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QUANTITATIVE EVALUATION OF BITTER ACIDS, XANTHOHUMOL AND ESSENTIAL OILS PRESENT IN FLOWERS
OF DIFFERENT CULTIVARS OF Humulus lupulus L. GROWN IN NORTHEASTERN BRAZIL. Hop flowers contain chemical
substances that are used to confer sensory properties to beer. Hop flower products have very high commercial value, but national
production represents less than 2% of domestic consumption. In this work, flowers from different hop cultivars grown in northeast
of Brazil (Rio Grande do Norte and Ceard) were analyzed to quantitate metabolites of industrial interest. Flowers from the initial
and three consecutive harvests were collected, and bitter acids and xanthohumol were evaluated by HPLC-UV and essential oils
by GC-MS. The cultivar Columbus was subjected to only 10% of the irrigation time during the third flowering phase to evaluate
the effect of water stress on the formation of metabolites. Compounds were detected in appreciable quantities in all samples,
and consecutive flowering of some cultivars showed a significant increase in total bitter acids with successive harvests. Plants
subjected to water stress showed an abrupt decrease in the concentration of compounds. The cultivars evaluated by liquid and gas
chromatography showed a significant concentration of bitter acids and essential oils within the expected range, and the chemical
composition of the oils showed different compounds characteristic of hops.
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INTRODUCAO

O ldpulo (Humulus lupulus L.) é uma planta trepadeira e o
género pertence a familia das Canabidceas, origindria do sudeste
asidtico. E cultivada em larga escala, principalmente em paises da
Europa e nos Estados Unidos da América, devido ao fato de suas
flores conferirem propriedades sensoriais a cerveja.'? Sdo plantas
com longo ciclo de vida e a maturacdo das mesmas implica na
producdo de flores com elevada qualidade.” Nas flores, existem
glandulas nas quais fica armazenada uma resina amarelada,
denominada lupulina, que contém as substancias de interesse
industrial e responsdveis por conferir amargor (adcidos amargos),
aroma (Oleos essenciais) e estabilidade bacteriostatica a bebida
(substancias polifendlicas).>*

Os 4cidos amargos (o e f3) do lipulo representam uma classe
funcional caracterizada por intenso amargor e, em altas temperaturas,
durante a produgdo de cervejas, sofrem reagdes de isomerizagdo,
gerando isdbmeros de maior solubilidade e amargor no mosto.'® Na
lupulina, também sdo encontrados 6leos essenciais, os quais, devido a
sua elevada volatilidade e ao seu odor agraddvel, conferem diferentes
aromas as indmeras receitas cervejeiras.® O prenilflavonoide
xanthohumol € uma substancia caracteristica do ldpulo, com algumas
propriedades terapéuticas ja relatadas na literatura e elevado valor
comercial em sua forma pura.”™

As flores, também chamadas de cones, sdo comercializadas
secas (embaladas a vicuo) e sob o formato de diferentes produtos,

*e-mail: samuel.marques @ifce.edu.br

principalmente pellets ou extratos, e que possuem elevado valor
de mercado. Estes precisam conter obrigatoriamente em suas
embalagens, para comercializa¢do, informagdes acerca dos
teores de dcidos amargos (em g 100 g'), rendimento extrativo
(mL 100 g) e perfil sensorial dos 6leos essenciais, pois cada
cultivar possui concentragdes especificas desses compostos, 0s
quais irfo conferir distintos sabores e aromas finais."** Existem
diferentes procedimentos de extracdo e andlise cromatografica
para quantificagdo dos dcidos amargos e do xanthohumol
disponiveis na literatura.'®!! Estudos recentes demonstram novas
metodologias utilizando solventes mais verdes e volumes reduzidos,
com validagdo cientifica atestada, seja por comparagdo com 0s
métodos patenteados ou por estudos de dopagem e recuperagdo
analitica.'>!

O mercado do lipulo no Brasil € expressivo e seu consumo se dd
por pequenas, médias e grandes inddstrias cervejeiras, e produtores
artesanais, sendo que mais de 98% deste material ¢ importado.>!?
Dados do Ministério da Inddstria e Comércio Exterior do Brasil
(Comex Stat) mostram que, entre o bi€nio 2021-2022, foram
importados mais de 150 milhdes de ddlares de flores de lipulo
trituradas ou em pellets, extratos e concentrados.! De olho neste
mercado, produtores rurais, investidores e 6rgaos do governo federal
estdo investindo no desenvolvimento de plantacdes de lipulo em
diferentes regides do pais, principalmente nas regides Sul e Sudeste.">
Grandes empresas brasileiras do ramo cervejeiro, como AMBEV®
(Lajes, SC) e o grupo Petr6polis® (Teresépolis, RJ), estédo cultivando
diferentes variedades de lipulo em suas propriedades e em parceria
com agricultores locais.'
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Atualmente, ja existe uma associagdo nacional de produtores
(APROLUPULOQ®), viveiros com autoriza¢do do Ministério da
Agricultura para a comercializacdo de mudas certificadas de
diferentes cultivares importadas; e empresa fornecedora de maquinas
para coleta e processamento automatizado das flores.!”!3

O cendrio cientifico acerca de estudos com esta variedade
vegetal no Brasil vem tomando destaque nacional. Dessa forma, ¢
patente a promocio de diferentes eventos cientificos anuais, como
o Encontro Brasileiro de Pesquisadores e Produtores de Lupulo
(ENBRALUPULO), simpésios e congressos (Academia da Cerveja),
além de grupos de pesquisas em diferentes Instituicdes de Ensino
Superior piblico e privado, para embasar e atender as demandas que
essa nova e promissora atividade apresenta.

Apesar da recente ascensido no crescimento de plantagdes,
os produtores enfrentam dificuldades em encontrar laboratdrios
especializados nas andlises quimicas, em comum acordo com
métodos analiticos reconhecidos como os da American Society of
Brewing Chemists (ASBC®, EUA) e European Brewery Convention
(EBC), que possam atestar a qualidade do material produzido em solo
nacional a custo acessivel.'** O nimero de publicag¢oes disponiveis
na literatura acerca da concentragdo dos compostos de interesse nas
amostras produzidas no Brasil ainda € incipiente.

Neste contexto, numa regido inusitada — o semidrido nordestino
— para plantagdo desta variedade vegetal oriunda de cultivos
principalmente em regides frias, plantagdes experimentais estdo
sendo desenvolvidas por um administrador rural em parceria com
agricultores locais, no agreste do Rio Grande do Norte (Monte
Alegre), no sertdo e na serra Cearense (Quixadd e Guaraciaba do
Norte). Em algumas destas plantagdes, as plantas produziram trés
floradas (safras) ao longo de um ano.'>2!?

Nesse sentido, este estudo avaliou a presenca dos dcidos amargos,
xanthohumol e 6leos essenciais em flores de lipulo de distintas
cultivares, produzidas no agreste potiguar, no semidrido do Ceard e
na Serra da Ibiapaba, buscando verificar a adaptagdo destas plantas
aos locais de plantacio e atestar sua qualidade.

PARTE EXPERIMENTAL
Padroes, reagentes e materiais

Agua deionizada Milli-Q®. Metanol e acetonitrila (HPLC) foram
adquiridos de Bio-Grade® (Durham, EUA) e dcido acético (HPLC)
de Dindmica® (Indaiatuba, Sdo Paulo). Citrato dibésico de sédio
hidratado (CiH¢Na,0,-1.5H,0), citrato tribdsico de sédio hidratado
(C4¢HsNa;0,-2H,0), cloreto de sédio (NaCl), sulfato de magnésio
anidro (MgSO,), etanol P. A. e tween 80 USP, de Sigma-Aldrich®
(Saint Louis, EUA). Sulfato de cdlcio anidro (Na,SO,) foi adquirido
de Exodo® (Sumaré, Sdo Paulo). Extrato padrio de calibragio
internacional de lipulo ICE-4 (mistura padrdo de dcidos amargos,
pureza 69,2%: (o) cohumulona, (o,) n-humulona + adhumulona,
(B,) colupulona e (j3,) n-lupulona + adlupulona) foi obtido de Labor
Veritas® (Zurique, Suica), hexano grau CG e padrao xanthohumol de
Merck Group KGaA® (Darmstadt, Alemanha). Lipulos em pellets
BarthHaas Group® (Nuremberg, Alemanha) das variedades Cascade
(safra 2021) e Citra (safra 2021) foram adquiridos em loja de insumos
cervejeiros (Fortaleza, Ceard).

Aquisicao do material botanico

Todos os materiais vegetais das diferentes cultivares e safras
analisados neste trabalho foram coletados em plantas adquiridas de
fonte comercial, replicadas de mudas importadas com certificacio e
registro no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento do
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Brasil (MAPA), doadas pelo viveiro Lupulo Ninkasi® (Teresépolis,
Brasil) ao produtor. Por se tratar de plantas certificadas pelo MAPA,
ndo houve coleta e depdsito de exsicata do material botanico. As flores
(cones) de ldpulo das diferentes cultivares e safras avaliadas neste
trabalho foram fornecidas e cultivadas durante o triénio 2019-2022,
pelo administrador rural e servidor publico aposentado, integrante da
APROLUPULO®, Armando Marques Junior, que desenvolve plantios
experimentais no Rio Grande do Norte e em parceria com agricultores
do Ceard. Cones de duas diferentes plantacdes de ldpulo localizadas
num mesmo municipio do Rio Grande do Norte e de duas cidades
do Ceard, foram avaliados ao longo do periodo supracitado, sendo
as andlises realizadas num intervalo compreendido entre 3-5 meses
apos cada colheita.

Inicialmente, foram obtidos cones de primeira floracdo das
cultivares Yakima Gold e Centennial, produzidas nos municipios de
Monte Alegre (6° 04’ 04 S 35° 19” 55” O, Sitio Arend, RN), Quixada
(4°58° 157 S 39°0’ 54” O, Fazenda Santa Helena, CE) e Guaraciaba
do Norte (4° 10° 017 S 40° 44° 52” O, Sitio Carcara Organico, CE).
O cultivo destas amostras no Rio Grande do Norte iniciou-se em abril
de 2019 e no Ceard entre julho e setembro do mesmo ano, sendo
os cones colhidos apds 4-5 meses de plantio. Em Guaraciaba do
Norte (CE) as plantas foram nutridas com adubac@o exclusivamente
organica, enquanto nas demais propriedades foi utilizada adubacdo
mista (organica e quimica).

Flores das cultivares Cascade e Columbus, produzidas em
Monte Alegre, RN (Sitio Arend), foram obtidas durante trés safras
consecutivas (1%, 2* e 3* floracdes), ao longo de um ano (2020-2021),
para monitoramento dos compostos de interesse. Parte das amostras
de Columbus foram submetidas a estresse hidrico severo a partir
do inicio da terceira floragdo, tendo o seu tempo de irrigagdo por
gotejamento didrio reduzido em 90%, para avaliar/simular o efeito
na qualidade dos cones produzidos em situacdes de seca, comuns no
semidrido nordestino.

As substancias de interesse também foram quantificadas nos
cones das cultivares Comet, Galena, Southern Cross, Cluster, Cascade
e Zeus de primeira floragdo, cultivadas em outra propriedade rural
(Fazenda Varela) localizada no municipio de Monte Alegre, entre
agosto e dezembro de 2022. Essas amostras tiveram os seus 6leos
essenciais extraidos e analisados conforme descri¢do posterior.
Na Fazenda Varela e em Guaraciaba do Norte, a estrutura de
sustenta¢do das plantas utilizada foi por treliga alta (simples e em
V), com espacamento de 1,0 e 3,3 metros entre as plantas e linhas,
respectivamente. Nas outras plantagdes acima mencionadas, a
estrutura de sustentagdo utilizada para o crescimento das diferentes
cultivares foi o formato adaptado de torres, contendo 1 poste central
(6,0 m de altura) e 8 plantas distribuidas em uma base circular
com diametro de 3 m e espacamento de 1,0 m. Nao foi utilizada
suplementacdo luminosa em nenhuma das plantagdes.

Todas as amostras foram recebidas em embalagens metalizadas
seladas a vacuo, com umidade entre 8 e 13% (m/m), sendo mantidas
sob refrigeragdo (5 °C) até o periodo de andlises. Pellets comerciais
das variedades Cascade e Citra, ambos da safra de 2021, foram
adquiridos em loja de insumos cervejeiros na cidade de Fortaleza,
para posterior comparagdo com os materiais produzidos na regido
Nordeste.

As flores enviadas para andlises foram obtidas da colheita do
plantio de 30 a 60 plantas de cada uma das cultivares estudadas, nas
diferentes localidades mencionadas, no qual o montante de flores
colhidas passou por amostragem, antes do empacotamento e envio
para as andlises. A amostragem ocorreu de forma aleatéria através
da coleta de 4 subamostras (~ 400 g) de cada cultivar estudada que
foram entido homogeneizadas, embaladas e enviadas para andlise.
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Extracio de acidos amargos e xanthohumol utilizando o méto-
do QuEChERS

Os compostos de interesse das diferentes amostras de cones e
pellets de lipulo analisadas foram obtidos através de extragao assistida
por sal, utilizando o método QUEChERS descrito por Marques ez al."

A quantidade de 0,5 g das flores trituradas em processador
de laminas (Moulinex-DP700, Franga) foi inserida em tubos de
centrifugacdo (50 mL) e adicionados 7,5 mL de dgua ultrapura
(Milli-Q®) com auxilio de micropipeta (Gilson-P5000, Franga) sendo
o sistema homogeneizado em vortex (Kasvi-K40/1020, Coreia do
Sul) por um minuto. Apds a agitacdo, as amostras permaneceram
em repouso por 10 min, adicionando-se, apds esse tempo, 10 mL
do solvente extrator acetonitrila (ACN), sendo homogeneizadas em
vortex por mais um minuto. Em seguida, inseriu-se nos tubos a mistura
de sais (salting out) contendo: 6 g de MgSO,; 1,5 gde NaCl; 1,5 g
de C;HsNa;0,.2H,0 e 0,75 g de C;H Na,O,-1.5H,0, para promover
a separagdo da fase aquosa e do sobrenadante, o qual contém os
compostos de interesse."?

As solucdes sobrenadantes foram retiradas com micropipeta
(Gilson-P1000, Franga) e acondicionadas em Eppendorfs (2 mL),
diluidas em ACN (1:5-1:20), homogeneizadas em vortex e banho
ultrassonico (Bandelin Sonorex-RK100, Alemanha). Apds a
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas (Eppendorf-
5415R, Alemanha), por 5 min (13.000 rpm) a temperatura de 25 °C e
inseridas em vials para anélises cromatograficas.” As extragdes foram
realizadas em triplicata (n = 3) e seguindo o mesmo protocolo acima
descrito, para todas as cultivares apresentadas neste trabalho, sendo
analisadas individualmente por cromatografia liquida, conforme
descricdo a seguir. Nas extragcdes com os pellets comerciais, uma
das extrac¢oes em triplicata (1 de 3) foi realizada com o dobro de
massa vegetal (1,0 g) para averiguar o limite de solubilizagdo do
solvente extrator.

Obtencio das curvas padrao e analises por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC-DAD)

As curvas padrio de calibracio para a quantificagio dos dcidos
amargos (o e ) foram obtidas a partir de sete solu¢des (n = 7) do
extrato de calibracdo internacional de lipulo (ICE-4) em diferentes
concentragdes (0,25-4 mg mL™"), enquanto, para o xanthohumol,
foram preparadas seis solugdes (n = 6) a partir do composto puro
(0,006-0,18 mg mL"), sendo ambos os padrdes dissolvidos em ACN.
As solugdes foram analisadas por cromatografia liquida e os espectros
de absor¢do UV-Vis de cada um dos picos cromatograficos foram
inseridos na biblioteca espectral do equipamento, para posterior
comparagdo com as amostras.

As andlises cromatograficas de todas as amostras (padrdes e
extracdes) foram realizadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
(Agilent 1260 Infinity, Alemanha) equipado com coluna de fase
reversa C-18 (Agilent eclipse plus - 3,5 um, 4,6 x 100 mm) e detector
de arranjo de diodos (Agilent 1260 Infinity G1315D, 1260 DAD
VL, Alemanha). Os eluentes foram metanol (A) e solu¢do aquosa
de 4cido acético a 2% (B), 35 min de corrida cromatografica com o
seguinte perfil de gradiente: 75% A (0-5 min), 100% A (5-15 min),
75% A (15-35 min). A taxa de vazio de solvente foi de 1 mL min'!
e os volumes de inje¢do de 10 uL."

O cromatdgrafo foi programado para deteccdo dos compostos
de interesse em quatro diferentes comprimentos de onda (254, 278,
326 e 340 nm), nos quais os o-acidos, B-dcidos e xanthohumol
foram quantificados nos comprimentos de onda de 326, 278 e
340 nm, respectivamente, sendo esta escolha baseada na andlise
dos espectros de absor¢do UV-Vis e dos valores dos coeficientes de
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determinag@o (R?) obtidos nas curvas de calibragio. As curvas padrdo
de calibragdo, as equacgdes de reta, os tratamentos estatisticos, os
desvios padrdo relativo (% RSD) e os cdlculos das concentracdes
dos compostos (em g 100 g"') foram realizados usando o software
Microsoft Excel 365.%

Os parametros limite de detec¢@o (LD) e limite de quantificacdo
(LQ), foram determinados a partir das curvas de calibracdo dos
padrdes, obtendo a partir dessas os valores de desvio-padrido do
intercepto (S,) e o coeficiente angular da curva analitica (b), conforme
descrito por Pontes et al.** O limite de detec¢do foi obtido a partir
da Equacio 1:

3S
LD = — 1
b ey

A equacdo matemadtica para determinag¢io do limite de
quantificac@o € apresentada a seguir (Equacdo 2):

LQ=—" @)

Analise estatistica

Os dados analiticos foram obtidos em triplicata e tratados
utilizando andlise de variancia (ANOVA) com mudltiplos fatores e
as médias foram comparadas utilizando teste de Tukey com 95%
de confianga. Todos os dados foram tratados utilizando Microsoft
Excel 365.

Obtencio dos 6leos essenciais (hidrodestilacao)

Os 6leos essenciais das cultivares Comet, Galena, Southern
Cross, Cluster, Cascade e Zeus coletados na Fazenda Varela (RN) em
2022, foram obtidos por meio de hidrodestilacdo (n = 1), conforme
procedimento descrito por Santos Filho et al.,” com adaptacdes.
Adicionou-se 50 g dos cones de lipulo em baldo de destilagdo
(2 L) aferido até metade de seu volume com dgua deionizada
(= 1,30 L). O sistema foi acoplado a extrator Clevenger e mantido
em funcionamento por 4 h. Os 6leos obtidos foram avaliados quanto
ao seu volume (mL 100 g"), coletados, secos em Eppendorfs (2 mL)
contento sulfato de sédio anidro sélido, acondicionados em vials
ambar hermeticamente fechados e mantidos a 4 °C até o periodo
de analises.

Analises dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa e espec-
trometria de massas (CG-EM)

O processo de preparagdo dos 6leos essenciais e andlises por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
foram realizados de acordo com metodologia descrita por Adams*®
e adaptada por Santos Filho et al.* Inicialmente, foram preparadas
solugdes de cada 6leo (100 mg mL1), diluidos em etanol P. A. (50%),
tween 80 USP (1%) e dgua deionizada (49%). Dez microlitros de
cada uma dessas misturas foram diluidos em 990 puL de hexano grau
CG e posteriormente injetadas em triplicata (n = 3) no equipamento.

A caracterizag@o quimica dos 6leos foi conduzida em equipamento
Agilent GC-7890B/MSD5977A-quadrupolo, 70 eV, equipado com
coluna metilpolissiloxano HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um;
Agilent, Santa Clara, CA, EUA). O tempo de corrida cromatografica
foi de 34,5 min, sendo a temperatura inicial do forno de 70 °C, com
a seguinte rampa de aquecimento: 4 °C min™ até 180 °C, 14 °C min!
até 250 °C, mantidos até o final da corrida. Utilizou-se gis hélio
(fluxo de 1,00 mL min’', 8,8 psi), com velocidade linear constante
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(36,8 cm s™) e 1 L de volume de injegdo. A temperatura da fonte de
fons foi de 150 °C, interface 280 °C, injetor 250 °C, com intervalo
de varredura de massas entre 40-600 m z~'.

Os indices de retencdo dos constituintes quimicos dos 6leos
essenciais de ldpulo, foram calculados em relacdo a injecdo de
uma mistura de padrdes contendo uma série homéloga de alcanos
(C7-C30) em coluna HP-5MS.* A identificagdo dos constituintes
quimicos foi realizada por comparagdo dos espectros obtidos com
os do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST) e dados
da literatura.”® A concentragio relativa (%) de cada constituinte foi
calculada pelo quociente entre as dreas de pico de cada substancia pela
drea total integrada. Os valores de desvio padrio relativo (% RSD)
foram calculados com base nos valores das medidas cromatograficas
realizadas em triplicata para cada amostra usando o software
Microsoft Excel 365.%

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise quantitativa de acidos amargos e xanthohumol nas
flores de lipulo avaliadas utilizando cromatografia liquida
(HPLC-DAD)

A Figura 1 apresenta os cromatogramas obtidos para as solucdes
dos padrdes utilizados na construgdo das curvas de calibragdo do
xanthohumol e dos dcidos amargos (ICE-4), e das extracdes de
algumas das cultivares (em 340 nm) avaliadas e pellet comercial. E
possivel observar que o método cromatografico aplicado permitiu
a separagdo e identificacdo satisfatéria dos compostos de interesse,
considerando os comprimentos de onda avaliados. O xanthohumol (1)
apresenta pico tinico em seu cromatograma com tempo de retengdo
proximo a 6 min. No padrdo internacional ICE-4, os 4cidos
amargos — (2) cohumulona-ca.;, (3) n-humulona + adhumulona-a,,
(4) colupulona-f, e (5) n-lupulona + adlupulona-f3, — aparecem com
picos de elevada intensidade em tempos de retengdo compreendidos
entre 13 e 16 min, respectivamente. Os cromatogramas evidenciam
um perfil quimico muito caracteristico e similar em todas as amostras,
independentemente da localidade de producdo, demonstrando a
presenca dos dcidos amargos e do xanthohumol como constituintes
majoritdrios nesta parte da planta e nos mesmos tempos de retencéio
observados para os padrdes, além da presenca de outras substancias
em diferentes tempos de retencdo. Perfil idéntico foi verificado nas
demais cultivares avaliadas neste trabalho e discutidas posteriormente.

Os espectros de absor¢cdo (UV-Vis) para os cinco picos
identificados nos cromatogramas das amostras demonstram as faixas
de absorcdo caracteristicas dos dcidos amargos e do xanthohumol
(Figura 2), correspondendo aos dados publicados na literatura e
também aos espectros das solugdes padrdes utilizadas nas curvas
padrdo de calibracdo, que foram inseridos na biblioteca espectral do
equipamento.'>"* Em todas as andlises cromatograficas realizadas, os
espectros foram comparados com os espectros das solu¢des padrdes,
confirmando a presenca dessas substancias nas amostras. Conforme
relatado na literatura, os espectros dos dcidos amargos sdo muito
semelhantes entre si devido a presen¢a do mesmo grupo croméforo. '

A Tabela 1 apresenta os dados analiticos e as quantificacdes dos
acidos amargos e do xanthohumol determinadas por HPLC-DAD nos
cones das cultivares Yakima Gold e Centennial de primeira floragdo,
em trés diferentes plantacdes cultivadas no Rio Grande do Norte e
no Ceard entre 2019-2020. As curvas padrdo de calibrag¢@o para os
a-dcidos (324 nm), B-dcidos (278 nm) e xanthohumol (340 nm)
demonstraram bons parametros analiticos para quantificacio destas
substancias nos comprimentos de onda avaliados, considerando os
valores dos coeficientes de determinacio obtidos a partir das solucdes
padrdo (R > 0,99) e os pardmetros LD e LQ calculados, que estio
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compreendidos dentro das faixas de concentracio utilizadas. Os
teores estdo expressos sob forma de média (em g 100 g') das trés
extragOes realizadas (n = 3) em todas as amostras avaliadas, com
seus respectivos valores de desvio padrio relativo (% RSD) e dados
estatisticos de comparag@o de médias entre as amostras com 95% de
confianca (ANOVA/Tukey).

A Tabela 2 apresenta as faixas de concentragdo dos dcidos
amargos, rendimento extrativo dos 6leos essenciais e os indices de
armazenagem (HSI), de algumas das cultivares analisadas neste
trabalho. Os dados foram utilizados como referéncia para discussao
dos resultados e obtidos no portifélio-analitico disponivel no site do
grupo Barth Haas® e no software de elaboracao de receitas cervejeiras
BeerSmith3® (versio 3.2.7).”

Conforme indicado na Tabela 2, as variedades Yakima Gold e
Centennial apresentam teores de o-dcidos totais (Ol = O + O,)
entre 9,3 e 11,5 g 100 g, e para B-dcidos totais (B = PB1 + Bo)s
entre 3,4 ¢ 4,8 g 100 g, sendo consideradas variedades de amargor
de moderado a alto. Conforme demonstrado na Figura 1, foi possivel
realizar a quantificagdo dos dcidos amargos e do xanthohumol em
todas as amostras analisadas. Os a-4cidos se formaram em maior
quantitativo do que os f-dcidos e a cultivar Centennial foi a que
apresentou os maiores valores de o, independentemente da
plantacdo de origem. Os teores de o, para Yakima Gold variaram
de 0,692 22,652 g 100 g' e a amostra oriunda do cultivo em Quixadd
teve maior quantitativo entre todas as plantacdes. Nesta, os valores
de a,, representaram 28% do valor de referéncia, ja em sua primeira
florac@o; porém, a propor¢ao a,/0.,,, se¢ mostrou levemente acima do
esperado para esta variedade.?

A cultivar Centennial apresentou valores de o, entre 2,045
e 2,804 g 100 g', sendo os resultados das diferentes plantacoes,
estatisticamente semelhantes para maioria das substancias e inferiores
ao minimo esperado para esta cultivar. A proporc¢ao o,/ Se mostrou
muito similar entre todas as plantacdes (24-27%), estando dentro do
esperado para esta variedade.” Os teores de xanthohumol variaram
de 0,028 2 0,209 g 100 g, sendo o resultado mais expressivo obtido
para a cultivar Centennial oriunda do municipio de Guaraciaba do
Norte (CE). Apesar dos acidos amargos totais entre as amostras,
ndo apresentarem no geral, diferenca estatistica significativa nas
concentracdes, o cultivo com adubag@o exclusivamente organica
na serra da Ibiapaba (CE), segundo o produtor, propiciou aumento
de aproximadamente 10% na produtividade dos cones de ambas as
variedades em relagdo as demais plantacdes.

Os dados de desvio padrio relativo (% RSD) variaram de 0,3 a
10,08, indicando boa precisdo analitica nas extragdes realizadas em
triplicata, para as andlises de cada cultivar. Desta forma, os resultados
apontam que, em sua primeira floragdo, as plantas cultivadas nos
estados do Rio Grande do Norte e do Ceard se mostraram em processo
de adaptac@o as regides de plantio ja que as quantidades de 4cidos
amargos foram inferiores a0 minimo esperado para todas as cultivares.

Dados da literatura apontam que os teores de dcidos amargos nas
flores de lipulo tendem a aumentar durante os trés anos de idade da
planta, mantendo-se estdveis por até 20 anos, desde que fornecidas
as condi¢des adequadas de cultivo.” Ressalta-se que a baixa
quantidade de dcidos amargos e dos dleos essenciais encontrados nos
primeiros anos de cultivo € esperada, conforme dados da literatura,
sendo o lipulo denominado tecnicamente em lingua inglesa por
“baby hop”.3*3! Em publicac@o recente, Leles et al.’*> demostraram
resultados significativos de a-dcidos jd na primeira floragdo,
utilizando espectrofotometria para quantificacdo e o cultivo das
plantas com suplementagdo luminosa no estado do Parana.

A Tabela 3 apresenta os resultados para quantificagdo de
dcidos amargos e xanthohumol (g 100 g') das cultivares Cascade
e Columbus, produzidas no Rio Grande do Norte, ao longo de trés
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Figura 1. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (coluna C-18) registrados em 340 nm das solugcdes padrdo de xanthohumol, dcidos amargos (ICE-4),
amostras e pellet comercial (Cascade)
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Figura 1. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (coluna C-18) registrados em 340 nm das solucoes padrdao de xanthohumol, dcidos amargos (ICE-4),

amostras e pellet comercial (Cascade) (cont.)

floradas consecutivas, do estresse hidrico e de pellet comercial

(Cascade), com dois anos de estocagem (safra 2021).

Os valores relativos a primeira florac@o para a cultivar Cascade,

sdo muito similares aos valores das cultivares anteriores, segundo os

qUaiSs Oy € Prow representam aproximadamente 30% do relatado na

Tabela 2. Ao se analisar o resultado quantitativo da segunda floragao,
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Figura 2. Sobreposigdo dos espectros de absor¢do (UV-Vis) obtidos para os picos correspondentes nos extratos de lipulo (linha azul) com as solucoes padrao
cadastradas na biblioteca espectral do HPLC (linha vermelha)
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Tabela 1. Dados analiticos das curvas padrdo e quantificacdo em g 100 g"' dos dcidos amargos (o e f3) e do xanthohumol presentes nas flores das cultivares

Yakima Gold e Centennial, produzidas em trés municipios nordestinos, utilizando extragdo QUEChERS e cromatografia liquida*

) Monte Alegre (RN) Quixadé (CE) Guaraciaba do Norte (CE)
Faixa da 2100 g’ 2100 ¢! g 100 g
A _ . curva padrdo Equagdes da B LD LQ n=3 n=3 n=3
Composto (nm) Rt = (min) (mg mL") curva padrdo (mg mL"') (mg mL™")
n=7 Yakima  Centennial ~ Yakima  Centennial ~ Yakima  Centennial
(% RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD)
Xanthohu- 0,006-0,18 _ 0,060 0,052¢ 0,125° 0,093¢ 0,0282° 0,209¢
mol 340 5,7 =6 y=4497x-67,39 0,999 0,0062  0,0206 (5.20) (2.04) (4.54) (6.95) (1.14) 5.41)
Cohumulona 0,538¢ 0,563¢ 0,890° 0,769¢ 0,245¢ 0,533¢
(@) 326 12,8 0,027-0,432 y=10533x —4,4493 0,991 0,0752  0,2507 ©.17) (6.28) (2.95) 2.42) (5.65) @51
n-Humulona A
1,015 1,482° 1,762¢ 2,035¢ 0,447¢ 1,695
+Adhumu- 326 14,1 0,079-1,264 y=10669x - 79,51 0,997 0,1112 00,3708 (822) ain 0.68) 0.30) (3.72) 0.96)
lona (a,)
Colupulona _ 0,525° 0,525° 0,776° 0,564° 0,254¢ 0,281¢
B 278 152  0,032-0,576 y=7785x-88,62 0996 0,0686  0,2286 (5.39) $.62) (1.52) 0.94) “438) (6.54)
n-Lupulona ’ )
0,377 0,604° 0,541¢ 0,620° 0,190¢ 0,442¢
;;);&:il[;p)u— 278 16,0  0,034-0,538 y=10159x —40,358 0,993 0,0796  0,2654 (5.63) 9.47) (5.03) (1.62) (10.08) 2.88)
2

*Letras iguais na mesma linha representam valores estatisticamente semelhantes (P < 0,05), utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) com multiplos fatores seguida do teste de Tukey.
A: comprimento de onda de quantificacdo. Rt: tempo de retengdo. R* coeficientes de determinagéo. LD: limite de detec¢@o. LQ: limite de quantificag@o. % RSD: desvio padrdo relativo.

Tabela 2. Concentragdo de dcidos amargos, rendimento extrativo de 6leos essenciais e percentual de degradag@o relatados para algumas das cultivares estudadas

Cultivar a-acidos - dcidos Total de 6leo *Indice de armazenagem
(2100 g" (2100 g (mL 100 g") (HSI)

Yakima Gold 9,30 4,80 1,90-2,30 15%

Centennial 9,5-11,5 3445 1,60-2,15 40%

Cascade 4,5-7,0 48-7,0 1,15-1,20 50%

Columbus 14,5-18,0 4,5-6,0 2,57-3,90 52%

*Percentual de degradacio semestral dos dcidos amargos, considerando estocagem a 20 °C.

nota-se aumento no teor de 0, (3,511 g 100 g'), porém apenas
o, (n +adhumulona) e 3, (colupulona) apresentaram crescimento com
significancia estatistica. Na terceira floragdo, verifica-se aumento na
concentracdo de todas as substancias em relagdo as floradas anteriores,
sendo inclusive o teor de o, na amostra cultivada no Rio Grande do
Norte (5,655 g 100 g') superior ao teor encontrado no pellet comercial
(4,061 g 100 g'), avaliado nas mesmas condigdes analiticas, porém
contendo aproximadamente dois anos de armazenamento. Diferentes
trabalhos relatam a degradacao de dcidos amargos nas flores de lipulo
e de seus isomerizados na cerveja em fungio do tempo de estocagem,
seja por suscetibilidade ao oxigénio ou ac¢do da temperatura.®*3 A
cultivar Cascade por exemplo, segundo dados do Beer Smith3®,
sofre degradacd@o de 50% dos teores de a-dcidos a cada 6 meses, se
estocado a 20 °C. Os fabricantes indicam a estocagem do lipulo em
temperaturas entre 0-5 °C, na auséncia de luz, de forma a minimizar
esta degradagdo.

No que se refere aos teores de xanthohumol, ndo se observa
diferenga estatistica relevante entre todas as flora¢des e o pellet
comercial. As extracdes realizadas com o dobro da massa dos pellets
(1,0 g) apresentaram valores de drea praticamente iguais ao dobro
das extracdes com 0,5 g, demonstrando que o limite de solubiliza¢do
do solvente extrator ndo foi atingido.

As proporgdes o,/0,, desta cultivar foram dentro da faixa
esperada (31-40%) para esta variedade em todas as floragdes e
também no pellet comercial.?® Desta forma, evidencia-se que, com a
sucessdo das colheitas desta cultivar na regido de plantio, o material
vegetal apresentou qualidade superior a do pellet comercial, o que
demonstra, em termos de concentracio das substancias de interesse,
uma boa viabilidade econdmica para o desenvolvimento desta
cultivar nesta drea de plantio. Adicionalmente, ressalta-se que as trés
floracdes foram obtidas em apenas 12 meses de cultivo, indicando a

possibilidade de trés safras anuais, propiciando, desta forma, maior
produtividade e renda para agricultores locais. Porém, ressalta-se
que o lipulo € uma planta com ciclo de vida longo e, desta forma,
os dados ndo permitem avaliar o efeito das trés safras anuais na sua
longevidade, considerando que, em grande parte das plantacdes, é
obtida apenas uma ou duas floragdes anuais.

A Tabela 3 também apresenta as concentragdes dos dcidos amargos
e do xanthohumol (g 100 g') para a cultivar Columbus (Monte
Alegre, RN), monitorada ao longo de trés floragdes consecutivas,
porém com parte das plantas submetidas a estresse hidrico durante a
produgdo da terceira safra. De maneira diferente da cultivar Cascade,
ndo se percebe aumento significativo nas concentragdes de dcidos
amargos totais entre as floragdes e que mesmo na terceira floracio,
os valores ainda estdo distantes da faixa relatada para esta variedade,
que € considerada de elevado amargor (o, 14,0-8,0 g 100 g). As
quantidades de xanthohumol s3o estatisticamente idénticas em todas
as floragdes e até mesmo no estresse hidrico.

Uma dréstica reducdo na concentragdo de todas as substancias
¢é verificada ap0s as plantas serem submetidas ao racionamento de
dgua em sua terceira safra consecutiva (estresse hidrico), bem como
na produtividade dos cones, demonstrando a importincia da reserva
hidrica necessaria para a produgio de flores com qualidade. Portanto,
os dados indicam mais uma vez que a concentragdo dos compostos de
interesse da industria cervejeira (dcidos amargos) tende a aumentar
ao longo da maturacéo das plantas e que o fornecimento de irrigacio
em quantidade adequada ¢ de suma importancia para que as plantas
consigam produzir flores com qualidade comercial. Considerando-se
que a regiao Nordeste possui inimeras dreas com escassez de dgua,
os dados apontam para o desenvolvimento de plantagdes apenas em
locais que contenham reserva hidrica suficiente, tendo em vista que
a planta necessita de quantidade significativa de dgua para o seu
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desenvolvimento, principalmente durante o processo de producio
das flores, e que sdo necessdrias floragdes sucessivas para se obterem
cones com elevada concentracdo dos dcidos amargos. Segundo
Souza,*® em paises do hemisfério norte com clima drido e médias
de temperaturas inferiores a do Brasil, o consumo hidrico da planta
varia de 700 a 800 mm durante o ciclo de produgdo. Nakawuka ez al.*
demonstraram que o estresse hidrico de até 40% em cultivares de
Willamette ndo provocou alteragdo significativa nos valores de dcidos
amargos, porém reduziram a produtividade das plantas.

A Tabela 4 mostra os resultados da quantificacdo dos édcidos
amargos (oo e B) e do xanthohumol para uma segunda plantacao
desenvolvida no municipio de Monte Alegre (Fazenda Varela), na qual
foram implantadas novas cultivares, utilizando sistema de producao
mais atualizado. Novamente foi possivel observar a formagdo dos
dcidos amargos e do xanthohumol em todas as amostras analisadas,
em quantidades inferiores aos valores de referéncia para estas
cultivares.

A cultivar Comet apresentou expressiva quantidade de
Oora (6,414 2100 g1) € Byo (1,829 g 100 g1), correspondendo a 69%
e 60%, respectivamente, do esperado para estas substancias numa
planta j4 em estado de maturac@o.?® As cultivares Galena e Southern
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Cross também revelaram representativos teores de o, 3,739 e
3,087 g 100 g, respectivamente, demonstrando serem variedades
com elevado potencial de desenvolvimento nesta drea, considerando
os resultados obtidos para sua primeira flora¢do. As demais cultivares
(Cluster, Cascade e Zeus), apresentaram valores de o, entre 1,432 e
2,298 g 100 g' e B, entre 0,647 € 1,197 g 100 g''. Curiosamente, as
cultivares que apresentaram maiores valores de dcidos amargos totais
(Ol + Prow) também foram as que possuiam maiores quantitativos
de xanthohumol (Comet e Galena).

A Tabela 4 também apresenta os dados quantitativos para uma
amostra de pellet comercial (Citra®) contendo dois anos de estocagem
e submetida as mesmas condigdes analiticas das flores. A embalagem
indica um teor de o, igual a 12,4 g 100 g' e, para B, uma faixa
de 3,52a4,5¢g 100 g, sendo a propor¢io o,/d, de 22 a 24%. Os
resultados confirmam a ocorréncia de aproximadamente 67% da
concentragdo relatada no rétulo para os d4cidos amargos, considerando
o método de extragdo aplicado, demonstrando o efeito da estocagem na
degradacdo dos compostos de interesse. A propor¢ao o/, coaduna
com a informac@o indicada no rétulo (23,9%). Ao se compararem
esses resultados com a cultivar Comet de primeira flora¢do, nota-se
que ela possui 77% da composicdo de o, presente nos pellets. Isto

Tabela 3. Quantificagdo em g 100 g' dos dcidos amargos (o e f3) e do xanthohumol de trés floragdes sucessivas da cultivar Cascade, produzidas no Rio Grande
do Norte, utilizando extragdo QUEChERS e cromatografia liquida de alta performance (HPLC-DAD)

Cascade (RN)**

Columbus (RN)**

1* Floragdo 2% Floracdo 3" Floragdo Pellet comercial 1* Floragdo  2*Floracdo 3" Floragdo *3" Floragao

Composto n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

g 100 g! g 100 g g 100 g g 100 g g 100 g g 100 g! g 100 g! g 100 g

(%RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD) (%RSD)  (%RSD)  (%RSD)  (%RSD)
Xanthohumol 0,079* 0,121+* 0,235° 0,126 0,093* 0,105* 0,113* 0,017*
(0,89) (4,07) (3,01) (0,85) (13,59) (13,46) (10,60) (17,97)
Cohumulona-(o.,) 0,669* 0,778 1,023 1,373¢ 0,410° 0,685° 0,7450 0,191
! (11,41) (3,33) (2,07) (4,27) (3,97) (4,61) (3,30) (8,17)
n-Humulona + Adhumulona (oL,) 1,005* 2,738° 4,830¢ 2,688° 0,595° 1,270° 1,748 0,145¢
2 (11,96) (4,13) (2,05) (4,66) 4,77) (7,68) (7,94) (10,66)
Colupulon-(B,) 0,486* 0,631° 0,822¢ 1,060¢ 0,275° 0,551° 0,630° 0,175*
P ! (6,27) (0,14) (2,28) (12,54) (8,35) (5,08) (5,27) (11,15)
n-Lupulona + Adlupulona (B,) 0,552¢ 0,643 1,020° 1,144° 0,165* 0,439° 0,534° 0,111*
-Lupulona upulona (B, (7.43) (0,34) 2,77) (13,60) (8,11) (4,82) (3,92) (7,86)

*Cones de 3" floragao submetidos a estresse hidrico. **Letras iguais na mesma linha representam valores estatisticamente semelhantes (P < 0,05), utilizando-se
andlise de variancia (ANOVA) com muiltiplos fatores seguida do teste de Tukey. % RSD: desvio padrio relativo.

Tabela 4. Quantificagio em g 100 g' dos dcidos amargos (o e B) e do xanthohumol de diferentes cultivares de primeira floragéo, no Rio Grande do Norte

(plantagdo 2), utilizando cromatografia liquida

Quantifica¢do dcidos amargos e xanthohumol (g 100 g)

Cultivares Comet Galena Southern Cross Cluster Cascade Zeus Pellet Citra
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Composto (% RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD)

Xanthohumol 0,250 0,100 0,051 0,034 0,072 0,024 0,245
(0,61) (14,14) (15,24) (10,60) (13,62) (15,81) (6,40)

Cohumulona (ot,) 2,114 1,045 0,387 0,656 0,703 0,356 1,993
! (1,35) (7,37) (3,15) (12,37) (14,78) (15,72) (11,54)

n-Humulona + Adhumulona (o.,) 4,300 2,694 2,700 1,642 1,503 1,076 6,351
2 (1,29) (6,82) (2,35) (12,07) (19,16) (10,06) (19,46)

Colupulona (B,) 0,947 0,999 0,250 0,670 0,694 0,312 1,014
P ! (6,39) (2,90) (14,42) (7,90) (15,47) (12,32) (13,98)
n-Lupulona + Adlupulona (B,) 0,882 0,603 0,572 0,527 0,398 0,335 1,227
P P 2 (4,93) (9,49) (2,81) (15,23) (13,17) (8,41) (16,72)

% RSD: desvio padrdo relativo.



10 Marques et al. Quim. Nova

demonstra que, devido ao fato de os pellets importados chegarem
ao mercado brasileiro ja com um tempo significativo de degradacéo
dos compostos em funcdo da estocagem, o lipulo produzido em
territdrio nacional, devido a possibilidade de sua utilizagao de forma
mais fresca, pode ja competir com o produto importado, mesmo em
plantas ainda em desenvolvimento da maturacéo.

Analises dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa acopla-
da a espectrometria de massas (CG-EM)

Os dados de CG-EM revelam a identificacdo de 33 substancias
quimicas distintas nos 6leos essenciais das seis diferentes cultivares
avaliadas (Comet, Galena, Southern Cross, Cluster, Cascade e
Zeus). Os cromatogramas (Figura 3) demonstram que o método
aplicado permitiu a separacio e identificag@o satisfatdria de terpenos
alifaticos, aliciclicos e diferentes compostos oxigenados, como
ésteres, dlcoois, cetona e epoxidos, sem a presenca de compostos
sulfurados. Também foi possivel observar a presenca de substancias
muito caracteristicas dos dleos essenciais de ldpulo, como: mirceno,
humuleno, cariofileno, cadinenos, limoneno, linalol e ep6xidos de
humuleno.!>* Os dados completos de identificagéo e quantificagdo
das substancias encontradas em cada cultivar estdo apresentados
no material suplementar (Tabela 1S). Grande parte das substancias
identificadas € comum a todas as cultivares, porém Cluster apresentou
uma variedade de substincias de menor complexidade em seu dleo
essencial, em relacdo as demais.

A Tabela 5 apresenta os constituintes majoritdrios dos 6leos
essenciais de cada uma das cultivares, bem como os rendimentos
extrativos dos 6leos (em mL 100 g!' de flores) obtidos por
hidrodestilacdo. E possivel verificar que os quatro constituintes
majoritarios das seis diferentes cultivares avaliadas sdo representados
por apenas oito substancias distintas, indicando um perfil similar

em relacdo as substancias quimicas majoritarias presentes. Mirceno
aparece como o constituinte majoritdrio em todas as cultivares, em
teores elevados (52,4-80,15%), o que coaduna com diferentes relatos
da literatura, nos quais indicam que esta substancia merece destaque,
pois costuma ser o composto majoritdrio encontrado, chegando a
constituir 60% do total do 6leo, remetendo a aromas herbéceos e de
ldpulo fresco.'>¥ Humuleno e cariofileno também aparecem como
constituintes em quase todas as cultivares.

Portanto, todas as cultivares apresentaram as principais
substancias caracteristicas dos dleos essenciais de lipulo e dentro
de quantitativos ja relatados para esta variedade vegetal. Verifica-se
também a presenca de hidrocarbonetos sesquiterpénicos, pouco
comuns ou nunca relatados em 6leos de lipulo destas cultivares,
como: yangleno, valenceno, guaia-3,9-dieno,10s,11s-himachala-
3(12),4-dieno e selina-3,7(11)-dieno. Estas composi¢des podem
conferir caracteristicas sensoriais especificas aos dleos, adquiridas
devido a adaptacdo da planta a regido de plantio. Os rendimentos
extrativos por hidrodestilagdo mostraram resultados satisfatdrios para
praticamente todas as amostras, considerando que apenas a cultivar
Zeus ndo conseguiu produzir a quantidade minima de 6leo esperada.
Portanto, os dados apontam que as amostras produzidas nesta
localidade, além de produzirem 6leos em quantidade significativa
jé em sua primeira floracdo, apresentam constituintes que podem
diferencid-los das amostras comerciais.

CONCLUSOES

Todas as amostras produzidas na regido Nordeste apresentaram,
em sua constituicdo quimica, os principais compostos de interesse
industrial independentemente do estado de maturacdo das plantas ou
do municipio de cultivo. A medida que os ciclos de floracdo das plantas
se sucederam, foi possivel observar o aumento gradual na concentragdo
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Tabela 5. Quantificacdo dos quatro compostos majoritdrios (% area), identificados nos 6leos essenciais em cada uma das diferentes cultivares de lipulo avaliadas
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

9% Comet % Galena % Southern Cross % Cluster % Cascade 2 % Zeus
Composto Rt = (min) n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
(% RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD)
Mirceno 460 80,152 70,498 74,814 72,933 52,477 75,837
’ (0,15) (1,05) (0,82) (0,70) (0,95) (1,15)
13,669 4214 10,633 17,110 5,046
Humuleno 17,36 - (1,28) (1,00 (0,57) (1,05) (0,43)
. 3,224 6,010 3,353 5,648 6,200
Cariofileno 16,33 (3,51) (1,18) - (4,69) (0,96) (0,18)
1,613 4,034
Valenceno 18,62 (1.31) - (2.65) - - -
. 1,244 2,836 3,740
trans-dec-4-enoato de etila 13,01 - (7.66) - (1.38) (1.27) -
. 3,234
B-selineno 18,32 - - (0.89) - - -
. 3,975
B-ocimeno 5,75 (2.80) - - - - -
. 2,393
y-cadineno 19,14 - - - - - (3.19)
Rendimento extrativo dos 6leos essenciais (mL 100 g)
Cultivares (n = 1) 2,01 1,13 1,30 0,62 0,85 0,98
*Referéncia®® 1,90-2,90 0,90-1,30 0,90-1,59 0,40-0,80 0,80-1,50 2,40-4,50

Rt: tempo de retengdo. % RSD: desvio padrdo relativo.

dos acidos amargos, sendo que a terceira safra da cultivar Cascade ja 2. Hieronymus, S.; For The Love of Hops: The Practical Guide to Aroma,
apresentou teores de dcidos amargos dentro da faixa esperada para Bitterness and the Culture of Hops, 1* ed.; Brewers Publications:
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avaliado, indicando ser uma variedade promissora para esta regido de 3. Ting, P. L.; Ryder, D. S.; J. Am. Soc. Brew. Chem. 2017, 75, 161.
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