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Avaliacao da intensidade de amargor e do seu principio ativo
em cervejas de diferentes caracteristicas e marcas comerciais

Bitterness Unit and iso-alfa-acids contents of some brands of Brazilian and North American beers

Paulo Henrique Alves da SILVA™, Fernanda Carolina de FARIA!

Resumo

Os principais compostos responsaveis pelo amargor de cervejas sio os iso-ai-acidos provenientes do lipulo, que participam de maneira
importante no sabor da bebida. Procurou-se, neste trabalho, diferenciar algumas cervejas brasileiras lideres do mercado nacional em relagao a
algumas marcas disponiveis no mercado do oeste dos Estados Unidos, compreendendo cervejas tipo lager, ale e de microcervejarias. Discute-
se arelacdo entre unidades de amargor (BU) e os teores de iso-0i-acidos totais e suas fragdes isohumulona, isocohumulona e isoadhumulona
presentes nestes tipos de cerveja. Os resultados mostraram que a cerveja do tipo Indian Pale Ale apresentou maior nivel de BU, apesar da
concentragao de iso-oi-acidos totais aproximar-se dos valores de cervejas lager e de microcervejaria. Cervejas tipo lager norte-americanas
apresentaram as menores intensidades de amargor, seguidas das marcas brasileiras (de 11 a 15 BU). Com relagéo as fragoes dos iso-o-acidos,
destaca-se que a isoadhumulona foi a fragdo de concentragao mais baixa em todas as amostras e que na maioria das amostras prevalecem
concentragdes superiores de isohumulona. A faixa de concentragao de isohumulonas permaneceu entre 3,0 e 17,0 mg.L .

Palavras-chave: cerveja; amargor; liipulo; iso-o.-dcidos; Bitterness Units.

Abstract

Iso-oi-acids is a group of compounds which have an important participation in beer flavor. They are responsible for the bitterness which is
provided by the hops used during brewing. This study was conducted in order to characterize some Brazilian and North American beers
according to bitter characteristics, as Bitterness Units (BU), through the use of a spectrophotometric method or as total iso-o-acids and
their isohumulone, isocohumulone, and isoadhumulone fractions by HPLC. Most of the beers evaluated were lager pilsener coming from
market leader industries, ale and others produced in microbrewing plants. The Indian Pale Ale beer type, produced by late hopped process,
showed the highest BU although the iso-ci-acids content in this brand were not as higher as the BU compared to the other samples. North
American lager beers presented lower intensities of bitter taste followed by the Brazilian brands (11-15 BU). With regards to the fractions
of iso-oi-acids, it is distinguished that isoadhumulona was the fraction of lower concentration in all the samples, and the majority of the

samples showed higher concentration of isohumulona. The range of isohumulona was between 3,0 and 17,0 mg.L™.

Keywords: beer; bitterness; hop; iso-o.-acids; Bitterness Units.

1 Introdugao

A produgido e o consumo de cervejas no Brasil sdo
caracterizados pela presenga de poucas marcas de quase que um
unico tipo de cerveja, do tipo lager pilsener, sendo que outros
tipos apresentam um consumo restrito, principalmente por
consumidores mais exigentes em termos de qualidade sensorial,
que buscam um produto diferenciado, independentemente do
preco. A baixa diversidade de produtos de cervejaria brasileira
contrasta com o modelo de outros paises, onde se observa uma
grande variedade de marcas e tipos de cervejas, com sabores,
coloragdo e amargor distintos.

Cervejas sdo classificadas basicamente em dois tipos: lager
(de baixa fermentagio) e ale (de alta fermentagdo). Cervejas
do tipo lager sdo fermentadas a temperatura de 3,3 a 13 °C
e a duragdo da fermentagdo e da maturagdo pode ser de 4 a
12 semanas (ARAUJO; SILVA; MINIM, 2003). Devido as bai-
xas temperaturas usadas no processo, os sabores e aromas das
cervejas lager sao mais suaves e leves em comparagao com as ales

(HARDWICK, 1995). As cervejas do tipo lager, que sdo elabo-
radas com cepas de Saccharomyces calsbergensis, sio mais popu-
lares mundialmente e as do tipo “ale’, elaboradas com cepas de
Saccharomyces cerevisae, sdo muito populares na Gra Bretanha
(TIPOS DE CERVEJAS, 2007; VARNAM; SUTHERLAND,
1997). Embora exista esta diferencia¢éo tecnoldgica no setor de
cervejarias, geralmente as espécies de leveduras cervejeiras sio
citadas como Saccharomyces cerevisiae, sendo que outras classifi-
cagdes sao utilizadas para agrupar diferentes espécies e linhagens
de Saccharomyces (ANDRIETTA; MIGLIARI; ANDRIETTA,
1999; VAUGHAN-MARTINL MARTINI, 1993).

Jaa cerveja de microcervejaria caracteriza-se por ser um pro-
duto mais encorpado e de aroma e sabor mais pronunciados que
as demais. Estas caracteristicas, provenientes, dentre outros fato-
res, da utilizagdo de variedades especificas de lupulo, justificam
o crescimento acentuado deste segmento (KEUKELEIRE, 2000).
Nos Estados Unidos, entendem-se, como microcervejaria, todas
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as empresas que produzem até 15 mil barris por ano, equivalendo
um barril a 3,78 litros (NEVES, 1996).

A cerveja possui diversos compostos de odor e sabor
(HOUGH et al., 1982; VERHAGEN, 1999). Alguns deles sdo
provenientes das matérias-primas malte e lapulo, sendo, grande
parte, formada durante o processo de brassagem, que consiste de
diversas etapas, incluindo-se a fermentacéo, de particular impor-
tancia. O lapulo (Humulus lupulus,L.), adicionado ao final da etapa
de mosturacio, sob a forma de pellets ou esséncias, é o responsa-
vel pelo sabor amargo da cerveja (HUGHES; SIMPSON, 1993;
SANDRA, 1976). Processos tecnoldgicos mais modernos para
extragdo do principio ativo amargo utilizam CO, supercritico.

Os compostos ativos de aroma de lapulo estdo presentes nas
glandulas das flores fémeas da planta (Figura 1) e estas geralmen-
te apresentam de 4 a 5 cm de comprimento. O lupulo constitui-
se de dleos essenciais (0,2-3%), B-dcidos, também chamados
lupulonas (1,5-9,5%) e de o<-dcidos (2,0-16,0%) (NOONAN,
1996), também chamados humulonas. As propor¢des de cada
composto dependem da variedade da planta.

Os 6leos essenciais do lupulo possuem composi¢édo
bastante complexa, apresentando mais de 200 compostos
(SHARP; LAWS, 1981) e contribuem para o sabor diferencia-
do das cervejas produzidas pelo processo de adi¢do tardia de
lapulo (late hopped beer) (ELVIDGE; JONES, 1985; KRALJ;
ZUPANEQC, 1991; TRESSL et al., 1978).

Os B-4cidos contribuem em menor intensidade para o
amargor (TECHAKRIENGKRAIL et al., 2004). Eles possuem
acdo bactericida, agindo no transporte de metabdlitos na
membrana celular e alterando o pH intracelular (SIMPSON;
SMITH, 1992). J4 uma pronunciada a¢io bacteriostatica sobre
bactérias Gram-positivas parece estar relacionada a interferéncia
do grupo prenil, presente nas cadeias laterais dos 3-dcidos, sobre
a membrana plasmatica das células, inibindo fortemente o seu
crescimento (KEUKELEIRE, 2000).

Os a-acidos sao isomerizados através de calor produzindo
os iso-0i-acidos, que sdo constituidos principalmente por isohu-
mulona, isocohumulona e isoadhumulona. Em varios trabalhos,
0s iso-0-acidos tém sido relacionados com a intensidade do
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Figura 1. Corte longitudinal das flores fémeas de lapulo, observando-se
no interior as glandulas que contém os iso-0-acidos.
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amargor em cervejas (HUGHES, 2000; HUGHES; SIMPSON,
1996; KEUKELEIRE, 2000; KING; DUINEVELD, 1999;
TECHAKRIENGKRAIL et al., 2004). Estes sao considerados
mais amargos que os acidos originais nao isomerizados, sendo
responsaveis por mais de 70% do amargor detectado sensorial-
mente em cerveja (TECHAKRIENGKRAIL et al., 2004).

A estrutura geral dos iso-0.-acidos e de seus derivados é
representada na Figura 2. As estruturas iso correspondem as
formas isomerizadas cis e trans dos seus respectivos precursores
nao isomerizados. Mesmo estas fragdes tém efeito diferenciado
sobre o amargor. Isohumulona é o composto cuja estrutura geral
tem como radical R um grupamento 2-metilpropil, sendo que os
compostos isoadhumulona e isocohumulona tém como radical
os grupamentos 1-metilpropil e 1-metil etil, respectivamente.

O método padrio para se estimar o amargor de cervejas
utiliza a medida dos iso-0i-acidos totais por técnicas espectro-
fotométricas, apds sua extra¢ao por solventes, expressando sua
concentragao em Bitterness Units (BU). Convengdes européias e
norte-americanas adotam esta técnica como oficial. A precisio
e a conveniéncia de utilizagdo foram analisadas recentemente
(PHILPOTT; TAYLOR; WILLIAMS, 1997). Acredita-se que as
medidas obtidas por este método tém boa correlagdo com as
percep¢des humanas do amargor em cervejas do tipo ale e lager
(TECHAKRIENGKRAIL et al., 2004).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de se medir
analiticamente as caracteristicas amargas de algumas marcas de
cervejas brasileiras e americanas, determinando-se o amargor
em termos de BU, por método espectrofotométrico, bem como a
quantificagdo por cromatografia liquida de fracdes especificas dos
iso-a-acidos presentes nas amostras por cromatografia liquida.

2 Material e métodos

2.1 Materiais experimentais utilizados

Dentre as amostras de cerveja analisadas, quatro sao de
marcas brasileiras lideres de mercado e oito sdo de marcas dis-
poniveis predominantemente no mercado da regido oeste dos
Estados Unidos. Esse local é tradicional por produzir cervejas
diferenciadas em termos de sabor e em escala de produg¢io,
sendo o segmento de microcervejarias fortemente implantado
nessa regido. Estas amostras foram coletadas em alguns pontos
de distribui¢do de bebidas, coletadas em duplicata, e analisadas
em triplicata. Nesta amostragem foram incluidas cervejas tipo
lager, ale, Indian Pale Ale (lupulagem tardia) e também produzi-
das em microcervejarias, compreendendo as marcas americanas
Beck, Bridget Indian Pale Ale, Corona, Honeybeer, Pyramid,
Michelob, Samuel Adams Golden Pilsen e Boston Lager, e as
brasileiras Antarctica, Brahma, Kaiser e Skol. A origem e o tipo
de cervejas amostradas estdo relacionados na Tabela 1.

2.2 Métodos

Determinagdo de unidades de amargor (BU)

A analise global de amargor, normalmente expressa como
Bitterness Units, foi determinada ap6s extragdo por isooctano
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R=CH,CH(OH,), para isohumulone

CH(CH,),

CH(CH,)C,H; para isoadhumulone

HO

OH

Trans-isocohumulone
Trans-isohumulone
Trans-isoadhumulone

Figura 2. Isomerizagao de oi-acidos em iso-o-acidos e seus derivados.

Tabela 1. Classificagdo das amostras analisadas quanto ao amargor.

Cerveja Origem Tipo
1 Norte-americana Indian Pale Ale
2 Norte-americana Lager
3 Norte-americana Microcervejaria
4 Norte-americana Lager
5 Norte-americana Pale Ale
6 Brasileira Lager Pilsener
7 Brasileira Lager Pilsener
8 Brasileira Lager Pilsener
9 Brasileira Lager Pilsener
10 Norte-americana Lager
11 Norte-americana Lager
12 Norte-americana Lager

(2,2,4-trimetilpentano) em amostras acidificadas, seguido de
medigdo espectrofotométrica em comprimento de onda de
275 nm, utilizando-se metodologia descrita por Philpott, Taylor
e Williams (1997). Este método apresenta algumas limitagoes
com relagdo a real identificagdo destes compostos diretamente
relacionados ao amargor, sendo recomendadas andlises espe-
cificas, como HPLC (SCHONBERGER, 2007).

Andlise de fragoes iso alfa-dcidos

Os compostos foram analisados por cromatografia li-
quida, utilizando-se coluna Nucleosil C18, particulas de 5 e
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dimensdes de 15 cm X 0,45 cm, detectando-se os iso-a-acidos
a 280 nm, com sistema de solventes constituido de etanol, agua
e acido acético. Estas amostras foram submetidas previamente
a extragdo dos iso-o-acidos, utilizando-se Extracio em Fase
Soélida (Solid Phase Extraction - SPE), com acondicionamento
do filtro com metanol e posteriores lavagens da amostra com
agua antes da eluigdo dos iso-oi-acidos.

3 Resultados e discussio

Os resultados das analises sdo apresentados na Figura 3.
A cerveja 1, do tipo Indian Pale Ale (IPA), apresentou valor de
BU bastante elevado em relagido aos demais tipos. Os valores
de amargor das demais marcas situaram-se entre 12 e 27 BU,
sendo que a cerveja menos amarga, utilizando este método, foi
acerveja 8 (brasileira tipo pilsener). Estes resultados confirmam
a tendéncia apontada por Schonberger (2007), que ressaltou
que a faixa de unidade de amargor em cervejas, que geralmente
se situavam entre 20 e 50 BU, atualmente encontra-se entre
10 e 25 BU. Esta tendéncia pode ser justificada pelos resultados
obtidos de painéis sensoriais realizados com provadores trei-
nados em relagéo a preferéncia do teor de amargor em cerveja.
Segundo Collin et al. (1994), a faixa de unidades de amargor
na qual as cervejas foram preferidas foi de 17,5 a 25 BU, valores
estes proximos aos encontrados neste trabalho.

As cervejas nacionais (6, 7, 8 e 9) apresentaram concentra-
¢oes de iso-o-dcidos variando de 13 a 20 mg.L, ligeiramente
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maiores que as cervejas norte-americanas tipo lager (10,11 e 12),
cujos valores aproximaram-se de 10 mg.L™".

Apesar da grande diferenga de amargor da cerveja 1, em ter-
mos de BU, quando se observa a concentragio de iso-o.-acidos
em relacdo as demais marcas, ndo ha uma discrepéncia téo ele-
vada. Percebe-se pela Figura 3 que a cerveja 1 (IPA) e a cerveja 3,
de microcervejaria, apresentaram resultados semelhantes, de
aproximadamente 31 mg.L™' de iso-o-acidos totais.

Alguns autores sugerem que o teor de etanol e o retrogosto
das cervejas podem afetar a percepgao do amargor (HUGHES;
SIMPSON, 1996; SCHONBERGER, 2007). Além disto, para
uma mesma concentragao de iso-a-acidos, o amargor pode ser
diferente para cada bebida, dependendo da concentragéo dos
isbmeros cis e trans. Estes contribuem em proporgdes diferentes
no amargor da cerveja e sua formacéo depende das condi¢des de
isomerizagdo dos iso-a-acidos®, ocorrida durante a fermenta-
¢30 do mosto (TECHAKRIENGKRAIL, 2004). Provavelmente,
a cerveja 1 possui baixa concentracdo dos isomeros trans em
relagdo aos cis, que sdo significativamente mais amargos que 0s
primeiros (SCHONBERGER, 2007).

A distribuigio das trés fragdes nas diferentes marcas de cer-
veja é variavel (Figura 4), destacando-se a isoadhumulona como a
fragdo de concentragido mais baixa em todas as amostras. A cerveja
3, de microcervejaria, foi a que apresentou a maior concentragao
desta fracdo; entretanto, a participagdo desta no amargor da cer-
veja ndo é comumente estudada nem citada na literatura.

A relagdo isohumulona/isocohumulona nio ¢ diretamente
proporcional e padronizada para as diferentes amostras analisadas.
Em alguns casos elas se aproximam de 1,0, prevalecendo na maio-
ria das amostras concentra¢des superiores de isohumulona.

Segundo Guinard et al. (1996), o teor de isohumulonas em
cervejas norte-americanas tipo lager varia de 12 a 17 mg.L™, supe-
riores, portanto, aos resultados encontrados neste trabalho. Para
estas cervejas, a fragdo de isohumulona apresentou concentragio
nafaixade 3 a6 mg.L", com excecdo da cerveja2 (12 mg.L™"). Ja os
resultados encontrados para as cervejas do tipo IPA, microcerveja-
riae Pale Ale (13,17 e 12 mg L™, respectivamente) se aproximaram
da faixa de concentragio citada por estes autores. Em relagéo as

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Marcas

@ Unidades de amargor (BU)
[ Iso-alfa dcidos totais (mg.L™")

Figura 3. Unidades de amargor (BU) e concentragio de iso-o-acidos
totais em cerveja.
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doze amostras analisadas, verifica-se que a faixa de concentragdo
de isohumulonas permaneceu entre 3,0 e 17,0 mg.L™".

Para a isocohumulona, a concentra¢io mais elevada foi ve-
rificada para a cerveja 1, do tipo IPA, seguida das cervejas 2 e 3.
Esta fracao tem sido associada a baixa qualidade do lapulo, de
sabor indesejavel, embora estas evidéncias sejam contestadas
(KEUKELEIRE, 2000; WACKERBAUER; BALZER, 1992).

Em relagdo a contribui¢do no amargor da cerveja, vé-
rios estudos ordenam a intensidade deste atributo de acordo
com as fra¢des de iso-o-dcidos, considerando-se também os
isdbmeros cis e trans de cada fragdo. Como regra geral, iso-
humulonas sdo mais amargas que isocohumulonas e os iso-
meros cis mais amargos que os trans (HUGHES; SIMPSON,
1996; KING; DUINEVELD, 1999; SCHONBERGER, 2007).
Desta forma, a intensidade de amargor pode ser ordenada
da seguinte forma: cis-isohumulona > trans-isohumulona >
cis-isocohumulona > trans-isocohumulona.

Relacionando estas informagdes e os resultados demons-
trados nas Figuras 3 e 4, sugere-se que as baixas concentragdes
de isohumulona das cervejas norte-americanas tipo lager
(4,10, 11 e 12) e das brasileiras (6, 7, 8 € 9) possam ter levado a
baixos valores de BU, detectados por espectrofotometria.

Ja a cerveja de microcervejaria apresentou o maior teor des-
ta fracdo e unidades de amargor inferior a da cerveja tipo IPA.
Como discutido anteriormente, provavelmente hd diferencas
entre as relagdes de isomeros cis:trans destes tipos de cerveja e
que esta taxa para a cerveja IPA seja mais alta que para o outro
tipo de cerveja.

4 Conclusoes

Os métodos espectrofotométrico e cromatografico apresen-
taram resultados semelhantes para as cervejas tipo lager pilse-
ner, provenientes dos mercados brasileiro e norte-americano.

30

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Marcas

W Isoadhumulona (mg.L') @ Isocohumulona (mg.L™")

O Isohumulona (mg.L™?)

Figura 4. Concentragdo de isoadmulona, isocohumulona e isohumulona,
em mg.L!, em cervejas.
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Entretanto, concentragdes de iso-e<-acidos semelhantes das
cervejas tipo Indian Pale Ale e de microcervejaria ndo equi-
valeram as intensidades de amargor obtidas, ja que a primeira
delas apresentou valor de BU bastante elevado em relagdo as
demais marcas.

A participagdo das diferentes fragdes iso-oc-acidos é
caracterizada por baixas concentragdes de isoadhumulona e
concentragdes mais elevadas e proximas de isocohumulona e
isohumulona, que é a fragdo mais amarga do lapulo.

A ligagio entre a percep¢do do amargor e os componentes
de sabor das cervejas ainda nao é muito clara. Sugere-se, assim,
que sejam estudadas fragdes ainda mais especificas dos compos-
tos de amargor, como a determinagio das concentragdes dos
isdbmeros cis e trans dos iso-e<-acidos, relacionando-as com a
intensidade de amargor em termos de BU, tanto através de mé-
todo espectrofotométrico quanto por painéis sensoriais. Além
disto, as interferéncias do etanol e de retrogostos de compostos
das cervejas na percep¢io do amargor devem ser pesquisados,
na tentativa de elucidar a relagdo existente entre a composi¢do
da cerveja e a intensidade deste gosto.
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