no Brasil tém gerado uma
grande expectativa para que o pafs caminhe para a autossuficiéncia
da produgdo desta importante matéria-prima para a inddstria cerve-
jeira. E, embora até o momento, ndo existam documentos publicos
relatando as caracteristicas quimicas e sensoriais do lipulo produ-
zido no Brasil, diferentes variedades de lipulo tém sido cultivadas
e utilizadas para producdo cervejeira por pequenas cervejarias e
também por cervejeiros caseiros com grande sucesso. Para se ter
uma ideia da demanda de lipulo no pafs, € preciso considerar que
o setor cervejeiro produz aproximadamente 14 bilhdes de litros de
cerveja ao ano e, em fun¢do disso, o pais ocupa o lugar de terceiro
maior importador de ldpulo do planeta. Somente em 2015, o Brasil
importou cerca de 4 mil toneladas de lipulo a um custo de mais de
R$ 200 milhdes de reais.!”

Considerando o exposto, o objetivo deste artigo de revisdo €
apresentar, pela primeira vez em lingua portuguesa, uma revisao
critica e abrangente sobre a quimica do ldpulo, com a finalidade
de atender a uma demanda crescente por informagdes sobre os
principais aspectos da fitoquimica do lipulo e sua contribuicio
para o processo cervejeiro.
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COMPOSICAO QUIMICA DO LUPULO

A composi¢do quimica das flores do lipulo € complexa, e uma das
maneiras de investigd-la € agrupar os metabdlitos secunddrios produ-
zidos pela planta em diferentes fragdes como, por exemplo, resinas
totais, polifendis, 6leos essenciais, proteinas, ceras, esteroides, entre
outros.">’” Na Tabela 1, podem ser observadas as principais classes
dos constituintes majoritdrios em flores de ldpulo e suas respectivas
quantidades médias expressas em 10% de umidade.

Tabela 1. Principais constituintes encontrados em flores secas de lapulo"'®

Constituinte Quantidade % (m/m)
Resinas totais 15-30
Oleos essenciais 0,5-3
Proteinas 15
Monossacarideos 2
Polifendis 4
Pectinas 2
Aminoécidos 0,1
Ceras e esteroides Tracos-25
Cinzas 8
Agua 10
Celulose/lignina 43

E importante destacar que fatores como a variedade do lipulo,
o local e as técnicas de cultivo, o grau de matura¢do no momento da
colheita, além de fatores pés-colheita como secagem, peletizacao e
armazenamento podem levar a variagdes na propor¢do dos consti-
tuintes apresentados na Tabela 1."

Fracionamento das resinas do lipulo

Foi Hayduck, em 1888, que pela primeira vez obteve as resinas
do ldpulo e as denominou de fragdes o, 3 e 7. A nomenclatura para
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cada fracdo considerava a solubilidade da respectiva fraciio em dife-
rentes solventes, além de sua capacidade de formar um precipitado na
presenca de acetato de chumbo.?’ Ao longo dos anos, a nomenclatura
das fragdes das resinas do liipulo mudou bastante e, em 1897, o termo
resina-y tornou-se obsoleto. Desde entdo, essa fragdo tem sido cha-
mada apenas de resina dura. Em 1957, foi estabelecida uma proposta
conjunta de nomenclatura para as fragdes das resinas do lipulo entre
a European Brewery Convention (EBC) e a American Society of
Brewing Chemists (ASBC). Esta proposta conjunta passou por uma
revisdo no ano de 1969 e desde entdo a nomenclatura estabelecida
permanece a mesma. !>

Quimica das resinas totais do lipulo

Indiscutivelmente, o método mais usado para a extracdo e o fracio-
namento das resinas do ldpulo € uma versdo modificada do protocolo
de Wollmer.? Na Figura 2, pode ser observada a nomenclatura e os
principais constituintes das fragdes do lipulo. A resina total do li-
pulo pode ser obtida por extragdo com éter dietilico e metanol a frio,
podendo ser ainda fracionada em resinas macias e resinas duras. As
resinas macias sio aquelas que apresentam solubilidade em hexano
e constituem de 10-25% das resinas totais, enquanto que as resinas
duras sdo aquelas que ndo se solubilizam em hexano e constituem de
3-5% do peso total do ldpulo.* As propriedades quimicas e fisicas
das resinas macias e duras diferem bastante umas das outras. Por
exemplo, a resina macia geralmente exibe uma tonalidade amarela-
da e tem aspecto de um fluido denso e viscoso, enquanto as resinas
duras se apresentam como um material sélido de cor verde escura.'

Resinas macias

o-dcidos

As resinas macias podem ser divididas em o-dcidos e fracio p. E
nas resinas macias que se encontram os dcidos amargos do ldpulo, cons-
tituidos de uma mistura de o-dcidos e B-dcidos (humulonas e lupulonas,
respectivamente), que podem corresponder a 5-21% da massa total do
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Figura 2. Nomenclatura e principais constituintes das fragoes do lipulo segundo fracionamento obtido pelo protocolo de Willmer modificado’
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lipulo em base seca. Os 0-acidos por sua vez, constituem de 1,5-13%
da massa total das resinas macias. O teor de o-dcidos no lipulo € muito
dependente da cultivar e, em média, representa de 9-10% da massa do
lipulo em base seca, embora ja existam no mercado ldpulos com mais
de 20% de o-dcidos.™ Destaca-se a variedade alema denominada de
ldpulo “Polaris”, que pode apresentar teores de o-dcidos de 18-23%.%
Em nivel laboratorial, os a-dcidos podem ser obtidos facilmente em
funcdo de sua capacidade de formar um sal de chumbo insolivel quando
em presenga de acetato de chumbo em metanol. A fracdo dos o-dcidos
¢ composta por uma mistura de cinco humulonas andlogas, sendo os
seus principais constituintes a humulona (35-70% do total de a-4cidos),
a cohumulona (20-55%), a adhumulona (10-15%), a prehumulona (1-
10%) e a poshumulona (1-3%).>"*8 A estrutura quimica dos principais
a-acidos do ldpulo € apresentada na Figura 3.

A estrutura molecular beta-tricarbonil conjugada das humulonas
¢ responsdvel pelas suas principais propriedades fisico-quimicas,
como por exemplo, o croméforo da molécula (com seus maximos
de absor¢do no UV em 320, 277 e 234 nm), suas caracteristicas de
acido fraco (devido ao efeito estabilizador do sistema conjugado
no enolato, com valores de pKa de 4,0 a 5,5), e sua propriedade de
quelar metais como Fe?* e Cu** que ajuda a diminuir a formagao de
espécies reativas de oxigénio na cerveja.*° As humulonas apresen-
tam ainda atividade antioxidante de sequestro do radical livie DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e de inibigdo da peroxidagdo lipidica.
Por exemplo, a humulona apresenta valores de IC, (isto €, quantidade
capaz de inibir 50% do radical livre) de 3,2 x 10~° mol L' frente ao
DPPH; e IC;, de 7,9 x 10~ mol L' para inibicdo da peroxidagdo
lipidica), que em conjunto com os compostos fendlicos contribui
para a estabilidade quimica e sensorial das cervejas.?”?

No entanto, a importancia primeira das humulonas no processo
de fabricacdo de cerveja estd relacionada a sua contribui¢do para
0 gosto amargo da bebida, uma vez que o amargor proporcionado
pelo lipulo equilibra a dogura dos acticares do malte e proporciona
um final refrescante, evitando assim que a bebida tenha um gosto
excessivamente doce e um cardter sensorial enjoativo.’! Para isso, no
processo cervejeiro, os lipulos de amargor, isto €, lipulos que apre-
sentam mais de 10% de at-dcidos, sdo adicionados no inicio da etapa
de fervura do mosto. Durante a fervura, que ocorre por 45 a 60 minutos
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em média, as humulonas sofrem um processo de isomerizagao ori-
ginado os iso-0-dcidos ou iso-humulonas, que sdo mais amargos e
mais soldveis em dgua que as humulonas.® A isomeriza¢do é uma
reagdo favorecida em temperaturas elevadas (=100 °C) e, durante este
processo, cada humulona gera seus dois diastereoisomeros na forma
cis—iso—humulona e trans—iso—humulona.* De modo que as cinco
humulonas presentes nos lipulo vao dar origem a um total de dez
diastereoisomeros, sendo cinco destes na configuracéo cis e cinco na
configuracdo trans. Também € importante destacar que a denominagao
cis/trans dos iso-o-dcidos € sempre relativa ao grupamento OH do
carbono 4 e o grupamento isoprenil do carbono 5 do anel de cinco
membros. Na cerveja, as cis—iso—humulonas sdo consideradas como
as principais moléculas responsdveis pelo gosto amargo da bebida,
sendo mais amargas que as trans—iso-humulonas.*? Este processo de
isomerizacdo pode ser observado na Figura 4.

O amargor de uma cerveja usualmente € expresso em Unidades
Internacionais de Amargor (do inglés “International Bitterness Units”
ou IBU). Nesta escala, 1 IBU € equivalente a 1 mg de iso-ct-dcidos L
de cerveja. O que nos leva a pensar na importancia de se conhecer a
eficiéncia de conversdo de humulonas em iso-humulonas durante a
fervura do mosto cervejeiro para se alcangar o amargor necessério
para uma dada receita cervejeira. Por exemplo, uma cerveja estilo
“american ligth lager” (estilo da maioria das cervejas comerciais no
Brasil) geralmente apresentard entre 8 a 12 IBU, o que € muito proé-
ximo do limiar de percepg¢ao para o gosto amargo das iso-humulonas
em cerveja; enquanto que cervejas do estilo “Indian Pale Ale” podem
apresentar facilmente mais de 45 IBU.%

O termo ‘utilizacido’ € empregado para designar a eficiéncia
da isomeriza¢@o das humulonas em iso-humulonas. Malowicki &
Shellhammer, investigaram a cinética da isomerizacéo de humulonas
no nivel mais simples possivel, isto €, apenas em fung¢do do tempo e
da temperatura de fervura, empregando uma solu¢do modelo com-
posta apenas de dgua com pH tamponado e padrdes de referéncia de
humulonas.??Estes autores encontraram que a cinética de isomeriza-
¢30 no sistema modelo por eles utilizado € de primeira ordem, com
degradagdo pronunciada das iso-humulonas formadas apds duas meias
vidas da sua concentragdo inicial.*> Os autores também determina-
ram experimentalmente a constante de velocidade da isomerizagio
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Figura 3. Estruturas quimicas dos principais a-dcidos (humulonas) do lipulo’
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Figura 4. Representacdo da reagdo de isomeriza¢do da humulona em cis/trans-iso-humulonas (mais amargas e mais hidrossoliiveis) durante o processo de

fervura do mosto em temperatura > 100 °C e por um tempo de 45 a 60 minutos*

como sendo k; = (7,9 x 10'") ¢1188/D (onde T= temperatura em
graus Kelvin). Enquanto que a constate de velocidade da cinética de
degradagdo das iso-humulonas como sendo k, = (4,1 x 10?) 129
/32 Apesar de ser um estudo muito interessante e de aplicagdo
pratica, Malowicki & Shellhammer em um trabalho mais recente
afirmam que, embora tenham modelado a cinética de isomerizacao
de humulonas em um sistema modelo, qualquer cervejeiro pode
testemunhar que muitos outros fatores afetam significativamente a
utilizagdo do ldpulo.** Por isso, eles repetiram seu estudo avaliando
agora o efeito da presenca de glicose, maltose, cdlcio e de variagdes
no pH do mosto na faixa de 4,8 a 6,0. Eles descobriram que a taxa de
producio de iso-humulonas ndo € afetada pela presenga destes novos
fatores investigados, embora o pH do meio influencie na solubilidade
das iso-humulonas formadas no mosto.**

Outros autores reportam que a utilizagdo do ldpulo € influen-
ciada principalmente pelos seguintes fatores: pH do mosto, taxa de
solubilizagdo das iso-humulonas, vigor da fervura, densidade do
mosto e tempo de fervura.*’*3 Em rela¢do ao pH do mosto, durante
a fervura é comum encontrarmos pH entre 5,0 a 5,3; embora exista
a possibilidade de variagdes dependendo principalmente da compo-
sicdo da dgua cervejeira e do tipo de malte utilizado (variagdes de
pH de 4,9 até 5,6).* A taxa de solubiliza¢do das iso-humulonas nos
valores usuais do pH do mosto € de no méaximo 30%.*' O vigor da
fervura pode ser considerado uma constante que depende do ponto
de ebulicdo da dgua no local da fervura e do design do equipamento
utilizado para fervura do mosto.’! A densidade do mosto € um fator
muito importante, uma vez que quanto maior for a densidade, menor
¢ a solubilidade das iso-humulonas. Isso corre porque os actcares
dissolvidos no mosto estabelecem liga¢des de hidrogénio com a dgua,
de modo que, em altas densidades, a quantidade de dgua disponivel
para estabelecer ligagdes de hidrogénio e solubilizar as iso-humulonas
vai ser menor.*'* Por outro lado, o tempo de fervura é um dos fato-
res de grande importancia para a isomerizagdo das humulonas, pois
quanto maior o tempo de fervura, até um dado limite, maior a taxa
de isomerizacdo. Desta forma, para se calcular o IBU que serd obtido
em uma dada receita de cerveja € preciso considerar a sua taxa de
utilizag@o (que precisa ser calculada) e a quantidade de o-dcidos
adicionada (Equagdo 1).%

IBU = Taxa de utilizagdo x mg L' de humulonas adicionadas (1)

Para se conhecer a Taxa de utilizagio do ldpulo basta se multi-
plicar o Fator Bigness (que considera a reducéo da taxa de utilizagdo
devido a densidade do mosto) pelo Fator tempo de fervura (que
considera o efeito do tempo de fervura na isomerizagdo) conforme
a Equagdo 2.3

Taxa de utilizagdo = Fator Bigness x Fator de tempo de fervura (2)

O Fator Bigness pode ser calculado com o emprego da
Equagéo 3.3

Fator Bigness = 1,65 x 0,000 125 ensidade domosto - 1) 3)

E o Fator tempo de fervura pode ser calculado pela Equagéo 4.3

(l - e(—0,04 x tempo min.) )

Fator tempo de fervura = 4)
4,15

Os niimeros 1,65 e 0,00125 utilizados no célculo do Fator Bigness
foram empiricamente estabelecidos para ajustar os dados de densidade
em func¢@o do fator tempo de fervura. Enquanto que na equagdo do
Fator tempo de fervura, o nimero -0,04 controla a forma da curva de
utilizacdo versus o tempo, e o nimero 4,15 controla o valor maximo
de utilizag@o.% Para uma maior precisdo destes cdlculos, esses nu-
meros podem ser ajustados conforme o design de cada equipamento
cervejeiro.}3

Finalmente, a quantidade de humulonas adicionadas pode ser
calculada pela Equacdo 5.%

(quantidede de) o (massa de )
(mg L' de humulonas) _ \ humulonas lipulo (g)
adicionadas volume de mosto (L)

%1000 (5)

O grifico do efeito da densidade do mosto e do tempo de fervura
na isomerizagdo de humulonas em iso-humulonas € representado na
Figura 5. Nesta figura € possivel observar que para um mesmo tempo
de fervura a utilizagdo diminui com o aumento da densidade do mosto.

Oxidagdo e conversdo fotoquimica de humulonas
As humulonas s@o propensas a sofrer degrada¢des durante o
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Figura 5. Efeito da densidade do mosto e do tempo de fervura sobre a taxa de utilizagdo de o-dcidos

armazenamento do ldpulo e uma das principais caracteristicas de
sua oxidagdo € a contracdo do anel de seis membros através de pro-
cessos auto-oxidativos que produzem um diol vicinal, ou no caso da
exposicio a perdxidos e/ou a luz, que produzem a humulinona, via
mecanismo radicalar a frio (Figura 6). %

Em 2016, Algazzali e Shellhammer realizaram uma pesquisa com
o objetivo de avaliar a intensidade do amargor das humulinonas. Para
isso, adicionaram extratos ricos deste composto em cervejas tipo lager
ndo lupuladas, em concentracdes de 8 a 40 mg L'.* Estas cervejas
foram avaliadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
e por um painel sensorial treinado. Estes autores descobriram que as
humulinonas possuem um amargor equivalente a 66% do amargor das
iso-humulonas, demonstrando que as humulinonas contribuem para
0 amargor da cerveja muito mais do que até entdo se imaginava. Em
um outro estudo Maye e colaboradores, avaliaram as implica¢des da
presenca de humulinonas em ldpulo para o amargor da cerveja durante
o procedimento de lupulagem denominado de “dry-hopping” .3’ Nesta
técnica de lupulagem, o lipulo € adicionado a cerveja diretamente
no fermentador ou no tanque de maturacio (idealmente em con-
centragdes de 4 and 8 g L), com o propésito de aumentar o aroma
de lipulo da cerveja sem, contudo, aumentar o amargor da bebida,
uma vez que, por ser um processo a frio, ndo haveria formagao e
iso-humulonas.* No entanto, estes autores encontraram teores de até
24 mg L'! de humulinonas em cervejas submetidas ao “dry-hopping”,
revelando que € possivel agregar amargor as cervejas submetidas a
este procedimento de lupulagem.*® Os mesmos autores recomendam
ainda que os cervejeiros realizem a andlise de determinagdo do indice
de armazenamento de lipulos que serdo utilizados no “dry-hopping”,
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de modo a evitar o uso de lipulos velhos e oxidados neste procedi-
mento de lupulagem.®

Além disso, a conversdo quantitativa de humulonas em trans-
-iso-humulonas pode ser realizada via fotoisomerizacdo seletiva,
sendo este o procedimento geralmente empregado para producio
de padrdes de referéncia para andlises quimicas como € o caso dos
padrdes comercializados pela ASBC e EBC. Essa reacdo pode ser
realizada com luz em 365 nm, com rendimento maximo de 92%
ap6s 10 min, sem que ocorra a formagdo de cis-iso-humulonas.®* O
mecanismo reacional para fotoisomerizagdo seletiva da humulona
pode ser observado na Figura 7.

Nesta reag@o, a humulona € convertida no intermedidrio lumi-
cetona através de um rearranjo oxa-di-m-metano. Esse intermedidrio
biciclico sofre um rearranjo regiosseletivo ciclopropanol, com total
inversdo de configuracdo do carbono 5 causado pelo ataque no préton
endlico formando a trans-iso-humulona.*

Oxidagdo e degradagdo fotoquimica de iso-humulonas na cerveja

E importante destacar que a exposicdo da cerveja a luz pode
originar compostos de sabor desagradavel, motivo pelo qual a maio-
ria das cervejas sdo comercializadas em garrafas de vidro ambar. O
fendmeno de formagdo de sabor desagraddvel na cerveja exposta a
luz recebe a denominagao de “light-struck” ou “skunk flavor”, e estd
relacionado a fotodegradagao das iso-humulonas com a consequente
formagao do 3-metil-2-buteno-1-tiol (MBT), cujo limiar de percepgao
é extremamente baixo (em torno de 10 ng L!).*!

O MBT ¢ uma mercaptana prenilada, que apresenta notas de
aroma de fumaca sulfurosa, alho e cebola. Quando presente na cerveja

ROOH
LUZ

Humulinona ‘

Figura 6. Reagédes de oxidagdo e conversdo fotoquimica da humulona em humulinona e diol vicinal®



Vol. 42, No. 8

S

Humulona

! [umicetona

Quimica do lidpulo 905

frans-iso-Humulona |

Figura 7. Mecanismo reacional para fotoisomeriza¢do seletiva da humulona em trans-iso-humulona®

provoca o odor desagraddvel que causa a rejeicdo da cerveja pelo
consumidor. A Figura 8 apresenta as rea¢des de formagdo do MBT
na cerveja, a partir de iso-humulonas por fotodegradagdo.® Nessa
reagao, utilizando-se a iso-humulona como exemplo, temos a ativagao
da molécula via radiacdo UV, tipicamente nos comprimentos de onda
de 350-500 nm na presenca da riboflavina (naturalmente presente na
cerveja) como fotossensibilizador. Em seguida, ocorre a oi-clivagem
das ligacdes resultando em um par de radicais. A perda do mondxido
de carbono pelo radical acila e sua recombina¢@o com um radical tiol
presente na cerveja origina o “skunk flavor” 4!

A importancia das iso-humulonas para a estabilidade da espuma
da cerveja
Além da contribuicéo para o amargor as iso-humulonas também

RF
l hv (VIS)

3
RF

Transferéncia de elétron

contribuem para estabilidade coloidal da espuma da cerveja, sendo
que a adicdo de seus derivados hidrogenados, as tetrahidro-iso-
-humulonas e as hexahidro-iso-humulonas sdo capazes de promo-
ver um aumento no teor e na persisténcia da espuma da cerveja.
Resumidamente, a quantidade de compostos hidrofébicos presentes
na cerveja € um fator chave para a estabilizacdo da espuma, pois
esses compostos tendem a deixar o corpo da bebida, que € majori-
tariamente constituida por dgua, etanol e compostos hidrossoliveis,
e se concentrarem na interface liquido/ar, fato este que contribui
para a estabilidade e persisténcia da espuma.’* Em fun¢ido desta
propriedade, as iso-humulonas sdo consideradas excelentes adi-
tivos para a melhoria da estabilidade coloidal da espuma, sendo
observado que a iso-humulona fornece uma espuma mais estdvel do
que iso-cohumulona, pois a primeira apresenta menor solubilidade

Iso-humulona

-CO

P SH

-—

O 0] )\/\
N SH

RFH Abstragio
de hidrogénio
intramolecular
a-clivagem

3-metil-2-buteno-1-tiol

4 OH

Acido dehidrohumulinico

(MBT)

Figura 8. Formagdo do 3-metil-2-buteno-1-tiol (MBT) a partir de iso-humulonas por fotodegradagdo.*’ RF: Riboflavina; RF: Riboflavina no estado excitado

(tripleto); VIS: Radiagdo ultravioleta-visivel
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no pH da cerveja, o que resulta na maior tendéncia em associar-se
com outros componentes presentes na espuma, como € o caso das
proteinas do malte com menor polaridade.***

Assim, cada um dos diferentes homdlogos das iso-humulonas
atua de maneira ligeiramente diferente, produzindo varia¢des no
grau de estabilidade da espuma de acordo com suas atividades de
superficie.* Os principais processos relacionados a formacéo de
espuma e a sua estabilidade sdo: a formagdo de bolhas, drenagem
de liquido da espuma para cerveja, coalescéncia de bolhas (juncdo
de bolhas pela ruptura do filme entre elas) e desproporcionamento
(passagem do gds de uma bolha pequena para uma bolha adjacente
maior). Além das iso-humulonas e das proteinas do malte, também
contribuem para a estabilizacdo coloidal da espuma a presenga de
minerais em quantidades adequadas na dgua cervejeira. As interacdes
entre iso-humulonas/proteinas/minerais contribuem para formar
uma pelicula forte, flexivel e coesiva, reduzindo a coalescéncia e o
desproporcionamento. 34

O crescimento da propor¢do das interacdes de proteinas, mi-
nerais e iso-humulonas pode levar ao aumento do teor espuma da
cerveja, assim como o valor de pH e o teor de etanol da bebida.*®
Outro aspecto importante € o uso de iso-humulonas reduzidas,
como por exemplo, tetrahidro-iso-humulonas e hexahidro-iso-
-humulonas que sao aditivos potencializadores e estabilizadores
de espuma, principalmente nos estilos de cervejas mais leves que
apresentam menor teor de proteinas e menor lupulagem. O uso de
hexahidro-iso-humulonas e tetrahidro-iso-humulonas deve-se ao
fato de que estes sdo mais hidrofébicos e, portanto, sdo estabiliza-
dores mais potentes da espuma se comparados as iso-humulonas e
rho-iso-humulonas. Além disso, o uso de iso-humulonas reduzidas
também evita a formagdo do “light-struck”, como € o caso das
cervejas comercializadas em garrafas claras (transparentes).*! Na
Figura 9 podem ser visualizadas as estruturas das iso-humulonas
reduzidas empregadas como aditivo para estabilizagdo da espuma
de cervejas.

Quim. Nova

Fracao p

A fragdo B das resinas macias (5-15%) pode ser dividida em
B-dcidos e resinas macias ndo caracterizadas. Os -dcidos, que séo
menos dcidos quando comparados aos o.-dcidos, podem ser isolados
das resinas macias através da precipita¢do e remog¢ao dos o-dcidos
com acetato de chumbo, como explicado anteriormente. Os B-dcidos
correspondem a 3-8% da massa total das resinas macias.' Algumas
variedades comerciais de lipulo podem conter até mais de 10%
de B-dcidos em base seca.”> Destaca-se a variedade “Teamaker”
que foi desenvolvida pela empresa ARS Forage, Seed and Cereal
Research, em Corvallis, Oregon, Estados Unidos, no final dos anos
2000. Esta variedade apresenta os teores de o-dcidos (0,6-1,8%)
e B-dcidos (5,4-13,2%) invertidos, sendo uma excelente fonte de
B-dcidos do ldpulo.?® A composigédo da fragdo dos B-dcidos corres-
ponde a uma mistura de andlogos de lupulona (30-55% do total de
B-dcidos), colupulona (20-55%), adlupulona (5-10%), prelupulona
(1-3%) e poslupulona (de quantidade ainda ndo estabelecida na
literatura).?847

As lupulonas sio estruturalmente muito semelhantes as humu-
lonas, sendo na verdade seus andlogos triprenilados. Além disso,
as lupulonas sdo menos dcidas que as humulonas, como pode ser
verificado pelos seus valores de pKa que variam de 4,0 a 7.8. A
existéncia de uma cadeia lateral isoprenila extra torna as lupulonas
significativamente mais hidrofébicas que as humulonas, tornando-
-as praticamente insoliiveis em meio aquoso e pouco presentes na
cerveja. Em fungdo disso, até pouco tempo atrds, considerava-se que
as lupulonas ndo contribuiam para o amargor da cerveja. No entanto,
atualmente, sabe-se que as lupulonas geram uma série de produtos de
transformag@o amargos durante a fervura do mosto, demonstrando
assim que, além das humulonas, as lupulonas sdo também potenciais
precursoras de compostos de gosto amargo para cerveja.*s Este pro-
cesso de transformagdo das lupulonas serd abordado mais adiante
nesta revisdo (vide Resina dura-9). A estrutura quimica dos principais
[-dcidos do lipulo € apresentada na Figura 10.

Tetrahidro-iso-n-humulona

Rho-iso-n-humulona

Hexahidro-iso-n-humulona

Figura 9. Estruturas quimicas da hexahidro-iso-humulona, tetrahidro-iso-humulona e rho-iso-humulona®
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Figura 10. Estruturas quimicas dos principais f-dcidos (lupulonas) do lipulo"

As lupulonas sdo conhecidas principalmente por suas agdes
antimicrobianas, contribuindo para estabilidade microbioldgica da
cerveja. Sua agdo ocorre quando sdo incorporadas nas membranas
celulares dos microorganismos onde atuam como carreadores iond-
foros méveis, que modificam o fluxo de fons na membrana, levando
ao actimulo intracelular de prétons, a dissipagdo do gradiente de
prétons transmembrana, a diminui¢do na absor¢do de nutrientes e
a consequente morte celular.* Além da sua agdo antimicrobiana,
a lupulona também apresenta atividade antioxidante de sequestro
do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e de inibicdo
da peroxidagdo lipidica (valores de ICs, de 2,5 x 10~ mol L frente
ao DPPH; e ICy, de 3,9 x 10~ mol L"! para inibi¢do da peroxidagdo
lipidica), o que contribui também para estabilidade quimica e sen-
sorial das cervejas.?’*

Biossintese de humulonas e lupulonas

A via biossintética de formag@o de humulonas e lupulonas ocorre
nas glandulas de lupulina e pode ser visualizada na Figura 11.

E importante destacar que o niicleo aromatico das humulonas e
lupulonas € um derivado de floroglucinol (que consiste em um anel
aromadtico hidroxilado nas posi¢des C1, C3 e C5) representado pela
floroisovalerofenona que tem sua origem na condensagdo de um
isovaleril-CoA e trés moléculas de malonil-CoA pela agdo da enzima
valerofenona sintase (VPS). Apds a formagdo da floroisovalerofe-
nona, esta pode sofrer duas ou trés prenilagdes com pirofosfato de
dimetilalilo por acdo da enzima humulus lupulus preniltansferase-1
(HIPT1), que vai dar origem a mono-prenil floroisovalerofenona e
a di-prenil floroisovalerofenona (deoxihumulona). A humulona €&
entdo formada através da oxidacdo da deoxihumulona, enquanto
que a lupulona € formada por reagdes adicionais de prenilagdo da
deoxihumulona.”!

Resinas macias ndo caracterizadas

As resinas macias nao caracterizadas (2-7%) sao assim denomi-
nadas por serem consideradas uma fra¢@o ndo especifica, isto €, nelas
podem ser encontrados residuos de resinas macias que permanecem
mesmo depois da precipitacio e/ou cristalizacdo das humulonas e
lupulonas, além de conter tracos de componentes de 6leo essencial e
de ceras devido a solubilidade de alguns componentes destas fracdes

Colupulona
(20-55%)

Quimica do lidpulo 907

Adlupulona
(5-10%)

HO™™ ™
\% S

Poslupulona
(-%)

em éter de petréleo. Os termos resinas macias o e 3 sdo utilizados
para designar as resinas nélo caracterizadas que surgiram a partir das
humulonas ou das lupulonas, respectivamente.'

Resinas duras

As resinas duras (3-5%) podem ser obtidas como a fragio inso-
Idvel em hexano das resinas totais. Por defini¢do, a resina dura € a
porcdo da resina total que € solivel em metanol e éter dietilico, mas
insoldvel tanto em hexano quanto em hidrocarbonetos parafinicos
de baixo ponto de ebuli¢do.”” E geralmente aceito que as resinas
duras surgem por oxidacdo das resinas macias, isto €, a medida que
o ldpulo envelhece durante o armazenamento, a porcentagem de
resina macia cai, enquanto a da resina dura aumenta.’> No entanto,
existem pesquisas que mostram que existem resinas duras no lipulo
mesmo no estagio inicial de desenvolvimento.** Portanto, € necessario
diferenciar entre a resina dura nativa do lipulo e aquela que surge
pela auto-oxidagdo da resina macia durante a secagem e o0 armaze-
namento.>* Sendo assim, as informacGes relativas a caracterizagdo
quimica das resinas duras ainda carecem de muito estudo quimico
de caracterizagdo, sendo um atrativo campo de estudo.

Resinas duras o e 8

No inicio da década de 1960, Burton e Stevens propuseram a
existéncia de duas fragdes nas resinas duras e as denominaram de
resina dura-o e resina dura-B. A resina dura-o. constitui a menor
porcdo das resinas duras e pode ser obtida pela sua capacidade de
formar um sal de chumbo insolivel quando tratada com uma solug@o
de acetato de chumbo. Separagdes por cromatografia de troca idnica
da resina dura-o revelaram a presenca de pequenas quantidades de
humulonas que néo solubilizaram completamente no fracionamento
com hexano no momento da obteng¢do das resinas macias. Entretanto,
nem toda a composicdo da resina dura-o. € composta apenas de
humulonas.>? Vale a pena destacar que a maior parte da composi¢ao
das resinas duras ainda permanece desconhecida e aguardando sua
caracterizac¢do quimica.

A resina dura-f} constitui a maior parte da resina dura total.
Diferentemente da resina dura-o., essa fragdo ndo forma sais in-
soldveis na presenca de acetato de chumbo.”>>* O prenilflavonéide
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xanthohumol (0,3-1,5%) € o componente majoritirio da resina
dura-f.! Além do xanthohumol podem ainda ser encontradas na com-
posicdo da resina dura-f3 outras 13 chalconas relacionadas (Figura 12):
desmetilxanthohumol, xantogalenol, 4’-O-metilxanthohumol,
3’-geranilchalconaringenina, 3’,5’-diprenilchalconaringenina,
5’-prenilxanthohumol, flavokawina, xanthohumol B, xanthohumol
C, xanthohumol D, xanthohumol E, o, B-dihidroxanthohumol e
iso-dehidrocicloxantohumol hidratado.>*

E importante destacar que o xanthohumol tem sido considera-
do um promissor agente anticancerigeno enquanto seus derivados
8-prenilnaringenina e isoxanthohumol apresentam potentes agdes
fitoestrogénicas, de modo que eles foram indicados por alguns
pesquisadores em dietas quimiopreventivas.*>>*Vale a pena destacar
também que o xanthohumol € encontrado tinica e exclusivamente no
ldpulo, de modo que sua presenca na dieta se dd apenas pelo consumo
de cerveja, cuja ingestdo média € estimada em aproximadamente
0,06 mg 100 mL! de cerveja (para cervejas tipo american lager
ou pilsen).” E preciso destacar que a maior parte do xanthohumol
do lipulo € perdido no processo de producdo de cerveja através da
reacdo de isomerizacdo térmica das chalconas em flavonas, na qual

o xanthohumol € ciclizado em isoxanthohumol conforme pode ser
observado na Figura 13.

Resina dura-o

Em 1952, Walker et al. encontraram uma por¢éo (0,6-4,0%) da
resina dura que € soldivel em dgua, e que apresenta a caracteristica
de ser intensamente amarga, mas de um amargor agradavel.®® Eles
denominaram esta fragdo da resina dura como resina dura-8. Estudos
posteriores de Abson et al., (1954), revelaram que a resina dura-d
acumula-se durante o armazenamento do lipulo (possivelmente
por processos oxidativos das humulonas e lupulonas), e que sua
quantidade vai depender principalmente da variedade do ldpulo.”’
Separagdes preliminares da resina dura-8 por cromatografia em
coluna revelaram a existéncia de seis subfragdes (SI-8VI), sendo
que nenhuma € totalmente pura. Em outro estudo, foram obtidas
11 subfragdes da resina dura-6, que puderam ser diferenciadas com
base na sua poténcia de amargor e nas suas propriedades antimicro-
bianas.! Destaca-se na composi¢do da resina dura-d a presenca de
moléculas com anéis de cinco membros, denominadas de huluponas
e dcido hulupinico (Figura 14).
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As huluponas (0,5-3% da massa do lipulo seco) sdo de gosto
amargo excepcionalmente agradavel, e podem ser definidas como o
produto intermediério da oxidagdo dos B-dcidos durante a fervura do
mosto. Elas sdo constituidas de andlogos dos B-dcidos (cohulupona,
hulupona e adhulupona). Em uma investigagao sobre a formagao de
huluponas durante a fervura do mosto, verificou-se que uma parte
considerdvel destas ¢ transferida para o mosto na forma de sais en-
quanto que a maior parte delas € retida no trub ap6s a ebulicdo do
mosto.’*° Em contraste com as resinas duras, ndo foram detectadas
huluponas em lipulo fresco.” Embora as huluponas sejam produtos
intermedidrios da oxidac@o dos 3-dcidos, quando presentes no lipulo,

elas sdo soldveis em solventes organicos e, portanto, componentes
da resina macia.®* O dcido hulupinico por sua vez ¢ considerado o
produto final hidrossolivel da degradagio dos B-dcidos em processos
oxidativos. Ele apresenta a caracteristica de ndo ser amargo. A solu-
bilidade do 4cido hulupinico foi testada em dgua e foi estabelecida
como sendo aproximadamente 1 g L' em pH 4,0.%

Resina dura-¢

A resina dura-¢ representa até 80% da composicdo das resinas
duras totais. Ela possui uma fragéio nao solivel em dgua que apresenta
gosto amargo e, assim como a resina-0, a resina-€ nao é homogénea.
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Figura 14. Estruturas quimicas de huluponas e do dcido hulupinico’

Estudos de fracionamento revelaram a existéncia de mais de uma
centena de subfracdes na resina-€. Estas fragdes foram estudadas
quanto as suas propriedades de amargor e atividade antimicrobiana.
Verificou-se que as subfracdes mais polares ndo apresentaram ativi-
dade antimicrobiana, mas que as fracdes mais apolares mostravam-se
mais amargas e com maior atividade antimicrobiana.! Em um outro
estudo, a resina-¢ foi investigada por andlise sensorial, UV-vis,
CLAE-EM e RMN 1D/2D.%! Foram encontrados na resina-€ residuos
de polifendis e um total de 11 compostos de gosto amargo inéditos
que foram relatados pela primeira vez na literatura: 17,2”-dihi-
droxanthohumol-F, 4’-hidroxitunicatachalcona, isoxantholupona,
1-metoxi-4-prenilfloroglucinol, dihidrociclohumulonahidroquinona,
xanthohumol-M, xanthohumol-N e xanthohumol-P.°' Neste mesmo
trabalho, os autores também quantificaram estes compostos em
cervejas tipo pilsen revelando a contribui¢@o ativa dos compostos
da resina-€ para o amargor da cerveja. De modo que, segundo os
autores do trabalho, seria possivel fabricar cervejas enriquecidas com
flavonoides prenilados pela adi¢@o de resina-€.%!

Quimica dos compostos fendlicos do lipulo

Os compostos fendlicos do ldpulo constituem em média 4% da
massa seca das flores de ldpulo, e apresentam uma vasta classe de
compostos com distintas caracteristicas quimicas, como por exemplo,
flavonoides, flavan-3-ois, taninos, dcidos fenélicos, flavonoides preni-
lados, multifidois glicosilados e estilbenos.'*$* Os compostos fendlicos
do ldpulo encontram-se principalmente nas pétalas e no eixo central
do cone de ldpulo (ou “strig”), com excecdo dos prenilflavonoides
(xanthohumol, isoxanthohumol e compostos relacionados) que foram
discutidos anteriormente nesta revisdo, pois estes sdo encontrados
majoritariamente nas glindulas de lupulina.®* Os compostos fendlicos
do lipulo sdo antioxidantes naturais e, juntamente com 0s compostos
fendlicos do malte, sdo responsdveis pela atividade antioxidante do
mosto e da cerveja, protegendo-os de processos oxidativos, melhorando
também a sua estabilidade e sabor.%®> De modo geral, os compostos
fendlicos do lipulo de baixa massa molar atuam principalmente
como antioxidantes, sequestradores de radicais livres, inibidores de
lipoxigenases e quelando metais de transi¢ao envolvidos em processos
oxidativos. Por outro lado, os compostos fendlicos de alta massa molar
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podem formar complexos com as proteinas da cerveja, promovendo a
instabilidade coloidal da bebida com a consequente formacéo de tur-
bidez e nebulosidade.® Isso hipoteticamente explicaria a caracteristica
de turbidez em cervejas elaboradas com grandes quantidades de lipulo
como € o caso das cervejas tipo New England IPA. No que diz respeito
ao sabor, Goiris ef al., (2014), procurando compreender a influéncia
dos polifendis nas propriedades organolépticas da cerveja, fracionaram
um extrato fendlico de ldpulo nas seguintes classes: proantocianidinas,
flavonéis glicosilados e flavonoides prenilados, e adicionaram estas
fragdes a cerveja que foi posteriormente avaliada por andlise sensorial.
Estes autores concluiram que, com exce¢ao das proantocianidinas (que
conferem adstringéncia), todas as demais fragdes fendlicas investigadas
foram altamente ativadoras do sabor da cerveja, com efeitos positivos
no paladar, e capazes de melhorar a ‘sensacdo de boca’ da cerveja.®?
Em outro trabalho, McLaughlin ef al., (2008), adicionaram extrato
fendlico de ldpulo a uma cerveja tipo american lager comercial de
baixo teor de amargor para comparar o amargor provocado pelos
compostos fendlicos do lipulo com o amargor provocado pela adigdo
de iso-humulonas pré-isomerizadas.® Estes autores verificaram que a
medida que os niveis de fendlicos aumentavam, o amargor produzido
era avaliado sensorialmente como mais “duro” e a cerveja também se
mostrava mais adstringente (possivelmente devido a acdo de fendlicos
com a propriedade de precipitar as proteinas da saliva). Os autores
verificaram que cervejas com 200 mg L' de compostos fendlicos eram
mais amargas do que as cervejas com 10 mg L' de iso-humulonas, no
entanto, os altos niveis de compostos fenélicos testados tornavam a
cerveja de um amargor descrito como “duro, medicinal e metélico”.%*

Flavonoides

Quimicamente, os flavonoides sdo a classe mais diversificada e
difundida de compostos fendlicos da natureza, com diferentes funcdes
metabdlicas nas plantas (absorcao de radiacdo UV, polinizagdo, defesa
contra bactérias e fungos, etc.). Estruturalmente, eles tém um esque-
leto comum que consiste em trés unidades carbonicas organizadas
em C6-C3-C6. Os flavonoides sdo sintetizados pela combinagao da
via dos fenilpropanoides e da via dos policetideos (Figura 15). Como
exemplos mais comuns, podem-se citar a quercetina, encontrada no
Idpulo em concentragdes de 0,05-0,23%, e o kaempferol, encontrado
no lipulo em concentragdes de 0,02-0,24%.' O ponto de partida para
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a sintese dos flavonoides € a conversdo da fenilalanina em p-cuma-
roil-CoA pela via do 4cido cinamico. A chalcona sintase (CS) € a
primeira enzima envolvida na biossintese de flavonoides. Esta enzima
inicia a formacdo do esqueleto da chalcona (tetrahidrochalcona), ca-
talisando a adi¢@o de trés moléculas de malonil-CoA, obtidas através
da via dos policetideos, 2 uma molécula de p-cumaroil-CoA. E a partir
deste esqueleto basico que todos os outros grupos de flavonoides
serdo construidos.® A tetrahidrochalcona (p.ex.: a chalconaringe-
nina) sofre agdo de uma chalcona isomerase (CHI) que dd origem
a uma flavanona (p.ex.: a naringenina). Entdo, a enzima flavanona
3-hidroxilase (F3H) promove uma hidroxilacdo no carbono C3 da
flavanona originando um dihidrofavonol (p.ex.: dihidrokaempferol).
Para finalizar a formag@o de um flavonol (p.ex.: kaempferol), a enzima
Sflavonol sintase (FLS) introduz uma ligagdo dupla entre os carbonos
C2 e C3. Os flavonoides que normalmente podem ser encontrados no
Idpulo sdo as formas glicosiladas de quercetina, kaempferol, morina
e miricetina (Figura 16).% Destes, a quercetina € a que apresenta o
maior potencial antioxidante. Outra caracteristica interessante € que
as formas glicosiladas de kaempferol sdo mais abundantes em lipulos
de aroma se comparados a lipulos de amargor.!

Via dos fenilpropanoides

Fenilalanina
¢ PAL

Quimica do lidpulo

911

Flavan-3-ois e taninos

Flavan-3-ois podem ter origem em duas vias biossintéticas dis-
tintas, de acordo com a sua conformagao R ou S no substituinte C3
do anel central. Eles estdo entre os dltimos compostos sintetizados
na via dos flavonoides (Figura 17). Eles podem ser sintetizados a
partir da redug@o de um flavan-3,4-diol (p.ex.: leucoantocianidina)
pela agdo da enzima dihidroflavonol 4-redutase (DFR), ou entdo
apods a redugdo de uma antocianidina pela ag¢do da antocianidina
redutase (ANR).* Os monOmeros de flavan-3-ois mais comu-
mente encontrados no ldpulo em concentra¢des de 0,03-0,30%,
sd0 a catequina e a epicatequina. Estes compostos podem formar
oligdbmeros ou polimeros que sdo denominados de proantocianidi-
nas (0,20-1,30%) ou taninos condensados (< 2%).! No lipulo, os
taninos condensados mais comuns s@o os derivados da catequina e
da epicatequina (Figura 17).

Acidos fendlicos

Os 4cidos fendlicos do lipulo podem ser encontrados em quanti-
dades pequenas (< 0,01-0,03%).! Eles sdo compostos orgénicos que
apresentam pelo menos um grupo fendlico e uma carboxila na mesma

Acido eindmico

Via dos policetideos

i C4H
. TAL _
Tirosina —» Acido p-cumérico Acetil-CoA
| 4L v AAC
p-Cumaroil-CoA Malonil-CoA
l Cs
Biossintese de flavonoides
TEtmlHdmCh-al ey HIEH Desmetilxanthohumol
(ex. Chalconaringenina)
| cHI { oMT
Flavanona Kanthohumol
(ex. Naringenina)
¢ F3H
Dihidroflavonol
{ex. Dihydrokaempferol)
DFR Flavan-3,4 diol  LAR frans-Flavan-3-ol
FLS {ex. Leucoantocianidina) (ex. Catequina)
Flavonol

{ex. Kaempferol)

FMO
CPR

ANS Taninos
Antocianidina ANR_  ¢is-Flavan-3-ol
(ex. Cianidina) (ex. Epicatequina)

——» Quercetina

F¥sH
L Miricetina

Figura 15. Via biossintética de flavonoides do liipulo.”” PAL: fenilalanina aménia-liase; TAL: tirosina aménia-liase; C4H: cinamato 4-hidroxilase; 4CL:

4-cumarato-CoA ligase; AAC: dcido 1-carboxilico-1-aminociclopropano oxidase; 30GT: 3-O-glicosil-O-transferase; CS: chalcona sintase; HIPT1: Humulus
lupulus preniltransferase-1; OMT: O-metiltransferase; CHI: chalcona isomerase; F3H: flavanona 3-hidroxilase; DFR: dihidroflavonol 4-redutase; FLS: flavonol
sintase; FMO: flavonoide 3-monooxigenase; CPR: citocromo P450 redutase; F3'5’H: flavonoide 3’5 -hidroxilase; LAR: leucoantocianidina redutase; ANS:

antocianidina sintase; ANR: antocianidina redutase
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Figura 17. Estruturas quimicas de alguns flavan-3-ois e taninos do lipulo®

molécula, podendo apresentar os seguintes esqueletos carbdnicos
C6-C1 para os derivados do dcido benzoico (4dcidos hidroxibenzoicos)
ou C6-C3 para os derivados do dcido cinamico (4cidos hidroxicina-
micos) (Figura 18). Eles podem ser encontrados tanto na forma livre
quanto na forma glicosilada. A estrutura bésica dos dcidos fenélicos
¢ a mesma, mas a sua diversidade vem da posicdo e do niimero de

substituintes no anel aromatico.® Os dcidos hidroxicindmicos deri-
vam da via dos fenilpropanoides por uma primeira transformacao
da L-fenilalanina em acido cindmico, que € entdo hidroxilado para
formar acido p-cumadrico. No lipulo, os dcidos hidroxicindmicos
mais abundantes sdo o acido cafeico, o acido feridlico e o acido
sindpico.?” Acidos hidroxibenzéicos podem ser biossintetizados no
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inicio da via do chiquimato a partir do 4cido dehidrochiquimico, ou
entdo a partir da transformagao do dcido cindmico em cinamoil-CoA
por uma ligase de CoA, na via dos fenilpropanoides. No lipulo, os
dcidos hidroxibenzoicos sio representados, entre outros, pelo dcido
gélico, dcido siringico e dcido vanilico.?”¢’

Multifidois glicosilados

Os multifidois glicosilados do lipulo podem ser encontrados
em quantidades que variam de 0,05-0,50%."! Eles sdo um grupo de
compostos fendlicos representados por trés derivados floroglucinois
glicosilados com diferentes cadeias laterais: co-multifidol glcp,
ad-multifidol glep e n-multifidol di-C-glcp (Figura 19).

Estes compostos sdo conhecidos por serem substincias polares e
soldveis em dgua, e por apresentarem baixissimo limiar de percepcdo
de gosto amargo (5, 10 e 37 pmol L', respectivamente). Semelhantes
as humulonas e lupuonas os multifidois glicosilados sdo derivados
do acilfloroglucinol com diferentes cadeias laterais, no entanto os
multifidois glicosilados ndo sdo encontrados nas resinas do lipulo,
sendo extraidos para o mosto durante a etapa de fervura, de modo
que também contribuem para o amargor da cerveja.®!

Estilbenos

A presenga de até 2 mg kg! de estilbenos como o trans-resve-
ratrol no lipulo € muito inferior aquela encontrada no vinho, no
entanto, a confirmag¢ao da sua presenca no lipulo merece destaque,
devido aos efeitos cardioprotetivos que o resveratrol é capaz de
proporcionar.®® A presenga de frans e cis-resveratrol, bem como
de suas formas glicosiladas trans-piceid e cis-piceid (Figura 20) foi
confirmada em cerveja, com valores maximos de trans-resveratrol
de 66,74 ug mL".®

OH
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Quimica dos éleos essenciais do lipulo

A IS0 9235:2013, define 6leo essencial como o produto obtido
a partir de uma matéria-prima de origem vegetal, por destilagdo com
dgua ou vapor d’dgua, ou ainda por destilacdo a seco, ou por prensa-
gem mecanica quando se tratar de frutas citricas.” Os 6leos essenciais
do lipulo sdo produzidos nas glandulas de lupulina, e representam
de 0,50 a 3,0% da massa do ldpulo seco.' 7!

Lipulos que apresentam baixas quantidades de humulonas e lu-
pulonas (<5%) e que sdo capazes de conferir aromas caracteristicos e
intensos em func¢ao da composi¢ao quimica dos seus 6leos essenciais
sdo denominados de lipulos de aroma.*'7?Estes, diferentemente dos
Idpulos de amargor, sdo geralmente adicionados no final do processo
de fervura do mosto ou na etapa de wirpool (lupulagem tardia), ou
entdo durante a maturac@o da cerveja (dry hopping) para evitar as
perdas dos voldteis presentes nos 6leos essenciais por acio do calor,
concentrando assim os compostos de aroma na cerveja. Os 6leos
essenciais do lipulo contribuem para o aroma e o sabor da cerveja
conferindo uma enorme gama de notas de aroma para os diferentes
tipos de cerveja (notas de amadeirado, citrico, especiarias, floral,
frutado, sulfuroso, picante, herbal, resinoso, terroso e picante).”
Majoritariamente, os 6leos essenciais do lipulo sdo constituidos
de terpendides que sdo formados principalmente por meio da via
biossintética do acetato-mevalonato (Figura 21).%

Por esta via, o 4&cido mevaldnico sofre biotransformacdes relativas
a eliminag@o do seu grupamento dlcool seguido de descarboxilagdo,
o que produz o isopentenil pirofosfato e o prenil pirofosfato (dimetil
alilpirofosfato). O acoplamento (ligagdo cabega-cauda) dessas duas
unidades de 5 carbonos da origem ao geranil pirofosfato, precursor
dos monoterpendides, que apresentam 10 carbonos. Em seguida, um

OH OH
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Figura 18. Estruturas quimicas de alguns dcidos fendlicos do lipulo®
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Figura 19. Estruturas quimicas dos multifidois glicosilados do lipulo®
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DMAPPI: dimetil alilpirofosfato isomerase, IPPI: isopentenil pirofosfato

isomerase, GPPS: geranil pirofosfato sintase, FPPS: farnesil pirofosfato sintase, MoST: monoterpeno sintase, SeST: sequiterpeno sintase
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novo acoplamento do isopentenil pirofosfato com geranil pirofosfato
da origem ao farnesil pirofosfato, que pode gerar os sesquiterpenos
que apresentam 15 carbonos.” Assim, em fung¢do do acoplamento
cabeca-cauda de blocos construtores de cinco carbonos, os terpendi-
des sempre apresentardo nimero de carbonos mdltiplos de 5.
Sabe-se que o teor e a composi¢ao quimica dos éleos essenciais
do lapulo, podem ser afetados por fatores, como: variedade do lipulo,
condicdes de cultivo, ponto de maturagdo no momento da colheita,
condic¢des de secagem, contato com o oxigénio do ar e condicdes
de armazenamento.” Apesar disso, a literatura relata a existéncia de
mais de 200 compostos quimicos diferentes conclusivamente iden-
tificados nos dleos essenciais do ldpulo por cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (CG-EM).! Para se estudar os compostos
quimicos presentes nos dleos essenciais do lipulo, eles sdo usu-
almente divididos em: i) hidrocarbonetos (grupo que compreende
os hidrocarbonetos alifdticos, monoterpenos e sesquiterpenos), ii)
oxigenados (dlcoois, aldeidos, dcidos, cetonas, epoxidos e ésteres),
e iii) compostos contendo enxofre (organossulfurados diversos).”

Hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos alifdticos s3o constituidos de misturas de
isopreno e pequenas quantidades de alcanos de nimero varidvel de
carbonos (C5-C17). Os monoterpenos por sua vez sao constituidos
de misturas de hidrocarbonetos aciclicos (p.ex.: o B-mirceno), mo-
nociclicos (p.ex.: limoneno, p-cimeno, o. e B-felandreno) e biciclicos
(p-ex.: o.e B-pineno). Dentre os hidrocarbonetos presentes nos 6leos
essenciais do lipulo, o B-mirceno (notas de aroma herbdceo e verde

'S

p-Mirceno (0,3-60%)  Limoneno (0,2-2%)

p-Cimeno (tr)
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fresco, remetendo ao aroma de lipulo fresco) merece destaque, pois
ele costuma ser o composto majoritdrio encontrado em niveis de
até 60% do total do 6leo essencial. J4 os sesquiterpenos podem ser
aciclicos (o e B-farneseno), monociclicos (germacrenoB, germacre-
noD e humuleno), biciclicos (B-cariofileno, 3-selineno e cadineno)
e triciclicos (muuroleno, o-cubebeno, calameleno e B-elemeno). Os
sesquiterpenos majoritrios s3o o o-humuleno (notas de amadeirado),
[-cariofileno (amadeirado e especiarias) e B-farneseno (amadeirado,
citrico e doce)." Estes trés sesquiterpenos, além do B-mirceno, che-
gam a constituir entre 80 e 90% do teor de muitos 6leos essenciais de
Idpulo. Uma caracteristica dos hidrocarbonetos dos 6leos essenciais
¢ sua baixa solubilidade em dgua, de modo que a maior parte deles
é volatilizada durante a fervura do mosto.”” Na Figura 22 podem ser
observadas as estruturas quimicas de alguns destes compostos.

Stevens e colaboradores, (1961), investigando os efeitos do
acido giberélico no rendimento e na composi¢ao quimica do lipulo
verificaram que os 6leos essenciais comecam a ser produzidos apds
o desenvolvimento das resinas e continuam sendo sintetizados até o
momento da colheita, comprovando assim o efeito do ponto de ma-
turagdo na composicéo quimica e na qualidade dos 6leos essenciais
do ldpulo.™

Compostos oxigenados

Embora a fracdo de composto oxigenados constitua em média
apenas 30% do total dos 6leos essenciais do lipulo, a complexidade
desta fracdo € muitas vezes maior que aquela encontrada nos hi-
drocarbonetos.” Os compostos oxigenados dos Gleos essenciais do

:

o-Felandreno (0,01-0,14%)  B-Felandreno (tr-2,73%)
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Figura 22. Estruturas quimicas e quantidade (%) para os principais hidrocarbonetos encontrados nos éleos essenciais do liipulo.® tr: quantidade em nivel traco
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Idpulo constituem uma fragdo complexa de dlcoois terpénicos (linalol,
geraniol e nerol), dlcoois sesquiterpénicos (nerolidol, o-bisabolol e
humulol) e dlcoois alifaticos (1-octen-3-ol, trans-hexen-1-ol e dlcool
benzilico); aldeidos (hexanal, geranial e neral); dcidos (4cido-3-
metil-butanoato e dcido-2-metilpropandico); cetonas (2-heptanona,
carvona, humulenona II e 2-metil-2-butanoato); epéxidos (humuleno
epoxido I, humuleno epdxido II, humuleno diepéxido III e 6xido
de cariofileno), ésteres metilicos saturados (hexanoato, octanoato e
decanoato), ésteres metilicos insaturados (4-decenoato, 4,8-decadie-
noato e 8-dodecanoato), ésteres terpénicos (geranil acetato e geranil
isobutirato) e ésteres metil ramificados (propanoatos, butanoatos,
formatos, acetatos, hexanoatos e heptanoatos).! Um estudo revelou a
existéncia de 60 aldeidos e cetonas, 70 ésteres, 50 dlcoois, 25 acidos
e 30 compostos heterociclicos oxigenados nos 6leos essenciais de
lipulo.” Um detalhe importante € sempre diferenciar os compostos
oxigenados nativos do 6leo essencial, daqueles que podem se originar
a partir da oxidacdo do ldpulo seja ela proposital (em certos processos
para aumentar as quantidades de ep6xidos de humuleno em lipulo da
variedade Hallertau Mittelfriih) ou por falhas no processamento e/ou
armazenamento.* Um estudo investigando os efeitos da auto-oxida-
¢@o do B-mirceno, relataram que mais de 40 compostos oxigenados
podem ser formados a partir deste por reacdes de ciclizagdo, oxidacao,
desproporcionamento e polimerizagdo.?! As estruturas quimicas dos
principais terpenos oxigenados presentes nos 6leos essenciais do
Idpulo podem ser visualizadas na Figura 23.

Dentre os compostos oxigenados dos 6leos essenciais do lipulo,
alguns merecem destaque, como € o caso do linalol (< 1,9%), que €
um dos dlcoois terpénicos mais abundantes do lipulo. O linalol (de
aroma floral-frutado) € um composto quiral, de modo que seus dois
estereoisdmeros podem ser facilmente encontrados no lipulo, isto €,
0 (R) () linalol (de aroma mais potente) e (S) (+) linalol (encontrado
em menores quantidades). O linalol € um dos poucos componentes
do 6leo essencial do ldpulo que € considerado como importante para
o sabor da cerveja. Isso ocorre porque ele € um composto polar, e em
fungdo disso pode se solubilizar no mosto e na cerveja, contribuindo

OH

OH

Quim. Nova

para o aroma floral e frutado da bebida (o seu limiar de percepcao na
cerveja varia de 10 a 80 pg L', dependendo do tipo de cerveja).”*
Algumas variedades de lipulo destacam-se por serem consideradas
ricas em linalol, tais como: Amarillo (0,50-0,80%), Centennial
(0,60-0,90%), Citra (0,60-0,90%), Glacier (0,80-1,10%) e Nugget
(0,50-0,80%).

O geraniol € outro composto oxigenado de interesse encontrado
nos 6leos essenciais do lipulo. Takoi ez al., (2010), realizaram estu-
dos sobre a biotransformacao de dlcoois monoterpénicos do lipulo
como linalol (de aroma floral-frutado), geraniol (rosa e geranio),
B-citronelol (limdo, lima), nerol (doce, citrico, rosas) e o-terpineol
(gorduroso, anis e menta), e sua contribui¢do para o sabor da cerveja.*
Estes autores descobriram que o geraniol apresenta uma diminui¢ao
dréstica durante a fase inicial da fermentag@o da cerveja, uma vez
que parte dele € convertida por agdo das leveduras em B-citronelol.
Estes autores também relataram que existe um sinergismo entre um
excesso de linalol e os terpenos geraniol e B-citronelol, o que leva
a percepcdo do aroma citrico caracteristico em certas variedades
de Iipulo como € o caso do lipulo Citra (0,30-0,50% de geraniol e
0,60-0,90% de linalol).** Algumas variedades de lipulo destacam-se
por serem consideradas ricas em geraniol: Bravo (0,70-0,90%),
Citra (0,30-0,50%), Centenial (1,20-1,80%), Chinook (0,70-1,0%)
e Mosaic (0,50-0,90%).

Também merece destaque, pela complexidade de notas de aroma
e impacto no sabor da cerveja, os epéxidos de humuleno I (notas de
aroma de feno), ep6xido de humuleno II (cedro e mofado) e epéxido
de humuleno III (cedro), bem como o 6xido de cariofileno (doce,
frutado, amadeirado e herbal).** Segundo Shellhammer, (2019), va-
riedades de lipulo que apresentam grandes quantidades de humuleno
como o Hallertau Mittelfriih (51% de humuleno) sdo submetidas a
processos de envelhecimento em fardos por vdrias semanas antes
da peletizagdo, o que resulta em maiores quantidades de epdxidos
de humuleno e outros produtos de oxidac¢do que alguns cervejeiros
acreditam que podem aumentar significativamente o potencial de
aroma da cerveja.®

Ty x OH
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Figura 23. Estruturas quimicas e quantidade (%) para alguns compostos oxigenados encontrados nos éleos essenciais do liipulo.” tr: quantidade em nivel traco
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Compostos contendo enxofre

A classe dos compostos contendo enxofre representa a menor por-
centagem da constitui¢cdo dos dleos essenciais do lipulo, entretanto,
seus constituintes possuem aromas intensos e com baixos valores de
limiar de percep¢@o de odor (<0,1 ug L"). Em geral, estes compostos
conferem aromas que lembram sulfurados, vegetais cozidos, repolho
ou cebola, o que acaba prejudicando o sabor da cerveja. Entre esses
compostos temos os tidis como a 4-mercapto-4-metilpentan-2-ona
(4MMP) (aroma de groselha preta e urina de gato) que possui um
limiar de percepgao de odor de 0,0015 ng L™'.% Dentre os tioésteres
podem ser encontrados o S-metil-2-metil-tiobutanoato (aroma de
legumes cozidos e de queijo) e entre os organossulfurados merece
destaque o dimetil sulfeto (DMS) (milho cozido) que pode ser ge-
rado devido a degradacdo térmica do sulféxido de S-metilcisteina
do ldpulo.?”#® Por outro lado, alguns compostos sulfurosos podem
ser de aroma agraddvel como € o caso do tioéster S-metil-2-metil
tiobutanoato (aroma de trufa), e o S-metil tiohexanoato que confere
notas potentes de aroma herbal e frutado que lembram frutas como
o abacaxi.!

ANALISES PARA O CONTROLE DE QUALIDADE DO
LUPULO

Os métodos oficiais de analise

Sempre que um produtor de lipulo, ou cervejaria tiver a necessi-
dade de realizar uma andlise laboratorial do lipulo e seus derivados, €
importante certificar-se de que o laboratério contratado para realizar a
analise segue protocolos oficiais. Os métodos de analise da American
Society of Brewing Chemists (ASBC) e European Brewery Convention
(EBC) sdo considerados oficiais e reconhecidos por ambas as entida-
des. Estes métodos estdo descritos em protocolos que sdo comercia-
lizados por estas entidades, e que podem ser facilmente adquiridos
pelos laboratérios que irdo prestar o servigo de andlise de ldpulo.

As andlises fisico-quimicas do ldpulo sdo especialmente tteis
para o mestre cervejeiro calcular a quantidade de lipulo que serd
utilizado em uma receita. O que € fundamental para se alcangar
as caracteristicas desejadas para o estilo da bebida que estd sendo
produzida, bem como para manter o padrdo de qualidade do aroma
e sabor entre os diferentes lotes de producdo. Além disso, as anélises
servem também para se determinar o ponto de colheita ideal de lipulos
e determinar o preco de mercado em fun¢do da quantidade de o- e
B-dcidos e do teor de 6leos essenciais a cada nova safra (em fungéo
da variacdo dos fatores edafoclimaticos e das praticas agricolas), além
de se avaliar o rendimento da produ¢@o de uma determinada drea em
quilogramas de o.-dcidos produzidos por hectare ou em litros de éleo
essencial por hectare.

No que diz respeito a andlise fisico-quimica e controle de qua-
lidade de ldpulo, a ASBC possui os seguintes métodos de andlise:
Hops-1: Amostragem; Hops-2: Exame fisico; Hops-3: Afidios em
ldpulo; Hops-4: Umidade; Hops-5: Resinas; Hops-6: Alfa e beta
acidos em lipulo e lipulo peletizado; Hops-7: Alfa e beta dcidos
em ldpulo por cromatografia de troca idnica; Hops-8: Extratos em
Idpulo ndo isomerizado; Hops-9: Extratos em lipulo isomerizado;
Hops-10: Acidos amargos em lipulo ndo isomerizado por cromato-
grafia de troca i6nica; Hops-11: Gradiente de elui¢do dos constituintes
do ldpulo por cromatografia de troca idnica utilizando Sephadex;
Hops-12: Indice de estocagem; Hops-13: Oleos essenciais totais em
Iipulo e lipulo peletizado por destilacdo a vapor; Hops-14: Alfa e
beta dcidos em lipulo e em extratos de ldpulo por CLAE; Hops-15:
Iso-alfa-dcidos em ldpulo peletizado isomerizado por CLAE;
Hops-16: Iso-alfa, alfa e beta-4cidos em extratos de ldpulo e extra-
tos de liipulo isomerizados por CLAE; Hops-17: Oleos essenciais
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de ldpulo por cromatografia gasosa capilar e detector de ionizacéo
em chama; Hops-18: Determinacdo de tetrahidroiso-o-dcidos em
produtos de lipulo por espectrofotometria.’®-1%

Analises recomendadas para avaliaciio da qualidade do lipulo

Apesar desta grande quantidade de métodos de andlise, 0 minimo
que se espera de um resultado de andlise de lipulo, € o emprego dos
métodos oficiais, sem adaptacdes que possam comprometer a quali-
dade analitica para, no minimo, as seguintes determinagdes: exame
fisico, umidade, porcentagem de alfa e beta 4cidos totais, teores de
cohumulona, n- + ad-humulona, colupulona e n- + ad-lupulona,
porcentagem de 6leos essenciais, teores de mirceno, 2-metil-butil
isobutirato, cariofileno, farneseno, humuleno e relagdo humuleno/
cariofileno.”*9294101104105Para ¢ Jeitor interessado nos limites maximos
e minimos de cada uma destes compostos segundo cada variedade
de lipulo, recomendamos consultar a literatura apropriada conforme
cada ano de producdo no site da Yakima-Chief-Hops-Varieties ou
no livro “The Hops List: 265 Beer Hop Varieties From Around the
World” 22

CONSIDERACOES FINAIS

Nesta revisdo critica e abrangente apresentamos o estado da arte
em fitoquimica do ldpulo. Foram enfatizados aspectos quimicos
relacionados aos principais metabdlitos do lipulo e sua relagdo com
as propriedades organolépticas da cerveja. Abordamos as principais
vias biossintéticas para formagdo de humulonas, lupulonas, com-
postos fendlicos e dleos essenciais, bem como as reagdes quimicas
de oxidacdo, reducdo e fotodegradagdo dos metabdlitos do lipulo
capazes de afetar a qualidade quimica e sensorial de cervejas. E,
finalmente, apontamos os principais métodos para andlise quimica
do ldpulo com a finalidade de orientar pesquisadores, produtores de
Iipulo e mestres cervejeiros em relagcdo as principais andlises para
avalia¢@o da qualidade do lipulo.
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