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RESUMO

O lupulo (Humulus lupulus) ¢ uma das principais matérias-primas utilizadas na producao de
cerveja, sendo responsavel por caracteristicas sensoriais importantes, como aroma e,
principalmente, amargor. Durante a fervura do mosto, os a-acidos presentes no lupulo sofrem
isomerizacdo térmica, originando os iso-o-acidos, compostos diretamente relacionados a
intensidade do amargor da bebida. Neste trabalho, variedades de lapulos comerciais foram
caracterizadas por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e CLAE-EM/EM acoplada a
Espectrometria de Massas. As analises por RMN permitiram a obtengdo de informagdes
estruturais, através dos fingerprints que viabilizaram a determinagdo dos principais metabolitos
presentes nos extratos de lupulo, enquanto as andlises por CLAE-IES-EM/EM permitiu a
anotac¢dao dos principais metabdlitos presentes nas amostras. Dessa forma, para a variedade
Sabro de lupulo, foi realizada a separagdo da mistura de a-acidos, com rendimento de 31 % do
extrato de lupulo, seguida de sua isomerizacao, obtendo 42,5%, da mistura de iso-a-acidos. A
confirmacdo dessas estruturas foi realizada por espectroscopia de RMN de *C. Os a-4cidos
apresentaram sinal caracteristicos de 6 79,2 ppm, enquanto os isomeros cis € trans dos iso-0-
acidos apresentaram sinais na faixa de 6 205,1 e 207,3 ppm. Posteriormente, foi conduzido um
estudo eletroquimico utilizando uma folha de grafite como eletrodo de trabalho para investigar
o comportamento dos iso-a-acidos e sua relacdo com o amargor da cerveja. Os perfis
voltamétricos obtidos para a-acidos e iso-a-acidos apresentaram regioes de potencial diferentes,
e as analises foram direcionadas aos iso-o-acidos, principais responsaveis pelo amargor da
bebida. A andlise direta de cervejas comerciais revelou a presenca de compostos interferentes,
como o metabissulfito de sodio, tornando necessdrio um pré-tratamento das amostras por
extracdo com isooctano. A eficiéncia desse procedimento foi acompanhada por CLAE-IES-
EM/EM, confirmando a presenca dos iso-a-acidos apos a etapa de extragdo. Por fim, os valores
de amargor, expressos IBU, foram determinados por Voltametria de Onda Quadrada, obtendo
valores determinados proximos de IBU (IBUmedido: BS1 = 48,1; BS2 = 41,6; BS3: 17,6) aos
comparados pelos valores dos fabricantes (IBUgeclarado:BS1 = 46; BS2 = 40; BS3=18). Os
resultados demonstraram que o método eletroanalitico desenvolvido apresenta uma alternativa
com melhor desempenho para a determinacdo de iso-o-acidos e para aplicagdes futuras no

controle de qualidade de cervejas.

Palavras-chave: folha de grafite, Humulus lupulus, IBU, lapulo e RMN de *C



ABSTRACT

Hops (Humulus lupulus) are a key raw material in beer production, responsible for important
sensory characteristics such as aroma and, notably, bitterness. During wort boiling, the a-acids
present in hops undergo thermal isomerization to form iso-a-acids compounds directly linked
to the beverage's bitterness intensity. In this study, commercial hop varieties were characterized
using Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and High-Performance Liquid Chromatography
coupled with Mass Spectrometry. NMR analysis provided structural information via
fingerprints, enabling the identification of major metabolites in the hop extracts, while HPLC-
ESI-MS/MS analysis allowed for the annotation of the primary metabolites present in the
samples. Specifically, for the Sabro hop variety, the a-acid mixture was separated yielding 31%
of the hop extract and subsequently isomerized, resulting in a 42.5% yield of the iso-a-acid
mixture. Structural confirmation was achieved through *C NMR spectroscopy; oa-acids
exhibited a characteristic signal at & 79.2 ppm, whereas the cis and trans isomers of the iso-a-
acids showed signals in the 8 205.1-207.3 ppm range. Subsequently, an electrochemical study
using a graphite sheet as the working electrode was conducted to investigate the behavior of
iso-a-acids and their relationship to beer bitterness. The voltammetrics profiles obtained for a-
acids and iso-a-acids displayed distinct potential regions; consequently, the analysis focused on
1s0-0-acids, as they are the primary contributors to the beverage's bitterness. Direct analysis of
commercial beers revealed the presence of interfering compounds, such as sodium
metabisulfite, necessitating sample pre-treatment via isooctane extraction. The efficiency of
this procedure was monitored using HPLC-ESI-MS/MS, confirming the presence of iso-a-acids
following the extraction step. Finally, bitterness values expressed in IBU were determined using
Square Wave Voltammetry; the measured values (BS1 =48.1; BS2 =41.6; BS3 = 17.6) were
close to those declared by the manufacturers (BS1 = 46; BS2 = 40; BS3 = 18). The results
demonstrated that the developed electroanalytical method offers a higher-performance

alternative for determining iso-a-acids and for future applications in beer quality control.

Keywords: graphite leaf, Humulus lupulus, IBU, hops and '>°C NMR
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1 INTRODUCAO

Os Produtos Naturais (PNs) possuem uma complexidade quimica significativa, oriundos
dos metabolitos primarios e secundarios, gerando diversas caracteristicas estruturais singulares.
Nesse cenario, o uso de métodos analiticos, como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
a Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (CLAE-EM/EM),
¢ essencial para a caracterizagao, anotagao e identificagao desses compostos (Wolfender et al.,
2019).

As técnicas de RMN e CLAE-EM/EM na area de PNs sdo fundamentais, pois fornecem
informagdes estruturais detalhadas sobre os PNs. Isso possibilita uma investigagdo detalhada
sobre a composi¢ao quimica dos organismos vivos, de forma isolada ou presentes em misturas.
Dessa forma, a técnica de RMN pode ser utilizada em estratégias de fingerprint metabolico,
permitindo a comparagao global entre amostras sem precisar identificar individualmente todos
os sinais e a técnica de CLAE-EM/EM por sua vez, apresenta alta sensibilidade e seletividade,
sendo amplamente utilizada para a andlise de metabolitos em matrizes complexas (Salem et al.,
2020).

O lupulo (Humulus lupulus), foi selecionado para o estudo de seus metabolitos
especializados, utilizando as técnicas analiticas, mencionadas anteriormente. Dessa forma, o
lupulo ¢ uma matéria-prima essencial na produgdao de cerveja, desempenhando um papel
fundamental na defini¢do do aroma, sabor e estabilidade da bebida, contribuindo assim para um
perfil sensorial mais agradavel (Klimczak; Cioch-Skoneczny, 2023). Sua influéncia sensorial
esta principalmente associada a presenca de acidos amargos (chamados de a-4cidos), que sdao
compostos caracteristicos produzidos pela planta. Esses compostos sdo biossintetizados nos
cones femininos, especificamente nas estruturas da glandula lupulina, juntamente com outros
constituintes, como Oleos essenciais, flavonoides e metabolitos relacionados. Juntos, esses
compostos determinam as propriedades aromaticas e gustativas do lapulo (Kowalska et al.,
2022). Assim a grande diversidade de variedades de lapulo atualmente disponiveis no mercado
permite a formulacgao de diferentes estilos de cerveja, resultando em uma ampla gama de perfis
aromaticos e sensoriais.

Durante o processo de producdo da cerveja, os a-acidos sofrem isomerizagao térmica,
convertendo-se em seus respectivos iso-o-acidos, conforme ilustrado na Figura 1. Os iso-a-
acidos sao mais soluveis em dgua e sdo diretamente responsaveis pela percepcao de amargor na
cerveja. Cada a-acido pode dar origem a dois diastereoisdomeros (cis € trans), resultando em até

seis iso-a-acidos ao final do processo de isomerizacdo. Estudos indicam que os iso-a-acidos cis
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contribuem de forma mais significativa para o amargor da cerveja devido a sua maior
estabilidade estrutural (Durello; Silva; Bogusz, 2019; Jaskula-Goiris; Aerts; De Cooman,
2010).

Figura 1. Isomerizagao de a-acidos do lupulo em iso-a-acidos, no processo cervejeiro.

a-acidos . . i .
Iso-cis-a-acidos iso-trans-o-acidos

Humulona (R = A
umulona ( ) R\ﬂ\ " Isohumulona (R = A)
Cohumulona (R = B) Eﬂ/

Isocohumulona ( R = B)

Adhumulona (R=C
( ) Isoadhumulona (R = C)

Fonte: A autora.

A determinacdo do amargor da cerveja ¢ realizada por técnica espectrofotometria, sem
a presenga de um padrdo, precedida por uma etapa de extracdo em meio 4cido utilizando
1sooctano, o que permite a transferéncia dos iso-a-acidos da fase aquosa para a fase orgénica.
Nessas condigdes, os compostos apresentam absorbancia em 275 nm (Bishop, 1967), e o valor
de IBU ¢ calculado com base na absorbancia medida. Por defini¢do, 1 IBU (Internacional
Bittners Unitt) corresponde a 1 mg L' de iso-o-acidos presentes na cerveja, assim, um
aumento na concentragdo desses compostos resulta diretamente em um maior amargor
percebido na bebida (Hunter; Dompkowski, 2018; Klimczak; Cioch-Skoneczny, 2023).

Embora o método espectrofotométrico seja amplamente utilizado para a determinagao
de iso-a-4cidos, outras técnicas analiticas, como a CLAE-EM/EM, também podem ser
empregadas (Jaskula et al., 2007). No entanto, esses métodos sdo mais complexos e exigem o
uso de padrdes analiticos de referéncia para garantir uma quantificagcdo precisa.

Métodos eletroanaliticos tém surgido como alternativas promissoras para a
determinagdo de compostos bioativos, permitindo a avalia¢ao direta do comportamento redox
de moléculas de interesse (Corréa-Ribeiro et al., 2018; Ribeiro et al., 2019). Dentre os

materiais empregados como sensores eletroquimicos, as folhas de grafite destacam-se pelo
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seu excelente desempenho, decorrente de sua elevada condutividade elétrica, sensibilidade,
flexibilidade mecanica e baixo custo (Silva et al., 2019). A superficie das folhas de grafite ¢
constituida por camadas de carbono pirolitico, que conferem alta condutividade elétrica e
baixa corrente de fundo. Essas caracteristicas ampliam sua aplicabilidade em diversos
campos, incluindo o desenvolvimento de biossensores, dispositivos de armazenamento de
energia e capacitores eletroquimicos (Marra et al., 2024).

O presente estudo teve como objetivo investigar o perfil eletroquimico de iso-a-acidos
utilizando um eletrodo de folha de grafite e determinar o indice de amargor de cervejas
comerciais selecionadas, bem como realizar o estudo fingerprint dos metabolitos presente em
diferentes extratos de lupulos comerciais, utilizando RMN 'H e *C e confirmar as presengas

dos principais compostos de interesse anotados por CLAE-EM/EM.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lupulo (Humulus)

2.1.1 Origem

O lapulo ¢ cultivado em diversos paises ao redor do mundo. Pesquisas indicam que o
lupulo teve origem na China. Uma analise dos cromossomos de certas plantas revelou que os
lupulos europeus da mesma espécie sdo diferentes dos lupulos da China. Além da analise
realizada, também foram examinados os aspectos morfoldgicos do lupulo asidtico e americano
(Neve, 1991).

No entanto, ha registros de que frutos de lupulos isolados foram encontrados na Europa,
antes da Idade Média. Acredita-se que isso se deva ao seu uso na producao de cerveja (Behre,
1999). De acordo com Korpelainen e Pietilainen (2021), ha estudos que sugerem que a expansao
do lupulo pela Europa aconteceu apds a ultima glaciacdo, sem a participagdo humana na
migracdo. Outra hipotese ¢ a de que os colonizadores finlandeses introduziram o lupulo na
Europa. Dessa forma, existem diversas teorias acerca da origem do lupulo (Korpelainen;
Pietildinen, 2021).

A primeira referéncia ao lapulo foi realizada por Pliny, descrevendo-o como uma planta
ornamental para os romanos. A denominagao feita por ele, sobre Lupulus ¢ derivada do latim
lupus (lobo), no qual se desenvolve trepando nos salgueiros. A palavra hop em inglés origina-
se do anglo-sax@o hoppan, que significa escalar. Nao ha registro da origem do nome Humulus,
porém acredita-se que derive do latim Aumus, referindo-se ao solo fértil e umido onde a planta

se desenvolve (Grieve, 1971).

2.1.2 Classificagdo taxonémica e aspectos botdnicos

O Humulus lupulus pertence a classe Magnolopsida, subclasse da Hamamelididae, das
ordens das Rosales, familia Canabaceae e género Humulus (Carbone; Gervasi, 2022). A familia
Cannabaceae abrange 10 géneros de planta, sendo os mais conhecido o Humulus e Cannabis,
algumas caracteristicas similares desses géneros sao graos de pdlen triporados, sobreposi¢do na
estivagdo floral e perianto persistente (McPartland, 2018). O interesse econdomico no género

Cannabis ¢ a sua utilizacdo na formulagdo de medicamentos, e em relacdo ao Humulus é a sua
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introdugdo na cerveja que confere amargor e como consequéncia agrega valor ao produto (Fu

etal.,2023).

2.1.3 Género

O género Humulus compreende trés espécies: Humulus lupulus, Humulus japonicus e
Humulus yunnanensis, que tem por caracteristica plantas do tipo trepadeira, capazes de se
enrolar em espiral ao redor de suportes ou outras plantas, como mostra a Figura 2. Sdo plantas
dioicas, caracterizada por flores femininas e masculinas separados. As espécies podem

apresentar ciclo de anual ou ciclo de vidas longos (perenes) (Small, 1978).

Figura 2. A) Plantagdo de lapulo se desenvolvendo em cordas e em B) ampliacdo da planta e
folha de lapulo.

Fonte: A autora.

2.1.3.1 Humulus japonicus

O Humulus japonicus ¢ uma espécie nativa do Japao, e se encontra distribuida no leste
da Asia, também encontrado na Coreia do Sul, Oriente Russo, América do Norte. e Europa. Na
Europa a sua plantagdo ¢ desde 1886, e a sua disseminagao ocorreu a partir dos jardins que eram

plantadas, iniciando a aparigdes da espécie em territorios como Italia, Hungria, Austria,
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Republica Tcheca, Franca, Alemanha, Gra-Bretanha, Roménia, Eslovénia, Sui¢a e Ucrania
(Balogh; Dancza, 2008).

Com caracteristica e ser uma planta trepadeira anual, onde tem todo o ciclo de vida da
germinagdo até a sua morte, com periodos de vidas curtos. Contém pelos rigidos, folha verde-
claro podendo ter de 5 a 7 lobulos dentadas, inflorescéncia dos cones menor de 1 cm. Sua
principal caracteristica ¢ ndo produzir glandulas lupulinas (Balogh; Dancza, 2008; Small,
1978).

Alguns estudos apontam diversas aplicagdes para o Humulus japonicus, como para
tratamento de antioxidante e antienvelhecimento, que apresentaram resultados promissores para
desenvolver medicamentos, sendo necessario estudos mais complexos em humanos e animais
(Sung et al., 2015; Wang et al., 2022). O estudo utilizando extrato aquoso de Humulus
Jjaponicus para melhorar o declinio cognitivo e perda de memoria por uso da escopolamina, in
vivo. Utilizaram extrato e lupulo em camundongos idoso em que observaram a melhora em
reconhecerem objetos e aprendizagem espacial (Kim et al., 2025).

Extratos etandlicos de Humulus japonicus, apresentou um teor de compostos fendlicos
que melhora a atividade antioxidante, aprofundando em trabalhos que utilizam de células PC12,
semelhante a células neurais, em que tem um comportamento neuroprotetor contra estresse
oxidativos induzido por peroxido de hidrogénio (Wang et al., 2022). Um estudo avaliou a
obesidade utilizando extrato etanolico em células adiposas e camundongos com dieta rica em
gordura, e observou que o extrato reduziu o acimulo de lipidios e estimulou a lip6lise, sendo a

quebra de gorduras (Sun et al., 2024).

2.1.3.2 Humulus yunnanensis

O Humulus yunnanensis ¢ uma espécie nativa da China e da provincia de Yunna, ¢ uma
planta pouco explorada pela literatura. O aspecto da folha de Humulus yunnanensis contém de
3 a 5 lobulos, levemente dentada, inflorescéncia do cone de 2 a 9 cm, com coloragao varia de
verde-claro a verde-escuro (Small, 1978).

Em 2018 uma variagdo do género foi patenteada e renomeada pelos Estados Unidos.
Uma pesquisa realizada em que ocorreu a hibridizagao cruzada de H. yunnanensis selvagens
das regioes Pekong e Himalaia, a patente tem o intuito de proteger ou registrar a variedade Kyra
devido alto teor de canabinoides, registrado na planta. Porém ndo se tem muito estudo sobre

esse género (Joseph, 2020).
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2.1.3.3 Humulus lupulus

A espécie de Humulus lupulus ¢ o mais estudado e pesquisado entre os trés, em razao a
selegdao e melhoramento genético ao longo dos anos, além da acessibilidade da espécie facilitou
a domesticagcdo. Depois de pesquisas relacionadas aos metabolitos especializados e sua
utilizagdo na fabrica¢do algumas caracteristicas foi melhorando ao longo dos tempos, como
maior produtividade de cones femininos, maior teor de resinas macias e adaptacao ao cultivo
(McAdam et al., 2013).

Essa foi a primeira espécie mencionada por Plyny (Grieve, 1971), um estudo realizado
por Jaske (2004), fala sobre sua distribui¢ao natural na regido do hemisfério norte, Na Europa,
Asia e América do Norte, avaliando a variabilidade genética de 124 plantas pertencentes no
banco de dados da Eslovénia (Jakse; Satovic; Javornik, 2004). O ano exato da origem de
Humulus lupulus, ndo foi encontrado na literatura (Small, 1978).

O Humulus lupulus ¢ uma planta perene, que tem ciclo de vida longo, podendo chegar
de 25 a 30 anos, ¢ uma planta de 10 a 18 metros de alturas, as suas folhas de 3 a 5 16bulos
dentados, os cones femininos tém o comprimento de 2,5 a 5 centimetro, ¢ as folhas e cones
possui uma coloragdo verde-médio. Em razio aos metabdlitos especializados produzidos em
grande quantidade por essa espécie, ela € a mais utilizada na fabricagdo de cerveja e na area da
medicina (Carbone; Gervasi, 2022; Korpelainen; Pietildinen, 2021).

As espécies de lupulos segundo Small (1978) se diferenciam entre si principalmente
pelas folhas na divisao dos lobulos, coloracdo e aspectos, também tem se a diferenciacdo entre
os seus cones femininos, em relagdo a produgdo de metabdlitos especializados, além de suas

formas, tamanhos, como demonstrado na Figura 3, (Small, 1978)
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Figura 3. Comparacdo morfologica das espécies de Humulus.

Cones

Espécies Folhas G i
femininos

H. japonicus

%
' 4

H. yunnanensis

Fonte: A autora.

2.1.3.4 Variedades Humulus Lupulus

As variedades dessas espécies foram reconhecidas através do estudo taxondmico
realizado pelo Small (1978), onde foi analisado algumas cole¢des de Humulus lupulus, sobre
os aspectos morfoldgicos e distribuigdo geografica, com isso ele reconheceu cinco variedades
do Humulus lupulus. A Tabela 1 apresenta de forma resumida as diferengas entre as espécies

de Humulus lupulus.



25

Tabela 1.Variedade Taxonomica de Humulus lupulus caracterizada por Small (1978).

Variedade

Caracteristicas

Regido de Origem

Humulus lupulus var. lupulus

Folhas com serrilhado reduzido,
l6bulos moderados, pubescéncia na
nervura central da folha com menos
de 20 cm, glandulas secretoras
abaxiais limitadas e peciolos curtos

em quantidade reduzida.

Europa e leste da América do

Norte

Humulus lupulus var.

neomexicanus

Folhas apresentam de 5 a 9 l6bulos
bem definidos, com pubescéncia

foliar  variavel, as  glandulas

secretoras  abaxiais estdo  mais
concentradas na face e os peciolos sdo
bem desenvolvidos e numerosos,
proporcionando melhor sustentacao a

planta.

Oeste da América do Norte,

principalmente na Cordilheira

Humulus lupulus var. pubescens

Folhas menores de 3 16bulos ou sem,

apresentando  pubescéncia  foliar

bastante desenvolvida, visivel a olho
nu, glandulas secretoras abaxiais de
menor tamanho

e peciolo com

densidade elevada.

Centro-Oeste dos Estado
Unidos

Humulus lupulus var. cordifolius

Folhas apresentam 3 16bulos ou
formato de coragdo, com pubescéncia
foliar visivel e rigida, glandulas
secretoras abaxial s@o menores do
que nas variedades americanas e o

peciolo é longo e espagado.

Leste da Asia, em especial no

Japao

Humulus lupulus var. lupuloides

Folhas apresentam até 5 lobulos de
formato grande, pubescéncia foliar
moderada, ausente nas nervuras,

glandulas secretoras abaxial

abundantes e peciolo curto.

Leste e Centro da América do

Norte

Fonte: A autora.

O Humulus lupulus, possui mais variedades de lupulos que sdo cultivadas para fins

comerciais em diferentes regides do mundo. A importancia desses cultivares sdo as
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inflorescéncias femininas, onde as glandulas lupulinas estdo localizadas e sdo responsaveis pela
producdo de metabolitos especializados (Jakse; Satovic; Javornik, 2004; McAdam et al., 2013;
Neve, 1991). Mundialmente estdo registradas cerca de 344 cultivares pela Convencao
Internacional de Produtores de Lupulo (IHGC) (International Hop Growers’ Convention,
2025), sendo uma organizacao que representa a industria mundial do lapulo e delas 48 também
sdo cultivadas no Brasil, sendo registradas em 2022 (Brasil, 2022).

O Iupulo utilizado no trabalho foi Sabro, pertencente a linhagem Neomexicanus (Rheay
et al., 2020). Nelson e Cockerell em 1903 aplicaram o nome da variedade Neomexicanus a H.
lupulus selvagem coletado no norte do Novo México. Eles basearam esse nome devido a
diferenca na distribui¢do geografica, l16bulo foliar e morfologia da bractea (Tembrock; Mcaleer;

Gilligan, 2016).

2.1.4 Composigcdo Quimica

Este trabalho abordara somente a composicao quimica de Humulus lupulus, senda esta
utilizada nos estudos posteriores. O Humulus lupulus ¢ uma das plantas mais utilizadas do
género devido as suas diversas propriedades que garantem aplicagdes em diferentes areas no
ambito industrial (Karabin et al, 2016). O lupulo tem cones femininos, que na sua
inflorescéncia possui glandulas lupulinas que produzem os metabolitos especializados, como
mostrado na Figura 4. Esses metabolitos especializados t€ém diferentes compostos como 6leos
essenciais, polifendis, proteinas e resinas totais, que se diferenciam pela solubilidade em
solventes organicos (Chiancone et al., 2023; Hrn¢i€ et al., 2019).

As resinas totais sdo caracterizadas pela solubilidade em éter dietilico e metanol frio,
sendo classificadas em resinas macias e resinas duras. As resinas macias podem ser soluveis
em hexanos, no entanto, as resinas duras sao insoliiveis nesse solvente, mas se mostram soluveis
em metanol e éter dietilico (Almaguer et al., 2014; Paniagua-Garcia; Ruano-Rosa; Diez-

Antolinez, 2024).
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Figura 4. A) Cone feminino da espécie de Humulus lupulus e B) Glandulas lupulinas.

Fonte. A autora.

2.1.4.1 Oleos essenciais

Os dleos essenciais s3o compostos volateis de baixa polaridade, nos lipulos secos sdao
encontrados e 0,3 a 5% de Oleos essenciais, sendo classificados em trés grupos principais:
hidrocarbonetos, compostos com enxofre e compostos oxigenados demonstrados na Figura 5,

(de Souza et al., 2024; Durello; Silva; Bogusz, 2019).

a) Hidrocarbonetos principais sdo os [3-mirceno, que confere um aroma herbaceo
(plantas frescas) e verde fresco, a-humuleno que possui notas madeiradas, [3-
cariofileno com notas de especiarias ¢ amadeiradas e [3-farneseno com aromas
amadeirados, citrico e doces.

b) Compostos com enxofre (organossulfurado) principais: sdo os tidis como 4-
mercapto-4-metilpentan-2-ona, com aroma de groselha preta, S-metil-2-metil-
tiobutanoato, com aromas de legumes cozidos, queijo ou fruta, S-metil
tiohexanoato com notas de frutas tropicais.

c) Compostos oxigenados principais sdo: linalol com aroma floral e frutado,
geraniol com aroma de rosas ou géranio e acetato de geranila aroma de floral e

pinheiro.
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Figura 5. Compostos de oleos essenciais de Humulus lupulus.

[-mirceno
B-Cariofileno
4-mercapto-4-metilpentan-2-ona
‘ & o)
’ HS
[3-farneseno linalol
HO

Fonte: A autora

Virios estudos t€ém sido realizados com o objetivo de desenvolver metodologias para
elevar o rendimento da extracdo de 6leos essenciais do lapulo. Bizaj e colaboradores (2022)
utilizou extra¢do por fluido supercritico, com diferentes solventes, para avaliar melhores
condig¢des de extragcdo de compostos de interesse como o xantohumol, composto que apresenta
atividade antioxidantes e anti-inflamatorias.

Também foram examinadas certas atividades bioldgicas dos extratos de lupulo, com o
objetivo de confirmar seu uso tradicional e identificar quais moléculas sdo responsaveis por
essa atividade. Por exemplo, Piasecki e colaboradores (2023) analisaram a atividade de extratos
e o0leo essencial de seis variedades de lupulo cultivadas na Polonia contra oito cepas patogénicas
humanas de bactérias cocos Gram-positivas. Neste estudo, eles notaram que os extratos
possuem uma atividade maior do que os 6leos essenciais, € que a cepa mais suscetivel a ambos
os produtos foi a Micrococcus luteus (Piasecki; Biernasiuk; Ludwiczuk, 2023).

O aproveitamento dos residuos do cultivo de lupulo também € uma importante area na
obtenc¢do de produtos. De Smidt e colaboradores (2025) avaliou o rendimento € a composi¢ao
de oleo essencial obtido de vegetal fresco de lupulo (folhas, cones e bracteas), considerado um
residuo agroindustrial, apresentando rendimentos semelhantes aos teores de 6leo de lupulo

informados para pellets comercializados no mercado sul-africano. A analise da composi¢do por
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GC-MS mostrou que sdo ricos em terpenos, com elevadas propor¢des de mirceno, o-humuleno,
[-cariofileno e B-farneseno.

O armazenamento ¢ também uma variavel que pode alterar a composi¢ao quimica do
lupulo. Assim, Rutnik e colaboradores (2022) avaliaram as mudangas no teor € na composi¢ao
quimica de oito componentes do 6leo essencial do lupulo durante dois anos de armazenamento
em quatro condigdes diferentes (anaerdbica, aerdbica, camara fria (4 °C) e temperatura
ambiente) e na forma de cones e pellets. Os resultados desse estudo indicaram que o
armazenamento do lupulo deve ser realizado em baixas temperaturas e em condigdes
anaerodbicas, sendo que baixos teores de mirceno indicam armazenamento inadequado. Além
disso, a estabilidade durante o armazenamento varia significativamente entre as variedades de
lupulo, indicando que os prazos de validade devem ser definidos individualmente para cada

cultivar (Rutnik; Ocvirk; Kosir, 2022).

2.1.4.2 Resinas macias

Sao nas resinas macias que estdo os principais compostos de interesse do lipulo, nelas
sdo encontradas as fragcdes a - e B — acidos, representeados na Figura 6. Os o-acidos sao
compostos que contribuem para o amargor da cerveja, elevando o seu valor no mercado. Os 3-
acidos sdo compostos que tem atividades antimicrobiana e antioxidantes (Almaguer et al., 2014;

Karabin et al., 2016).
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Figura 6. Comparacao estrutural dos compostos encontrados nas resinas macias a-acidos e [3-
acidos.

a-acidos

Humulona (R = A)

Cohumulona ( R = B)
Adhumulona (R =C)

Fonte: A autora

2.1.4.2.1 «a-acidos

Os constituintes mais significativos presentes nos lupulos sdo os a-acidos, sendo
chamados de 4cidos amargos do lapulo ou humulonas. Os isdmeros majoritarios dos a-acidos,
humulonas (35 a 70%), cohumulona (20 a 55%) e adhumulona (10 a 15%) mostrados na Figura
7, levam a formagdo dos isomeros cis e trans: - isohumulona; - isocohumulona e
isoadhumulona. Os iso-a-acidos sdo responsaveis por agregar na intensidade do amargor e
auxilia na estabilidade da espuma (Pusecker; Albert; Bayer, 1999). As porcentagens de a-acidos
encontrados no lipulo podem variar entre de 9 a 10%, a depender da variedade ou local de
plantio. Assim como ocorre para os $-acidos, os a-acidos se diferenciam pelo substituinte R da

carbonila ligada ao C-2 (Durello; Silva; Bogusz, 2019).
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Figura 7. Estruturas quimica dos analogos principais de a-acidos.

Cohumulona (R = B)
Adhumulona (R = C)

Humulona (R = A) R\ﬂ\ R
5T

o-acidos

Fonte: A autora.

O lupulo ¢ principalmente usado no setor alimenticio, na produgao de cerveja devido ao
seu carater amargo, também tem a contribui¢do da estabilidade da espuma na cerveja, ligada
diretamente ao composto da cohumulona (Nickerson; Williams, 1986). A fragdo de a-acidos ¢
solivel em menor quantidade devido a sua estrutura quimica. Em razio disso, durante o
processo de produgdo da cerveja, quando o lapulo ¢ adicionado ao mosto, os a-acidos passam
pelo processo de isomerizagdo em altas temperaturas resultando em produtos de maior
solubilidade (Ting; Ryder, 2017).

O processo de isomerizacao dos a-acidos envolve a contragdo do anel de 6 carbonos
paraum anel de 5 carbonos, essa reagdo ¢ denominada como rearranjo aciloina. A reagdo inicia-
se com a ionizac¢ao do sistema B-tricetdnico. O enolato em C-3 ¢ estabilizado por estruturas de
ressonancia. Em uma etapa seguinte enol sofre uma cetonizagdo estereosseletiva, gerando uma
unidade de aciloina. Nessa etapa, a protonac¢ao do anion intermediario cetonizado ocorre de tal
forma que as duas cadeias laterais volumosas assumem a posi¢do trans e, portanto, de menor
energia. A fun¢do alcool tercidrio da aciloina passa por um rearranjo a-cetol com contragao do
anel de seis para cinco membros. Esse rearranjo origina os iso-a-acidos € um novo centro quiral,
a Figura 8, ilustra o mecanismo de isomerizagdo. Como a contracdo do anel ndo ¢
estereosseletiva, formam-se dois compostos epiméricos de anel de cinco membros, os isdmeros
cis e trans, que diferem pela orientagcdo espacial dos substituintes no anel de cinco membros. A
maior estabilidade termodinamica dos cis-iso-a-acidos decorre do menor impedimento estérico
entre as volumosas cadeias laterais adjacentes, justificando sua predominancia em relagdo aos

isémeros trans (De-Clippeleer; Aerts; De-Cooman, 2014).
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Figura 8. Mecanismo de isomeriza¢do de a-acidos isolados do lapulo.

a-dcidos
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s OH
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Fonte: Adaptado de Jaskula - Goiris ef al. 2010.

Os iso-0-acidos ndo estdo naturalmente presentes no lupulo, sendo formados pela
1somerizacdo térmica dos o-acidos durante o aquecimento. No estudo de Malowicki e
Shellhammer (2005), a cinética dessa reac¢ao foi avaliada entre 90 e 130 °C, sendo observado
que o aumento da temperatura acelera a formagdo dos iso-a-acidos. Os autores também
verificaram que tempos prolongados de aquecimento favorecem a degradagdo desses
compostos, especialmente apos aproximadamente duas meias-vidas da concentracdo dos a-
acidos. Os experimentos foram conduzidos em solugdo tamponada a pH 5,2, representativa
do mosto cervejeiro, mantendo-se essa variavel constante durante todo o estudo.

De acordo com Verzele e De Keukeleire (1991), os compostos cis sdo
termodinamicamente mais estaveis do que os isomeros trans, com a razao de 68:32 dos
compostos iso-humulonas. A instabilidade dos compostos trans tornam eles mais facil de
serem degradados, suscetiveis a sofrerem oxidacdo e fotodegradagdo (De-Clippeleer; Aerts;
De-Cooman, 2006; Verzele; De Keukeleire, 1991).

Além da contribuicao para o amargor e a estabilidade sensorial da cerveja, os a-acidos e
os 1so-a-acidos tém despertado interesse devido as suas potenciais atividades biologicas. Entre
as aplicacdes mais investigadas desses compostos podemos destacar a atividade

antimicrobiana, que contribui para a estabilidade microbiologica da cerveja e apresenta
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potencial para aplicagdes em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (Kiofentzoglou
et al., 2025). Estudos demonstram que os iso-a-acidos atuam como iondforos em condig¢des
acidas, promovendo a dissipacao do gradiente de protons através da membrana celular
bacteriana, reduzindo o pH intracelular e comprometendo o metabolismo microbiano.

Adicionalmente, esses compostos favorecem reagdes de oxidacdo associadas ao
transporte transmembrana de cargas, induzindo estresse oxidativo e inibindo o crescimento de
bactérias deteriorantes, especialmente bactérias Gram-positivas € microrganismos associados
a deterioragdo da cerveja (Schurr ef al., 2015). A relevancia tecnologica dessas propriedades
¢ reforgada por estudos que demonstram a capacidade dos a-acidos, iso-a-acidos e seus
derivados de inibir diferentes bactérias deteriorantes da cerveja, contribuindo para a
preservacao microbiologica da bebida e para o aumento de sua vida util. Entretanto, a eficacia
antimicrobiana varia conforme a estrutura quimica do derivado de ltpulo, a concentragao
empregada e a espécie bacteriana avaliada (Michel et al., 2020).

Com isso, as aplica¢des na industria cervejeira, compostos derivados do lupulo vém sendo
amplamente estudados quanto ao seu potencial farmacologico. Nesse contexto, Lempereur e
colaboradores (2016) demonstraram que derivados reduzidos dos iso-a-acidos apresentam
atividade bioldgica promissora contra o cancer de mama, especialmente em modelos de
resisténcia a terapia hormonal, indicando seu potencial como candidatos ao desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas. Esses resultados corroboram com o crescente interesse na
utilizagdo de compostos do ltupulo como fontes de moléculas bioativas para aplicagdes além

da producdo cervejeira (Lempereur et al., 2016).

2.1.4.2.2 [B-acidos

Os B-4cidos também sdo chamados de lupulonas, sendo um dos componentes principais
das resinas macias, constituindo cerca de 3 a 8 % da massa total das resinas macias, dependendo
da variedade do lupulo (Durello; Silva; Bogusz, 2019). Porém ele ndo estd associado
diretamente ao amargor do lupulo, a sua estrutura quimica € pouco solivel em meio aquoso, €
possui pouco carater amargor, ndo sendo uma fonte primaria para o perfil sensorial da cerveja
(Almaguer et al., 2014).

A fracdo de beta-acidos sdo representas por mistura de analogos lupulona, colupulona,
adlupulona, prehumulona e poslupulona, sendo as duas tltimas pouco encontradas ou relatadas
na literatura (Durello; Silva; Bogusz, 2019; Verzele; De Keukeleire, 1991). A estrutura quimica

dos analogos de beta-acidos se diferencia pelo substituinte lateral a carbonila ligada ao C-2,
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mostrado na Figura 9. Os [3-4cidos sdo suscetiveis a oxidagdo, formando principalmente
huluponas. Dessa forma, a concentragdo dessas substancias durante o armazenamento pode ser

empregada como um marcador do envelhecimento do lipulo (Krofta; Mikyska, 2014).

Figura 9. Estruturas quimica dos andlogos principais de a-acidos.

/

Lupulona (R = A) R\ﬂ\ R
Colupulona ( R = B) B\(
Adlupulona (R=C)

B-acidos

Fonte: A autora

Os B-acidos do lupulo tém se destacado como promissores agentes antibacterianos
contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Li e colaboradores (2025)
demonstram que esses compostos atuam por multiplos mecanismos, incluindo a desorganizacao
da parede celular e da membrana citoplasmatica bacteriana, aumentando sua permeabilidade e
comprometendo a integridade estrutural da célula. Além disso, os B-acidos interferem no
transporte de ions, no metabolismo energético e na homeostase redox, promovendo o acimulo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e danos a proteinas essenciais, culminando na morte
celular. Além disso, sugere-se também que esses compostos podem afetar o metabolismo de
carboidratos de MRSA, reduzindo o fornecimento de energia necessario para o crescimento €
a formacdo de biofilmes. Paralelamente a acdo antimicrobiana, os [B-acidos apresentam
potencial cicatrizante, favorecendo a recuperacdo de feridas infectadas por MRSA. Em modelos
animais, observou-se reducdo da inflamacao local, controle da carga bacteriana e aceleragdo da
regeneragao tecidual, resultando em fechamento mais rapido das lesdes. Assim, os B-acidos
atuam como agentes multifuncionais, combinando atividade antibacteriana potente com
propriedades anti-inflamatdrias e pro-cicatrizantes, caracteristicas particularmente relevantes
para o tratamento de infeccdes cutaneas causadas por bactérias multirresistentes (Li et al.,

2025).
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Estudos com extratos de diferentes variedades de Iupulo demostraram que os B-acidos
estdo entre os principais responsaveis pela atividade antibacteriana de lupulo contra
Staphylococcus aureus. Fragdes enriquecidas em [-acidos, contendo predominantemente
colupulona e adlupulona, apresentaram atividade antimicrobiana superior a observada para a
xantohumol e para misturas contendo a-acidos, evidenciando a relevancia desses metabolitos
como agentes bactericidas (Kolenc et al., 2023).

Os pB-acidos do lupulo, especialmente a lupulona, tém demonstrado potencial
antitumoral em estudos in vitro e in vivo. Em células metastaticas de cancer de colon humano
(SW620), a lupulona promoveu uma inibi¢ao de aproximadamente 70% do crescimento celular
apos 48 horas de exposicao, induzindo apoptose por meio da ativacdo das vias de sinalizagdo
mediadas pelos receptores de morte Fas e TRAIL, além de aumentar a permeabilidade da
membrana mitocondrial (Lamy ef al., 2007). Em modelo experimental de carcinogénese
colorretal em ratos, o tratamento com lupulona reduziu significativamente o nimero de lesoes
pré-neoplésicas e diminuiu em até 80% a incidéncia de tumores, demonstrando seu potencial
quimiopreventivo. Posteriormente, Siegel et al. (2008) demonstraram que a atividade
antitumoral da lupulona também esté relacionada a sua agdo antiangiogénica. O composto foi
capaz de inibir etapas fundamentais da angiogénese, como a proliferagdo e a migragdo de
células endoteliais humanas, além de reduzir a formagdo de estruturas capilares em matriz
extracelular. Em camundongos tratados com lupulona, observou-se uma redugdao de
aproximadamente 50% na formac¢do de novos vasos sanguineos. Esses resultados sugerem que
a lupulona exerce seus efeitos antitumorais por mecanismos complementares, envolvendo tanto
a inducao de apoptose em células cancerigenas quanto a supressdo da angiogénese, processo

essencial para o crescimento e a disseminac¢ao tumoral.

2.2 Cerveja

A fabricacdo da cerveja ¢ uma técnica que evolui ao longo de geracdes, onde sdo
utilizados quatro ingredientes essenciais: agua, malte, lapulo e levedura, que desempenham um
papel nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais na bebida. Todo o processo passa por fase
de aquecimento e resfriamento onde sdao divididos em moagem, mostura, fervura do mosto

fermentagdo, maturagao, filtracao e envase (Hornink, 2026).
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2.2.1 Contextualizagdo da cerveja

Indicios na literatura sugerem que a cerveja esta ha muito tempo disseminada em varias
partes do mundo, porém com denominagdes distintas dependendo da localidade ou cultura. Na
Suméria ja havia relatos por volta de 3000 a.C, falando sobre a produgdo da cerveja, no mesmo
periodo na antiga Mesopotamia ha uma passagem que cita a cerveja como um alimento para a
humanidade e em 1792 a. C. tem-se uma declaragdo sobre puni¢des relacionada ao prego da
cerveja (Hornsey, 2015).

No Egito, no periodo pré-dinastico 5500 a. C (Hornsey, 2015)ja4 havia consumo e
produgdo de cerveja, descoberta realizada através de sedimentos de cervejas encontrados e
comentarios reproduzidos na época de como a qualidade da cerveja feita pelos egipcios eram
boas. Nessa regido, a cerveja era distribuida sem distingdo sendo consumida tanto pelos farads
e como pela populagdo em geral. No periodo do Novo Império do Egito, 1550 — 1070 a.C., a
dieta combinada de pao, cerveja e outros itens basicos, revela que a producdo de cerveja ja era
algo comum entre os egipcios (Samuel, 1996).

Na Europa medieval (Hornsey, 2015) era comum o consumo de vinho, culturalmente
como forma de diferenciar os gregos de outros povos. A cerveja era vista como algo impuro e
frio para os gregos, enquanto o vinho era quente e digno. Uma outra informacdo interessante
sobre a producao de cerveja € que o povo Celta que era um grupo de pessoas que vivia espalhado
por toda a Europa, tinha o conhecimento da fabrica¢do de cerveja e considerava a produgdo de
cerveja como uma atividade doméstica e relacionado as mulheres.

A introducdo da cerveja no Brasil estd diretamente relacionada ao periodo da ocupagao
holandesa no Nordeste. Em 1634, durante o governo de Jodo Mauricio de Nassau-Siegen, a
bebida passou a ser consumida na colonia. Entretanto, com a expulsdo dos holandeses em 1654,
a producdo e o consumo de cerveja praticamente desapareceram do territorio brasileiro.
Somente com a transferéncia da Corte Portuguesa para o Brasil e a abertura dos portos, em
1808, a cerveja voltou a ser importada regularmente, sobretudo da Inglaterra, tornando-se
gradualmente mais acessivel a populag¢do e contribuindo para o desenvolvimento da cultura
cervejeira no pais. Esse processo marcou o inicio da consolidagdo do mercado cervejeiro
brasileiro, que posteriormente seria impulsionado pela instalacdo das primeiras cervejarias

nacionais ao longo do século XIX (Rosalin, 2021; apub Santos, 2005).
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2.2.2 Processo de Producdo

O processo de produgao da cerveja comeca na escolha e cultivo da cevada, para
garantir um produto de qualidade o malte passa por processo de lavagem e selecdo, para
avaliar qual tem o melhor perfil. Com a modernizagido ou a necessidade de se adaptar, outros
graos podem ser usados como trigo, arroz, aveia, milho, centeio e sorgo, esses cereais sao
adjuntos que podem ser usados dependendo do tipo da cerveja (Cadenas ef al., 2021).

O malte ¢ produzido a partir da imersao de graos selecionados em agua, promovendo
a absorcdo de umidade e o inicio da germinagdo do embrido presente no grao. Apds um
periodo controlado de germinagdo, o processo ¢ interrompido por meio da secagem,
estabilizando o material e resultando na forma¢do do malte. Apds a secagem, o malte ¢
triturado, promovendo o rompimento da casca e a exposicdo do endosperma. Essa etapa
facilita a atuacdo das enzimas formadas durante a germinagdo, que convertem amidos e
proteinas em acgucares fermentesciveis e outros nutrientes essenciais para o processo de
fabricacdo da cerveja (Thesseling ef al., 2019).

A brasagem, ou mosturagdo, ¢ a etapa onde o malte moido ¢ adicionado na dgua em
temperaturas controladas, a fim de converter o amido liberado em agucares fermentaveis
através da ativacdo das enzimas. Essa etapa do processo determina o tipo de cerveja que serd
fabricado, portanto ¢ fundamental ter o controle do processo, como o tempo, temperatura
(entre 76 - 78°C), pH entre 5 - 6 e qualidade do malte (Palmer, 2006). Apds essa etapa, o
mosto (produto resultante na etapa de mosturagdo) ¢ submetido a filtragdo, processo que
separa as cascas dos graos e demais materiais insolaveis, resultando em uma solucao com
baixa turbidez e uma coloracdo que resulta da escolha do cereal selecionado (Wasmubht, 2023).

Ap6s a filtragdo, o mosto ¢ submetido a fervura para esterilizacdo e a inativagdo das
enzimas. Este processo ocorre com temperaturas proximas a 100 °C por cerca 60 minutos. A
fervura se mantém até que a densidade e concentragdo de agucares seja alcangada. Apos a
fervura, realiza-se a separagdo dos solidos e materiais particulados presentes na solugao por
decantagdo, obtendo-se um mosto mais limpido e adequado para as etapas subsequentes

(Coelho-Neto et al., 2020).

Na etapa de fervura ¢ adicionado o lupulo, ocorrendo a extracdo dos compostos
amargos, promovendo a diminui¢do do sabor adocicado do mosto. Os compostos amargos,
sendo os a-acidos sdo poucos soltiveis no mosto, no entanto, o calor promove a reagdo de
isomerizagdo, € 0os novos compostos formados, denominados de iso-o-acidos sdo mais

soluveis no meio. O amargor da cerveja ¢ medido através da escala de amargor internacional
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em que 1 IBU corresponde a 1 mg/L. de iso-a-acidos (EBC, 2020; Klimczak; Cioch-
Skoneczny, 2023).

Apo6s a decantagdo e remogdo dos solidos, o mosto ¢ resfriado até a temperatura
adequada para a fermentagdao com leveduras do género Saccharomyces. Nesta etapa do
processo ocorre a conversao dos aglicares em etanol, gas carbonico e outros compostos. Em
seguida, ocorre a etapa de maturagdo em que se deixa o produto em um periodo de repouso
controlado (Thesseling et al., 2019).

A maturagdo ¢ 0 processo em que a cerveja permanece em baixas temperaturas para
que as leveduras consumam substancias indesejaveis que podem causar sabores ou aromas
desagradaveis. Nessa etapa, também ocorre a clarificacdo, processo no qual as particulas em
suspensao sedimentam, além da incorporagdo de aroma e sabor. Durante a maturagao, podem
ser adicionados alguns aditivos a fim de modificar o sabor da cerveja, assim como o lipulo,
por meio da técnica denominada dry hopping, na qual a presenca dos 6leos essenciais do
lupulo ¢ transferida para a cerveja resultando na intensificagdo do aroma sem acrescentar
amargor a bebida (Diaz et al., 2022).

Por fim, a bebida ¢ filtrada para a retirada dos residuos solidos, e segue para o envase
e carbonatagdo, nessa etapa ¢ adicionado gas carbonico para garantir o nivel de gas na bebida,
auxiliar na formacao da espuma e sensagao frescor, obtendo-se o produto final para venda e
consumo (Coelho-Neto ef al., 2020). Na Figura 10, estd a representagdo esquematica da

producdo de cerveja.

Figura 10. Etapas do processo de fabricagdo de cerveja.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar quimicamente lapulos comerciais por RMN, CLAE-EM/EM e
Eletroquimica. Desenvolver uma metodologia eletroanalitica para a quantificacdo de iso-a-
acidos em cervejas, avaliando sua aplicacao no controle de qualidade e sua correlagdo com o

teor de amargor das bebidas.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar e avaliar a composi¢ao dos a-acidos presentes nos extratos de lapulo por
técnicas cromatograficas e espectroscopicas;

e Desenvolver uma metodologia eletroanalitica para a determinacdo de iso-o-acidos em
cervejas comerciais;

e Otimizar os parametros experimentais da metodologia eletroandlitica visando
sensibilidade, precisao e reprodutibilidade analitica;

e Aplicar a metodologia desenvolvida na determinagdo do teor de iso-a-acidos em
amostras de cervejas comerciais e artesanais;

e (Comparar os resultados obtidos pela metodologia eletroanalitica com os valores de

amargor expressos em IBU
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

4.1.1 Instrumentos

Agitador magnético com aquecimento marca IKA modelo C-MAG HS7;

Balanga analitica marca Shimadzu modelo AUW220V;

Balanga analitica marca BEL ENGENIEERRIG;

Manta aquecedora marca FISATOM modelo 202;

Evaporador rotativo IKA modelo RV10, com banho e aquecimento e controle de
temperatura,;

Liofilizador marca TERRONI modelo LS3000;

Centrifuga marca KINDLY modelo KCS5;

Eletrodo folha de grafite da marca Panasonic;

Cromatografo liquido da marca Agilent modelo Infinity 1260, acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolugdo, do tipo Q-TOF, da Agilent no modelo
6520B, com fonte de ionizacao por eletrospray (IES);

Coluna cromatografica da marca Agilent, modelo InfinityLab Poroshell HPH-C;s, 2,1
X 50 mm, 2,7 um;

Ressonadncia Magnética Nuclear marca Bruker Ascend™ 400 Avance III HD (9,4 T),
operando a 100 MHz, a 30 °C

Lavadora ultra-sonica modelo USC-750 UNIQUE;

Potenciostato/galvanostato marca PGSTAT204 modelo Metrohm Autolab BV.

4.1.2 Reagentes e Solventes

Os solventes utilizados durante os procedimentos foram: cloroférmio deuterado
(CDCls) e tetrametilsilano (TMS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Hexano, éter dietilico, etanol, metanol, acido fosfoérico, acido acético glacial,
acido sulfurico e acido cloridrico foram obtidos da Synth (Diadema, SP, Brasil).

Os reagentes utilizados durantes as metodologias foram: acetato de chumbo (II)

adquirido da Dinamica (Indaiatuba, SP, Brasil), carbonato de s6dio da Neon (Suzano,
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SP, Brasil), sulfato de magnésio anidro da Merck (Darmstadt, Alemanha) e 4cido bérico
da AppliChem Panreac (Darmstadt, Alemanha). Pellets de lipulo da variedade Sabro,
Magnum, Saaz, Cascade, Polaris, Pacif Gem e Zeus, foram fornecidos pela BarthHaas

(Uberlandia, MG, Brasil).

4.2 Preparo dos extratos de lupulos

Uma massa de 47 g de pellets de lupulo foi moida e transferida para um baldao de fundo
redondo juntamente com 470 mL hexano. A mistura foi submetida a extracdo por refluxo
durante duas horas. Apoés esfriar, o extrato foi filtrado (papel de filtro n® 1, Whatman) e o
solvente hexano foi removido sob pressao reduzida utilizando um evaporador rotativo para
obter o extrato seco de lupulo (Rapinel et al., 2020). A Figura 11 representa o fluxograma do

método.

Figura 11. Fluxograma do preparo de extrato de lupulo.
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4.3 Isolamento de fracdo de a-acidos e caracterizagao

Foi dissolvido 8,00 gramas de extrato de lupulo em 100 mL metanol e mantido sob
refrigeragdo em um frasco de vidro fechado por 24 h. Apos esse periodo, a solugao foi filtrada
em papel de filtro Whatman n° 1 e uma solucdo de acetato de chumbo em 100 mL de metanol
(4% m/v) foi cuidadosamente adicionada gota a gota até a precipitacdo completa. A mistura foi
deixada em repouso por 2 horas e entdo filtrada. O precipitado resultante foi lavado com
metanol (3 x 50 mL cada) e filtrado. Posteriormente, 100 mL de solu¢ao metanolica de acido
sulfurico (0,1% v/v) foi adicionada ao precipitado. A suspensao foi agitada, filtrada novamente
e 200 mL de agua destilada foi adicionada (Burton; Stevens, 1965).

Assim, a solugdo foi submetida a extragao liquido-liquido com diclorometano (3 %
50 mL). O solvente foi removido utilizando um evaporador rotativo sob pressdao reduzida,
obtendo-se uma fragdo de a-acido de 2,48 g, obtendo uma pasta marrom-esverdeada (Burton &
Stevens, 1965). A caracterizagdo foi realizada RMN — *C operado com o software TopSpin

5.0.0. a Figura 12 representa o fluxograma do método.



Figura 12. Fluxograma de isolamento de a-acidos.
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4.4 Isomerizacido de a-acidos e caracterizacio

Em um baldo de fundo redondo equipado com agitador magnético (IKA, modelo C-
MAG HS7), a fragdo de 0,80 g de a-acidos isolados a partir do extrato de lupulo foi dissolvida
em 3,0 mL de etanol. Posteriormente, adicionou-se uma solugdo de carbonato de sodio (0,1%
m/v, 100 mL) e a mistura foi mantida com nitrogénio por 20 min. a temperatura ambiente,
seguida de refluxo sob atmosfera de nitrogénio por 4 horas. Apés o aquecimento, a solugdo foi
resfriada em banho de gelo, seguida de filtracdo e acidificada a pH 1 com 5 mL de acido
cloridrico (6,0 mol L™"). A mistura resultante foi submetida a extracao liquido-liquido com éter
dietilico (3 x 100 mL) (Clarke; Hildebrand, 1965).

Deste modo, a fase organica foi lavada com agua destilada (3 x 50 mL), seca sobre
sulfato de magnésio anidro (2,00 g), filtrada e o solvente foi removido utilizando um evaporador
rotativo. O produto resultante foi liofilizado (Clarke; Hildebrand, 1965). A caracterizacdo da
fracdo de iso-a-4acidos foi realizada nas mesmas condi¢des por espectroscopia de RMN de *C.

a Figura 13 representa o fluxograma do método.



Figura 13. Fluxograma para a isomeriza¢ao dos a-acidos isolados em iso-a-acidos.
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4.5 Determinacio do IBU por meio da espectrofotometria ultravioleta e visivel (UV-vis)

As amostras de cervejas selecionadas sao estilo Hop Lager - Brasil (BS1), estilo IPA -
Argentina (BS2) e estilo Lager ambar — Espanha (BS3). Além disso, uma amostra de cerveja
sem adi¢do de lupulo (BS4) foi obtida durante a etapa de brassagem. Inicialmente, realizou-se
a desgaseificacdo das amostras em banho ultrassonico por 30 min., € posteriormente, 25 mL
das amostras de cervejas foram acidificadas com solucao de 4cido cloridrico (6 mol L™, 5 mL)
e extraida com 50 mL de isooctano. A mistura foi agitada magneticamente por 30 min. e entdao
centrifugada (KINDLY modelo KC5) a 2000 rpm por 15 min. O sobrenadante contendo iso-a-
acidos foi coletado e sua absorbancia foi medida a 275 nm usando um espectrofotometro (EBC,
2020; Coelho-Neto et al., 2020). O indice de amargor foi calculado de acordo com a Equagao
1.

IBU = Absorbancia medida X 50 Eq. 1

4.6 Obtencao de iso-a-acido das amostras de cervejas

Foi medido 25,00 mL de cada cerveja e submetidos a extracdo com isooctano para
determinagdo do IBU, de onde foram obtidos os compostos correspondentes aos i1so-o-acidos
presentes nas amostras de cerveja. Apds a andlise espectrofotométrica, aliquotas de 25 mL em
isooctano, contendo a mistura de iso-a-acidos, foram submetidas a secagem com sulfato de
magnésio anidro e mantidas em repouso por 1 h. Em seguida, as amostras foram filtradas e o
solvente removido sob pressdo reduzida em evaporador rotativo. O produto obtido foi
posteriormente liofilizado, resultando nos extratos de cerveja em isooctano que contém iso-a-
acidos, a Figura 14, representa o fluxograma do método

Com o objetivo de confirmar a presenca dos compostos de iso-a-acidos apds o processo

de extragdo com isooctano, os extratos obtidos foram submetidos a analise CLAE-IES-EM/EM.
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Figura 14. Fluxograma de determinacdo de IBU das amostras de cerveja extraida por isoctano.
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4.7 Preparo das amostras de iso-a-acidos, a-acidos e cerveja comercial para analise

eletroquimica

A solugao estoque das fracdes de iso-o-acidos e a-acidos foram realizadas em etanol na

concentragdo de 1000 mg L.

Para a andlise das amostras de cerveja (BS1, BS2, BS3 e BS4), trés tipos de solugcdes

foram preparados:

L.

II.

I1I.

Solugdo diluida da cerveja: a amostra de cerveja BS1 foi diluida em 1:10 até 1:1000
(v/v) em eletrolito suporte tampao Britton-Robinson (BR) em pH 2,0, diretamente na
célula eletroquimica;

Extratos de cervejas com isooctano: os extratos de cerveja de isooctano foram
solubilizados em 10 mL de etanol e, posteriormente, diluidos nas proporg¢des de 1:70,
1:350 e 1:70 para BS1, BS2 e BS3, respectivamente, em eletrolito suporte (solugdo
tampao BR, pH 2,0);

Extrato de amostra em branco com isooctano (BS4) — retirado na etapa de brassagem
durante a producao da cerveja: o extrato de cerveja de isooctano foi solubilizado em
10 mL de etanol e, posteriormente, diluido na propor¢ao de 1:140 em eletrolito suporte

(solugao tampao BR, pH 2,0).

A Figura 15, representa em formato de fluxograma o método utilizado.

Figura 15. Fluxograma de preparo das amostras de iso-a-acidos e a-acidos para aplica¢do nas
técnicas eletroquimicas.
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4.8 Analises eletroquimicas

As analises eletroquimicas foram realizadas em uma célula projetada especificamente
para este fim, fabricada por impressao 3D, e utilizando 7,0 mL de eletrélito suporte em cada
experimento. A célula foi equipada com um anel de vedag@o de borracha com didmetro interno:
0,48 cm, posicionado sobre o eletrodo de trabalho, definindo uma area geométrica de 0,18
cm?.Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente em condi¢des de oxigénio
dissolvido.

O eletrodo de trabalho consistia em uma folha de grafite pirolitica com condutividade
elétrica: 55,6 S ecm™'; espessura: 0,07 mm, da marca Panasonic, Mansfield, TX, EUA (Marra et
al., 2024b, 2025b). Um fio de platina foi utilizado como contra-eletrodo e um eletrodo de
Ag|AgClKClsat.) como eletrodo de referéncia. O eletrolito de suporte foi uma solugao tampao
de Britton-Robinson (BR) com faixa de pH 2 a 5, preparada pela mistura de acidos acético,
fosforico e borico a uma concentragdo de 0,04 mol L', e o pH foi ajustado com solugdo de
NaOH (1,0 mol L), para todas as andlises teve correcdo da linha base. A Figura 16 apresenta

os materiais utilizados no desenvolvimento de analises eletroquimicas e eletroanaliticas.

Figura 16.Representacdo da célula eletroquimica e seus componentes A) Parafusos B) Célula
eletroquimica 3D C) Base da célula eletroquimica D) eletrodo de folha de grafite e E) Barra
magnética.

Fonte: A autora.
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As medidas de voltametria de onda quadrada e voltametria ciclica foram registradas
utilizando um potenciostato/galvanostato PGSTAT204. O processamento e a analise dos dados

foram realizados utilizando o software NOVA, versdo 2.1.7.

4.9 Caracterizaciao por CLAE-IES-EM/EM das amostras.

As amostras foram solubilizadas em metanol grau CLAE (5 mg mL™) e filtradas em
filtros de seringa 0,22 um. O método foi desenvolvido em um equipamento cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia da marca Agilent, acoplado a um espectrometro de massas de alta
resolugdo tipo Quadrupole Time of Flight da marca Agilent com fonte de ioniza¢do por
electrospray. A fase mével foi composta por dgua acidificada com acido férmico 0,1% (A) e
metanol grau espectroscopio (B). O gradiente de eluicdo aplicado foi: 10% B (0 min), 90% B
(0-10 min), 98% de B (10 - 17 min). O volume de injecao foi 3 pL, o gerenciador de amostra
foi mantido a 20 °C.

' usando uma

A separacdo cromatografica foi realizada com um fluxo de 400 pL min
coluna Agilent InfinityLab Poroshell HPH-Cjs, 2,1 x 50 mm, 2,7 um em 30 °C. Os parametros
de ionizagdo foram: pressio de nebulizador de 20 psi, gas de secagem a 8L min™! a 220 °C e
energia de 4,5 KV aplicada ao capilar. O software MassHunter Qualitative 10.0 foi utilizado

para processar os dados brutos.

4.10 Caracterizacao por RMN das amostras.

Foram feitas analises de RMN 'H e !*C, utilizando o equipamento da marca BRUKER
modelo Ascend 400, com campo magnético aplicado 9,46, a uma frequéncia de 400 e 100 MHz,
respectivamente.

Com isso preparou a solucdo das amostras de 100 mg em 0,6 mL de cloroférmio
deuterado para andlise de '°C e 20 mg em 0,6 mL de cloroférmio deuterado juntamente com
uma massa de 1,17 x 10™* de TetraMetilSilano (TMS) como padrio interno para analise de

"H. Todas as amostradas foram filtradas em filtros de seringa 0,22 pum.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencio do extrato de Iapulo

O cultivar adquirido foi em formato de pellets, o principal formato que ¢ comercialmente
vendido pela marca BarthHaas®, langado em 2018 pela Hop Breeding Company dos Estados
Unidos que criou uma variedade de lapulo com um perfil sensorial de tangerina, abacaxi e
péssego e seu aroma intenso de coco e baunilha, com notas de cedro, endro e menta (BartHaas,
2022), contendo 14,2% de a-4cidos na sua composicao, segundo informacao da embalagem.

O extrato foi obtido por meio da maceracao sob refluxo (Rapinel et al., 2020), na qual a
amostra vegetal ¢ mantida em contato direto com o solvente, o que permite uma extracao mais
eficiente das resinas macias. Uma pesquisa na literatura revelou que esses compostos siao
soluveis em hexano, ao passo que os demais compostos, identificados como resinas duras, sao
soliiveis em metanol ou éter dietilico (Almaguer et al., 2014). Dessa forma, o extrato obtido
apresentou maior enriquecimento em o e -acidos, o que favoreceu um maior rendimento das
moléculas de interesse.

A massa de extrato bruto obtida foi de 9,80g (rendimento de 20,85%), apresentando
coloracdo marrom esverdeada e aspecto pastoso. Segundo Almaguer e colaboradores (2014) a
coloragdo dos extratos e as propriedades fisico-quimicas dependem da variedade do lupulo

usado.

5.2 Obten¢ao de a-acidos e caracterizacio

Como mencionado anteriormente, o lupulo possui resinas macias onde sdo encontrados
0s compostos a e -acidos, com isso os a-acidos ¢ um conjunto de moléculas que se diferenciam
a partir do substituinte acila ligado ao C-2, no total sdo cinco analogos de a-acidos, sendo:
posthumulona, prehumulona, humulona cohumulona e adhumulona (Hough et al., 1982). Com
tudo, em cervejas sdo encontrados majoritariamente os trés ultimos analogos de o-acidos,
devido a maior solubilidade em agua, quanto maior a cadeia lateral, menor a solubilidade.
Consequentemente, a solubilidade da cohumulona ¢ superior & da humulona e da adhumulona
(Protsenko et al., 2020).

A separagdo dos a-acidos proposta neste trabalho foi através da precipitacao de a-acidos

com acetato de chumbo (Burton; Stevens, 1965). Segundo Verzele e De Keukeleire (1991),
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sugere-se que ocorre uma complexag¢do no OH ligado ao C-6 (4lcool terciario) dos a-acidos
com Pb*", uma vez que os beta-acidos do lipulo niio formam tais sais de chumbo.

A separagdo de a-acidos por esse método resultou 2,48 g de extrato de a-acidos
(rendimento de 31%). O extrato possui uma coloracdo marrom esverdeada e aspecto viscoso.
O extrato foi caracterizado por espectroscopia de RMN de !°C, em que se analisou os
deslocamentos quimicos caracteristicos de a-acidos no anel de seis carbonos para os principais

compostos de a-acidos (C-5 e C-6), e o espectro esta localizado no Apéndice, FiguraS1.

5.3 Obtencao de iso-a-acidos e caracteriza¢ao

A metodologia utilizada neste trabalho do item 4.4, obteve uma fracdo de iso-a-acido
de 0,34 g (rendimento de 42,5%) apresentando colora¢do amarela e aspecto viscoso, assim
como mencionado na literatura (Clarke; Hildebrand, 1965).

A caracterizagdo dos iso-o-acidos neste estudo foi realizada por espectroscopia de
RMN-!3C. O processo de isomeriza¢do envolve uma mudanga no estado de hibridizacdo do C-
5 de deslocamento quimico de 168,2-168,3 ppm, em conformagdo sp? para sp?, resultando no
C-4 em um deslocamento quimico de 87,6-87,7 no isomero cis € no isomero trans 90,5-90,8
ppm. Em contraste, os a-acidos com anel de seis carbonos, sofre uma mudanca no C-6 de sp?
com deslocamento de 79,2-79,3 ppm, resultando em C-1’ para sp?, levando a um deslocamento
205,1- 207,3 ppm, relacionado aos iso-a-acidos. A Figura 17 apresenta as estruturas quimicas
de a-acidos e iso-a-acidos., e na Tabela 2 os deslocamentos quimicos dos compostos, o espectro

esta localizado no Apéndice, FiguraS3.

Figura 17. Estruturas quimicas de a-4cidos e iso-a-acidos, informados pelo RMN- 13C.

a-dcidos . iso-trans-a-écidos
Iso-cis-a-acidos
Humulona (R = A)

Cohumulona { R = B)
Adhumulona (R = C)

Isohumulona (R = A)

Isocohumulona ( R = B)
Isoadhumulona ( R = C)

Fonte: A autora.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos de RMN- 13C dos carbonos da fra¢io de a-4dcidos do lupulo

e dos iso-a-acidos correspondentes obtidos pelo processo de isomerizagao.

Experimental Referéncia
Ne. Carbono Amostra
(ppm) (ppm)
C-5 168,2 168,3° 168,0 1692 (Hoek; Hermans-
o-acido Lokkerbol;

C-6 79,2 79,3" 77,0 79,2*" Verpoorte, 2001)
- iso-cis-o-acido 87,6 — 87,7 87,5-87,6™

) iso-trans-a-acido 90,5 90.8° 90,5-90,8""

(Khatib et al., 2007)
1so-cis-a-acido . e
C-1 203,1-207,3 206,9
iso-trans-o-acido

Fonte: A autora.

Dessa forma, consequentemente, esse sinal pode ser usado como um marcador do
processo de isomerizagdo. Isso ocorre porque a fragdao de a-acido ¢ uma mistura complexa de
analogos estruturalmente relacionados que diferem na natureza do substituinte acila na posi¢ao

C-2, levando a formagao de uma mistura correspondente de iso-a-acidos.

5.4 Estudo eletroquimico do perfil de iso-a-acidos e dos a-acidos e desenvolvimento de

método de analise eletroquimica

5.4.1 Escolha do eletrodo

No estudo de Oliveira (2010), a folha de grafite foi empregada como sensores
eletroquimicos no desenvolvimento de aplicacdes analiticas, uma vez que, conforme
mencionado pelo autor, essa técnica ainda ndo foi explorada em analises de amostras
farmacéuticas. Optou-se por esse material devido as suas propriedades vantajosas, que incluem
flexibilidade, resisténcia elétrica, desempenho mecanico, versatilidade e baixo custo (Oliveira;
Munoz; Angnes, 2010).

O desempenho dos eletrodos de folha de grafite incentivou outros pesquisadores a
investigar os perfis eletroquimicos de diferentes amostras usando estes eletrodos
comercialmente disponiveis, empregando-as como sensores eletroquimicos. Silva e

colaboradores (2019) avaliaram diferentes marcas e propriedades e entre elas esta o eletrodo de
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folha de grafite da marca Panasonic®. Foi analisado o comportamento eletroquimico das
marcas na presenca de amostras reais como dopamina, catecol, chumbo e cddmio, mostrando
elevado desempenho quando comparado com os outros eletrodos de folha de grafite e o eletrodo
de carbono vitreo. No estudo de Silva e colaboradores (2019) foi utilizado o eletrodo de folha
grafite sem nenhum tratamento prévio na sua superficie, preservando o bom desempenho em
conformidade com o relatado. Com base nesse estudo, este trabalho escolheu utilizar o eletrodo

Panasonic® e sem pré-tratamento em sua superficie antes das analises (Silva et al., 2019).

5.4.2 Caracterizagdo eletroquimica dos iso-a-dcidos e dos a-dcidos

O comportamento eletroquimico dos compostos iso-a-acidos, que sdo de particular
interesse para a determinacdo do amargor da cerveja, foi investigado em relagdo ao seu processo
de oxidagao, utilizando um eletrodo de trabalho de folha de grafite.

A Figura 18A mostra o voltamograma ciclico (VC) na presenga de 20 mg L™! dos iso-a-
acidos em tampao BR (pH 2). A resposta voltamétrica exibe um sinal de corrente de pico
anddico de baixa intensidade correspondentes ao processo de oxidagdo dos iso-a-acidos em
+1,23 V. Nenhum pico foi observado na varredura voltamétrica reversa, com pico catoédico, o
que confirma a natureza eletroquimicamente irreversivel do processo.

Ao examinar a Figura 18B, que mostra o perfil eletroquimico dos a-acidos, € possivel
identificar um comportamento voltamétrico diferente ao observado para os iso-a-acidos. Neste
caso dois picos de oxidagdo sdo observados em potenciais diferentes +0,74 e +1,19 V, sendo
apresentado em intensidades de correntes diferentes. Para o primeiro processo em 0,74 V ¢
observado um pico anddico bem definido com corrente em 4,5 pA e para o segundo processo
em 1,19V o pico anddico menos definido e com uma corrente menor, quando comparado ao
primeiro pico de oxidagdo em +0,74 V.

Além disso, nenhum pico foi observado na varredura voltamétrica reversa catodica, o
que também confirma processos eletroquimicos irreversiveis. Uma investigagdo voltamétrica
de extratos de lupulo utilizando eletrodos de platina foi relatada na literatura e resultados
semelhantes foram obtidos (Masek et al., 2014). Dois picos de oxidagao distintos em potenciais
de +0,6 V e +1,1 V, foram descritos e atribuidos aos processos de oxidagdo dos a-acidos
presentes no extrato. Assim os dados foram consistentes com a literatura, mesmo utilizando

outros materiais para a analise eletroquimica.
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Figura 18. Voltamogramas Ciclicos usando eletrodo de folha de grafite na presenca de (A) iso-
a-acidos (20 mg L) e (B) a-acidos (20 mg L") em solugdio tampdo BR (pH 2,0). Pardmetros:
Velocidade de varredura= 50 mV s, Incremento de potencial = 5 mV. As linhas tracejadas
correspondem ao branco.
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E |V vs. AglAgCIKCI

Fonte: A autora.

As reagdes eletroquimicas dos iso-a-acidos e a-acidos foram investigadas utilizando a
Voltametria de Onda Quadrada (VOQ), uma técnica mais sensivel que a VC, permitindo melhor
resolucao dos processos de oxidagdo e maior discriminagdo entre os sinais eletroquimicos dos
compostos. Os voltamogramas obtidos para solugdes diluidas de iso-a-acidos e a-acidos sdao
mostrados na Figura 19. Para os iso-a-acidos (Figura 19A), registrou-se um Unico pico de
oxidacdo em +1,13 V, o que indica que o processo oxidativo ¢ predominante nessa faixa de
potencial. Por outro lado, os a-acidos (Figura 19B) exibiram dois picos processos de oxidagao
definidos, com picos em +0,70 V e +1,13 V. Isso indica que pode haver duas etapas de oxidagao
ou a presenca de diferentes grupos eletroativos na molécula.

Além disso, a intensidade de corrente do primeiro pico dos a-acidos foi
consideravelmente maior do que a do segundo, o que indica que o processo de oxidacao em
torno de +0,70 V ¢ o mais eletroquimicamente favorecido nas condigdes experimentais

utilizadas.
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O perfil voltamétrico obtido por VOQ indica que os iso-0-acidos exibem um pico de
oxidacdo bem definido em +1,13 V, o que possibilita sua detec¢do até mesmo em solugdes
diluidas. Apesar dos a-acidos terem mostrado uma intensidade de corrente maior, optou-se
pelos iso-a-acidos para as analises posteriores principalmente por sua maior importancia na
composi¢ao e no amargor da cerveja. Os a-acidos sdo isomerizados durante a fervura do mosto,
transformando-se em iso-0-acidos, que possuem maior solubilidade em 4gua e estdo presentes
em maior quantidade na bebida final (De Keukeleire, 2000). Assim, os iso-o-acidos sdo os
compostos predominantes que conferem amargor a cerveja e, por isso, constituem os analitos

mais apropriados para a criagdo de um método eletroanalitico (Khatib et al., 2010).

Figura 19. Voltamogramas de VOQ usando eletrodo de folha de grafite na presenca de (A) iso-
a-acidos (2 mg L) e (B) a-4cidos (2 mg L) em solucdo tampido BR (pH 2,0). ParAmetros:
amplitude: 40 mV; Incremento de potencial: 5 mV; frequéncia: 50 s™!. As linhas tracejadas
correspondem aos sinais em branco.
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Fonte: A autora.
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5.4.3 Estudo de eletrdlito suporte

Inicialmente, foi conduzido um estudo do eletrdlito de suporte, que consiste em uma
solucao de elevada forga i0nica e condutividade elétrica superior a do solvente utilizado. A
presenca desse eletrélito favorece a conducao de corrente na célula eletroquimica, reduzindo os
efeitos de migracdo das espécies eletroativas e melhorando a qualidade do sinal analitico.
(Lobo, 1996). A escolha do eletrolito deve selecionar algumas propriedades como alta
solubilidade, alto grau de ionizagdo e ser estavel quimica e eletroquimicamente. H4 também
eletrélitos de suportes como solugdes tamponantes, quando é necessario manter constantes o
pH durante as analises (Wang, 2000).

Para melhorar o perfil dos iso-a-acidos, os eletrélitos de suporte escolhidos para esta
andlise foram: 0,1 mol L' H3PO4; 0,1 mol L™! HCIO4 € 0,04 mol L™! do tampao de BR (pH 2).
A Figura 20 apresenta os deslocamentos de potenciais e as correntes obtidas no estudo de
eletrolitos. Para a solugdo de BR2, observou-se um potencial de +1,1 V; para a solucdo de

H3POs4, o potencial foi de +1,15 V; e para a solu¢ao de HCIO4, o potencial foi de +1,20 V.

Figura 20. Voltamogramas utilizando eletrodo de folha de grafite na presenca de 2,0 mg L' de
iso-a-acidos, para solugdo tampio 0,04 mol L' BR pH 2; 0,1 mol L™! H3PO4; 0,1 mol L' HCIOs.
Pardmetros: amplitude: 30 mV; Incremento de potencial: 6 mV; frequéncia: 10 s™'.

0,10
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0,004 e
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) » I b I L] I v I v I )/ L]
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E IV vs. AgIAQC”KC'(sat.)

Fonte: A autora.
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Com base no comportamento de iso-a-acidos, para os eletrolitos analisados o tampao
BR (pH 2), foi o selecionado visto que a intensidade de corrente para esses eletrdlitos ¢é
aproximadamente de 0,08 pA, pelo menos 4 vezes maior se comparado com as correntes, dos

outros eletrolitos.

5.4.4 Estudo de pH

Apos o estudo de eletrolito, no qual foi selecionado o tampao BR (pH 2), foi avaliado o
comportamento eletroquimico de iso-o-acidos do efeito de pH neste eletrdlito de suporte,

conforme mostra a Figura 21.

Figura 21. (A) Respostas voltamétricas da influéncia do pH na corrente de pico e no potencial
de pico, na presenga de iso-a-acidos (2 mg L), com escala de pH de 2,0 — 5,0. (B) Grafico do
potencial de pico (Ep) versus pH. Parametros: amplitude: 40 mV; Incremento de potencial: 5

mV; frequéncia: 10 s™'.
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Fonte: A autora.

O perfil eletroquimico da mistura de iso-a-acidos foi obtido na janela de potencial entre
+0,2 e +1,3 V. A Figura 21A exibe os voltamogramas com um pico de oxidagao definido na
faixa de pH estudada. Avaliando a corrente de pico (Ip), o maior sinal obtido foi em pH 2,
indicando condig¢des 6timas de oxidagdo para iso-a-acidos. Em maiores valores de pH (=5) nao

tem um pico de oxidagdo caracteristico dos iso-a-acidos. Observe que o potencial de pico (Ep)
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e a corrente de pico (Ip) sdo influenciados pelo pH do eletrolito de suporte, visto que conforme
o pH diminui a intensidade de sinal e o potencial aumentam. Portanto, o tampao BR em pH 2,0
foi selecionado para o estudo dos iso-a-acidos.

A janela de potencial entre +0,2 e +1,3 V permitiu a obtencdo do perfil eletroquimico
da mistura de iso-a-acidos. Os voltamogramas com um pico de oxidagdo definidos na faixa de
pH analisada sdo mostrados na Figura 21A. E possivel observar que o potencial de pico (Ep) e
a corrente de pico (Ip) sdo influenciados pelo pH do eletrélito de suporte. Isso ocorre porque, a
medida que o pH diminui, a intensidade do sinal e o potencial aumentam. Porém em pH = 5,
ndo ha um pico de oxidagao caracteristico dos iso-a-acidos.

A Figura 21B mostra como o pH afeta o potencial de oxidagdo dos iso-a-acidos. A
relagdo entre Ep e pH exibe duas regides lineares diferentes, com inclina¢des de cerca de 26 e
118 mV pH™'. Esse comportamento indica que as espécies dos iso-a-acidos envolvidas na
reacao eletroquimica modificam a cinética e a termodindmica da transferéncia de elétrons em
fungdo do pH.

A partir da Figura 21B, foi possivel determinar a razdo entre o numero de protons e
elétrons envolvidos no processo redox através da Equacdo de Nernst (Equagdo 2) (Compton;

Banks, 2025; Lu; Compton, 2014).

0,059m

E=EY - pH Equagéo 2

Na Equacao 2, m representa a quantidade de protons e n a quantidade de elétrons
participantes do processo redox. Como mostrado na Figura 21B, o potencial de pico (Ep) da
oxidacdo dos iso-a-acidos se desloca de forma linear para valores menos positivos com 0
aumento do pH do eletrolito de suporte, variando de cercade +1,11 Vem pH 2,0 2+0,92 V em
pH 4,5. Essa relacdao do potencial com o pH indica que prétons estdo envolvidos no mecanismo
de oxidacdo, caracterizando um processo de transferéncia eletronica acoplado a transferéncia
de prétons (Compton; Banks, 2025). Nesse caso, a relagao linear entre o potencial de pico e pH

no intervalo de 2,0 a 3,0 pode ser expressa pela Equacao 3.

Ep (V) =117 — 0.026 xpH R? = 0,964 Equagdo 3

A inclinagdo da curva Ep vs. pH (26 mV/pH) ¢ cerca da metade do valor teorico de

Nernst (59 mV/pH) (Bard; Faulkner, 2001). Com base nestes dados, o processo redox analisado
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envolve a transferéncia de 1 proton (m) e 2 elétrons (7). Ao analisar a corrente de pico (Ip) em
pH = 5, nota-se uma reducao significativa do sinal. Isso pode indicar que, nessa faixa de pH, a
molécula ndo possui sitios de oxidagao disponiveis para o processo redox.

O mecanismo redox dos iso-o-acidos durante todo o processo de oxidagdo ocorre
especificamente na regido C-4, que apresenta um grupo OH, diretamente ligado a ele, sendo

este o principal sitio ativo, conforme mostrado na Figura 22.

Figura 22. Proposta de mecanismo de oxidagao das moléculas de iso-a-acidos.

OH

Iso-humulona (R=A)
Iso-cohumulona (R=B)

Iso-adhumulona (R=C}

Fonte: A autora.

A Figura 21B mostra uma segunda inclinagao da curva de Ep vs. pH (118 mV/pH), que
¢ o dobro do valor teorico de Nernst (59 mV/pH). Analogamente, o processo redox analisado
envolve a transferéncia de 2 protons (m) e 1 elétron (n). Esse comportamento pode ser explicado
pelo valor de pKa 3,3 (Rudin, 1960), uma vez que a alteracdo do estado de protonacdo da
molécula pode modificar o mecanismo de oxidagdo no sitio eletroativo e, consequentemente,

ha uma mudanca na inclinagdo da reta, como mostrado na Equagao 4.

Ep (V) =1.45-0.118 xpH R?=0,970 Equacio 4

5.4.5 Otimizacdo dos pardmetros de Voltametria de Onda Quadrada

Os parametros da técnica VOQ foram ajustados para proporcionar condigdes
experimentais mais adequadas para os iso-a-acidos. Os parametros de forma: aumento de
potencial, modulagao de amplitude e frequéncia, em relacao aos testes subsequentes, utilizaram
2,5 mg L! de iso-0-4cidos em solugdo tampdo BR 2, sendo cada pardmetro avaliado de maneira

univariada.



61

5.4.5.1 Amplitude dos pulsos de potenciais

A amplitude representa a altura dos pulsos de potencial empregado sobre a escada de
potencial. Este ¢ um parametro na técnica pulso que controla a perturbacdo no sistema
eletroquimico durante cada pulso dado. Assim, essa perturbacao causa um aumento na corrente
de pico (/,), contribuindo para as reagdes redox do meio. A amplitude também influéncia o
perfil do voltamograma, em relagdo a largura de meia altura (w;,,), amplitudes mais altas
podem deixar o pico mais largo, reduzindo a resolucdo entre processos redox distintos (De
Souza; Machado; Avaca, 2003).

O estudo de amplitude foi realizado, variando-se a amplitude dos pulsos de potencial
entre 10 a 80 mV, e os resultados estdo apresentados na Figura 23. Ao analisar os
voltamogramas pela Figura 23A, nota-se que o perfil dos iso-a-acidos perde um pouco a
defini¢do do pico para voltamogramas abaixo de 20mV. Por outro lado, na faixa entre 50 a
80 mV o pico sofre um alargamento e a barra de erro fica maior (Figura 23B) a medida que
aumenta a amplitude.

A Figura 23B mostra como a amplitude do pulso afeta a corrente de pico (Ip) e a largura
a meia altura do pico (W12). Nota-se que a corrente de pico cresce consideravelmente com o
aumento da amplitude até cerca de 30 mV, apresentando uma leve diminui¢do em amplitudes
superiores. As barras de erros relacionados com a corrente de pico ndo sdo constantes, exibindo
variacoes irregulares.

Quanto a largura do pico, observa-se uma diminuic¢ao até¢ 60 mV, indicando a formagao
de picos mais finos e definidos. No entanto, acima desse valor, Wi, comega a crescer

novamente, indicando uma diminui¢ao no sinal voltamétrico.
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Figura 23. (A) Resposta voltamétrica do estudo da amplitude para as moléculas de iso-a-acidos
em 2,5 mg L. (B) Grafico do pico de corrente (Ip) versus modulagdo de amplitude versus
largura a meia altura do pico (Wi.). Parametros: Incremento de potencial: 6 mV e frequéncia:
205!
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Fonte: A autora.

Segundo De Souza (2003), afirma que em processos irreversiveis a amplitude pode
melhorar a sensibilidade do sinal, visto que a variacdo no meio da solucao, contribui para a
resposta de corrente, contudo para as amplitudes muito elevadas podem afetar a defini¢do do
pico (De Souza; Machado; Avaca, 2003). Sendo assim, diante dos resultados obtidos, a
amplitude escolhida foi de 30mV, com o perfil de iso-a-acidos mais definido e com um menor

erro entre a aplicagdo de pulsos de potenciais e a largura de meia altura.

5.4.5.2 Incremento de Varredura de Potencial (Incremento de Potencial)

O incremento de varredura de potencial (AEg) ¢ definido com a distancia entre dois
pontos consecutivos durante a varredura voltamétrica. O incremento de varredura expressa a
quantidade de pontos do equipamento em relagdo ao eixo do potencial. No caso de processos
irreversiveis o aumento do incremento de varredura pode aumentar a corrente de pico,
melhorando a sensibilidade no processo (De Souza; Machado; Avaca, 2003). Os
voltamogramas do incremento de varredura de potencial, exibido pela Figura 24, foi analisado

nos intervalos de 2 a 10 mV.
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Figura 24. (A) Resposta voltamétrica do estudo de incremento de potencial para as moléculas
de iso-a-4cidos em 2,5 mg L. (B) Gréfico do pico de corrente (Ip) versus incremento de
potencial versus largura a meia altura do pico (W;.2). Parametros: Amplitude: 30 mV: 6 mV e
frequéncia 20 s
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Fonte: A autora.

A Figura 24A mostra que os menores aumentos de potencial resultaram em picos de
oxidagdo dos iso-o-acidos de baixa intensidade e com perfil pouco definido em comparagao
com os outros valores analisados. Porém, incrementos de potencial iguais ou superiores a4 mV
resultaram em picos mais definidos e com maior corrente de pico, indicando uma melhoria no
sinal voltamétrico.

Analisando a Figura 24B mostra que o ponto de 6 mV apresenta baixa variabilidade
experimental, pois as barras de erro sdo quase despreziveis em relagdo aos valores de corrente
de pico e largura a meia altura. Esse valor foi utilizado nas andlises subsequentes, levando em

consideragdo a o perfil do pico e a reprodutibilidade das medidas.

5.4.5.3 Frequéncia: modulagdo do pulso

A frequéncia ¢ um parametro utilizado em VOQ para controlar o tempo de pulsos que ¢
aplicado ao sistema eletroquimico. A partir da Equagdo 5 ¢ possivel prever o tempo que leva
para uma reagao ocorrer no meio da solugdo, entre o analito e a superficie de eletrodo (Mirceski;

Skrzypek; Stojanov, 2018).

f=— Equagao 5



64

Na equagdo, f € a frequéncia e t,€ o tempo de cada pulso, portanto, se a frequéncia
aumenta, o tempo de cada pulso diminui e, quanto menor a frequéncia, maior o tempo de cada
pulso. Assim, dependendo do tipo de reacdo de oxidagao ou reducao, as moléculas precisam de
um determinado tempo para entrar em equilibrio na interface eletrodo e solugdo (Mirceski;
Skrzypek; Stojanov, 2018).

No experimento, a frequéncia de modulacao dos pulsos foi avaliada na faixa de 10 a
30 s7!, como mostrado na Figura 25. Nio foi possivel avaliar frequéncias superiores devido ao

aumento do ruido de fundo observado durante as analises.

Figura 25. (A) Resposta voltamétrica do estudo de incremento de potencial para as moléculas
de iso-a-4cidos em 2,5 mg L. (B) Gréfico do pico de corrente (Ip) versus incremento de
potencial versus largura a meia altura do pico (W;.;). Parametros: Incremento de potencial: 6
mV e Amplitude: 20mV.
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Fonte: A autora.

A frequéncia de 10 s! foi selecionada com base nos resultados apresentados na Figura
25A e 25B, por proporcionar maior intensidade de corrente, um sinal de pico mais definido.
Além disso, a menor frequéncia implica um maior tempo de pulso, permitindo que a reagdo de
oxidagdo dos iso-a-acidos ocorra durante um periodo mais longo de interacdo com a superficie
do eletrodo.

Através dos resultados obtidos por VOQ, o estudo de otimizacao, construiu-se a Tabela
3 com os valores selecionados de cada pardmetro avaliado pelo método univariado. A escolha

foi realizada com base no perfil eletroquimico dos iso-a-acidos, priorizando maior intensidade
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de corrente, melhor defini¢do do pico e menor alargamento de pico, além de considerar os

desvios experimentais associados a corrente e a largura a meia altura do pico.

Tabela 3. Otimizagao dos parametros experimentais na técnica VOQ para a mistura dos iso-o-
acidos.

Parametros Faixa de estudo Valores selecionados
Amplitude / mV 10 - 80 30
Incremento de Potencial/ mV 2-10 6
Frequéncia / s™! 10-30 10

Fonte: A autora.

5.5 Parametros voltamétrico do método analitico

Os parametros voltamétricos empregados neste estudo se baseiam na metodologia
desenvolvida e otimizada (Tabela 3). Logo, os parametros utilizados sdo: eletrolito de suporte
como solucdo tampao de Britton Robinson; pH 2 da solugdo, amplitude de 30 mV, incremento
de potencial de 6 mV e frequéncia de 10 s™. A fim de analisar o desempenho analitico dos iso-
a-acidos, outros pardmetros formam averiguados, tais como o limite de deteccdo e

quantificagdo, linearidade, seletividade e entre outros, com base na curva analitica.

5.5.1 Curva Analitica

A constru¢do da curva analitica mostrada na Figura 26, pela técnica VOQ, foi obtida
através do método da adi¢do de padrao multiplas (Skoog et al., 2006) da solugdo de iso-a-acidos
0,5 mg L}, utilizando uma célula eletroquimica de impressdo 3D, com solugdo de eletrdlito de

suporte BR pH 2, empregando eletrodo de folha de grafite.



66

Figura 26.(A) Respostas voltamétricas da curva analitica de iso-a-dcidos em 0,1 — 4,0 mg L,
adicionadas sucessivamente nas condigdes otimizadas. (B) Calibragdo da curva analitica.
Parametros: amplitude: 30 mV; incremento de potencial: 6 mV; frequéncia: 10 s
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Fonte: A autora.

Através da construcdo da curva analitica foi possivel obter alguns dados como limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, linearidade e coeficiente de determinacdo. Ao observar a
Figura 26A, nota-se que inicialmente o perfil de iso-a-acidos tem um comportamento linear,
ou seja, observa-se um aumento da corrente de pico com o aumento da concentragao. Porém, o
aumento da concentracao de iso-a-acidos resulta tanto no deslocamento do potencial de pico
para valores mais positivos como também no alargamento do pico. O estudo apresentou duas
faixas lineares, sendo a primeira entre 0,1 — 1,5 mg L.

A presenca de duas faixas lineares pode ser justificada através da adsor¢do do analito
na superficie do eletrodo de folha de grafite. Esse comportamento pode ser comparado ao perfil
de curva de isotermas, no qual coincide com o grafico Ip versus concentragdo. Segundo Giles
e colaboradores (1960), esse tipo de comportamento ocorre quando a adsor¢do do analito na
superficie do substrato se aproxima da saturacdo, resultando na formagdo de uma regido de
platd na curva. Consequentemente, observa-se uma mudanca abrupta na faixa linear
inicialmente estabelecida, refletindo a limitagao progressiva dos sitios de adsor¢ao disponiveis
na superficie do eletrodo.

Algumas condi¢cdes podem favorecer esse efeito como: o substrato (eletrodo) com
superficie porosa; analito que possui maior afinidade pelo substrato do que o solvente e

penetracdao do analito no substrato em funcdo a geometria molecular e das regides cristalinas
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do substrato (Giles et al., 1960). O estudo realizado por Silva e colaboradores (2019)
caracterizou a superficie dos eletrodos de folhas de grafites através da microscopia eletronica
de varredura e espectroscopia Raman, sendo constatado que ha defeitos na estrutura, sendo
associados a vacancia. O estudo realizado corrobora para a hipotese de que as duas faixas
lineares podem ser devido a deformagdes na superficie do eletrodo.

O Limite de Detecg¢do (LD) ¢ definido como a menor quantidade de analito em uma
amostra que pode ser detectada de maneira confiavel (Araujo, 2009). A quantidade minima do
analito a ser detectado em um experimento deve ser distinguivel do sinal de ruido durante a
realizacdo de um experimento, para garantir a confiabilidade do método. Dessa forma, ¢
importante salientar que o valor minimo do analito deve ser superior ao sinal do branco ou
ruido, para que seja de detectado com confianca (INMETRO, 2020). Pela Equacado 6, o LD foi
calculado a partir dos parAmetros obtidos pela curva analitica (Gustavo Gonzalez; Angeles

Herrador, 2007)

3 X ob
S

LD =

Equacao 6

Sendo ab o desvio padrio relativo ao intercepto relacionado a curva, S é o coeficiente
angular da curva analitica. O valor LD obtido na primeira faixa linear foi de 0,008 mg L. Dessa
forma, o baixo valor observado indica que a metodologia apresenta uma sensibilidade aceitdvel
para a deteccdo de iso-a-dcidos em baixas concentragdes nas condigdes experimentais

avaliadas.

O limite de quantificagdo (LQ) ¢ definido como a menor concentragdo da espécie
analitica que pode ser determinada quantitativamente pelo método analitico o método pode
medir de forma confidvel. Nessa concentracdo, o analito deve ser medido com um grau de
precisdo e exatidao aceitavel. Dessa forma, o LQ indica a menor concentracdo em que o método
ainda consegue produzir resultados quantitativos confidveis. Através da Equagdo 7, o LQ foi
calculado a partir dos parAmetros obtidos pela curva analitica (Gustavo Gonzélez; Angeles

Herrador, 2007)

10 X ob
S

LQ =

Dessa forma, ab é o desvio padrio relativo ao intercepto relacionado a curva, S é o coeficiente

Equagao 7

angular da curva analitica. Para o LQ, o valor descrito pela primeira faixa linear foi de 0,027
mg L!. Desse modo, A Tabela 4, apresenta os dados obtidos a partir da curva analitica para a

primeira faixa linear, o método desenvolvido possibilita a determinagdo adequada para a
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quantificagdo de iso-a-dcidos em niveis baixos de concentragdes, apresentando um

desempenho analitico satisfatorio.

Tabela 4. Parametros da curva analitica na voltametria de onda quadrada da analise de iso-a-
acidos.

Parametros analiticos faixa linear
Faixa linear/ mg L' 0,1-1,5

R? 0,9975

Sensibilidade/ pA L mg™! 0,0363 £ 0,0010

Coeficiente linear/ A 0,0025 + 0,0001

Equacdo da reta I =0,0363[iso-a-acidos] — 0,0025

LD/ mg L' 0,008
LQ/mg L 0,027

Fonte: A autora.

5.6 Determinacio de iso-a-acidos em amostras de cervejas no método eletroanalitico e

no método espectrofotométrico.

5.6.1 Resposta voltamétrica de amostra de cerveja diluida

Primeiramente, para as analises de iso-a-acidos ligadas ao amargor da cerveja, este
estudo sugere a quantificacdo da bebida, sem qualquer tratamento prévio. Com o objetivo de
medir diretamente o amargor dos iso-a-acidos, empregando a técnica VOQ desenvolvida,
utilizando a dilui¢do simples da cerveja. A Figura 27 mostra a resposta voltamétrica da amostra

de cerveja BS1 diluida em 1:10 até 1:1000 (v/v) no eletrolito de suporte tampao BR 2.
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Figura 27. Estudo da resposta voltamétrica da dilui¢do da cerveja (BS1), com a varredura de
potencial de +0,2V até +1,4V. Diluigdes: 10 vezes (linha marrom); 25 vezes (linha verde); 50
vezes ( ); 100 vezes (linha azul); 500 vezes (linha vermelha) e 1000 vezes (linha preta).
Parametros: amplitude: 30 mV; incremento de potencial: 6 mV; frequéncia: 10 s™'.
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Fonte: A autora.

Ao analisar o perfil voltamétrico da cerveja (BS1) diluida em diversas concentragdes,
observa-se que as intensidades das correntes ndo variam proporcionalmente com a dilui¢do, um
aspecto ligado a complexidade da matriz. Além do pico caracteristico dos iso-a-acidos, a
amostra de cerveja apresentou outros compostos eletroativos; no entanto, esses compostos nao
afetam o potencial dos iso-a-acidos.

O ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) regula os ingredientes
que compdem a cerveja (BRASIL, 2019) sendo permitido, a adi¢do de alguns conservantes ao
produto. No entanto a presenga desses componentes pode interferir nas analises voltamétricas,
resultando em alteragdes na corrente € no potencial caracteristico dos iso-a-acidos.

Segundo INMETRO (2020), a matriz de amostra pode conter elementos que afetam a
precisdao da medigao, assim esses interferentes podem aumentar ou diminuir o sinal, afetando o
resultado. No presente estudo, quando a amostra foi analisada, observou uma corrente de pico
maior em comparagdo com a obtida para a curva analitica de iso-a-acidos, sugerindo uma

influéncia adicional do meio na interface analito-eletrodo. Com isso, optou-se por investigar
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quais os componentes presentes na cerveja que poderiam vir a interferir na determinacdo do

amargo da cerveja.

5.6.2 Estudo de Interferentes

A andlise realizada com o eletrodo de folha de grafite mostrou que o método necessita
de alguns ajustes para a quantificacao de iso-a-acidos presente em matriz complexa. O desafio
na quimica analitica € transpor essa barreira, quando se trata de analise em uma amostra com
varios componentes, pois a concentracao do analito de interesse pode estar em niveis baixos, e
a concentracdes de outros analitos podem afetar o seu sinal (Persson; Vessman, 2001).

Com base na literatura realizou-se o estudo de interferentes que poderiam estar presentes
na composi¢do quimica da cerveja (Brasil, 2011; Cortacero-Ramirez et al., 2003). Foram
avaliados onze possiveis interferentes, utilizando os parametros otimizados para os iso-a-
acidos, a Figura 28 apresenta os interferentes que podem estar presentes na cerveja e que
influenciaram no pico do potencial e corrente, caracteristico dos iso-a-acidos, na Figura 29
estao representados os interferentes que nao influenciaram no pico de oxidagdo caracteristico
dos iso-a-acidos. Os interferentes incluem acido ascorbico (AA), cloreto de soédio (NaCl),
cafeina (CAF), frutose (FRU), carbonato de s6dio (CAR), glicose (GLU), riboflavina (RIB),
tirosina (TYR), metabissulfito de sddio (META), oxalato de so6dio (OXT) e piridoxina (PYR).
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Figura 28. Respostas voltamétricas das alteracdes na corrente de pico para os iso-a- acidos (1,5
mg L") em tampao BR2, apos a adi¢do de interferentes (1 umol L™): (A) MET: amarelo escuro;
(B) OXT: vermelho; (C) PYR: rosa. Grafico ao lado correspondente a recuperagdo dos
interferentes em relagdo aos iso-o- acidos. Parametros: amplitude: 30 mV; incremento de
potencial: 6 mV; frequéncia: 10 s™'. As linhas pretas representam as respostas antes da adigdo.
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Figura 29. Respostas voltamétricas das alteracdes na corrente de pico para os iso-a- acidos (1,5
mg L') em tampao BR2, ap6s a adi¢@o de diferentes interferentes (1 pmol L™"). Interferentes:
(D) AA —ciano; (E) CAF- vinho; (F) CAR — ; (G) RIB — cinza; (H) NaCl — verde; (I)
FRU — ; (J) GLU —azul; (K) TYR —roxo. Grafico ao lado correspondente a recuperagao
dos interferentes em relacdo aos iso-a- acidos. Parametros: amplitude: 30 mV; incremento de

potencial: 6 mV; frequéncia: 10 s™'. As linhas pretas representam as respostas antes da adigao.
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Fonte: A autora.

As analises voltamétricas revelaram que apenas trés desses compostos exibiram
respostas eletroquimicas que se sobrepdem a regido de potencial caracteristica dos iso-o-acidos
(metabissulfito de sodio, oxalato de sodio e piridoxina), conforme a Figura 28, comumente
empregados como aditivos em formulagdes de cerveja (Brasil, 2011). A Figura 29 mostra os
outros interferentes avaliados que ndo apresentaram sinal na regido do potencial caracteristico

dos 1so-a-acidos.
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5.6.3 Método espectrofotométrico na determinacgio do amargor em cerveja

A determinacdo do amargor da cerveja € expressa em IBU, e a analise ¢ realizada pela
técnica espectrofotométrica, sendo uma metodologia comumente empregada para determinagao
de IBU e um procedimento padronizado de acordo com a EBC, este método envolve a extracao
dos iso-a-acidos com isooctano em condigdes acidas, (EBC, 2020; Coelho-Neto et al., 2022).

Apos analisar a amostra de cerveja diluida pela técnica espectrofotométrica, decidiu-se
por utilizar essa metodologia no estudo. A pesquisa realizada por Hunter e Dompkowski (2018)
destacou a importancia de determinar o IBU utilizando amostras adequadamente tratadas, em
um meio de extracdo apropriado. Com o objetivo de promover a migragdo de iso-a-acidos para
a fase organica de isooctano, melhorando a eficacia do método e reduzindo a presenga de outros
interferentes.

A investiga¢do de interferentes revelou que trés possiveis aditivos poderiam ter a mesma
regido de potencial dos iso-a-acidos, resultando na sobreposicdo de potencial. Além disso,
observou que esses aditivos exibem absorbancia em regides espectrais proximas aquela
empregada para quantificacdo de iso-a-acidos.

Um exemplo ¢ o metabissulfito de sédio, que apresenta absorbancia maxima em
277 nm, em solugao de BR 2, (Junior ef al., 2010). Isso sugere que um dos interferentes poderia
estar na mesma regido do potencial de iso-a-acidos. Outro estudo revelou um comportamento
diferente do metabissulfito de sddio em determinadas solugdes: quando dissolvido em 4gua, sua
absorbancia ¢ de 257 nm, no entanto, na presenga de acido cloridrico a sua absorbancia passa a
ser de 276 nm (Yang et al., 2013).

Estima-se que aproximadamente 70% da absorbancia total medida corresponda
efetivamente aos iso-o-acidos na andlise do amargor em cerveja por método
espectrofotométrico, resultando em uma superestimacdo desse valor (Buckee, 1990). Esse
efeito seria ainda mais pronunciado no caso de medi¢des diretas na cerveja, uma vez que
interferentes, como o metabissulfito de sddio, sdo mais favoraveis a solubilidade na matriz
aquosa da cerveja, do que na fase organica do isooctano, contribuindo para absorbancia
adicional na mesma regido espectral dos iso-a-acidos (Guido, 2016).

Na metodologia utilizada no trabalho de Coelho-Neto e colaboradores (2022) foi
adicionada uma etapa a fim de minimizar a interferéncia durante a extragdo com isoctano. O
sulfato de magnésio anidro foi adicionado para remover a umidade residual, visto que os
interferentes sdo altamente soliveis em agua. Essa abordagem mostrou-se eficaz quando

aplicada a técnica espectrofotométrica e voltamétrica para determinagdo dos iso-a-acidos. A
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Tabela 5 apresenta os valores obtidos pela técnica espectrofotométrica, com absorbancia em

275 nm, que ¢ a regido caracteristica de absorbancia de iso-a-acidos (Coelho Neto et al., 2020).

Tabela 5. Comparagdo dos valores de IBU das amostras de cervejas na técnica
espectrofotométrica com absorbancia em 275nm, entre os valores declarados pelos fabricantes
e obtidos pelo método.

Valor de IBU Valor de IBU
Amostras de Erro relativo
declarado pelo pela técnica
cervejas (%)
fabricante espectrofotométrica
BS1 46 58,8+0,7 +27,83
BS2 40 36,2+ 4,1 -9,5
BS3 18 13,3+0,1 -26,11

Fonte: A autora.

A técnica espectrofotométrica exibiu valores de absorbancia diferentes em relacdo ao
valor fornecido pelo fabricante. O valor de IBU foi determinado utilizando a Equagdo 1. As
discrepancias observadas sugerem que essa metodologia pode estar sujeita a interferéncias e

erros analiticos, comprometendo a exatidao dos resultados obtidos.

5.6.4 Avaliacao do IBU de amostra de cerveja em etapa anterior a adi¢do de lupulo nos

métodos eletroanalitico e espectroscopico

Uma amostra (BS4) coletada durante a brassagem foi analisada para verificar a possivel
influéncia dos componentes do mosto na resposta espectrofotométrica a 275 nm, comprimento
de onda utilizado para a determinar o amargor relacionado aos iso-a-acidos. Dessa maneira,
considerando que alguns compostos presentes na matriz cervejeira podem apresentar absor¢ao
nessa regiao, essa analise permitiu avaliar possiveis interferéncias no sinal analitico. O valor de

absorbancia esta apresentado na Tabela 6, bem como o IBU calculado.

Tabela 6. Valor de absorbancia da amostra BS4 no comprimento de onda de 275 nm e IBU.

Amostra Absorbancia IBU
BS4 0,1135 £ 0,0005 5,7+0,1

Fonte: A autora.
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Os resultados apresentados na Tabela 6 sugerem a presenga de outros compostos capazes
de absorver radiagdo na regido de 275 nm, mesmo antes da adicdo do lupulo. Esse
comportamento indica que essas espécies podem contribuir para a absorbancia medida e,
consequentemente, superestimar os valores de IBU obtidos pelo método espectrofotométrico.
Assim, os resultados evidenciam a possibilidade de interferéncias da matriz na determinagao
do amargor da cerveja.

Esses resultados reforcam a hipdtese de que a matriz da cerveja contém espécies
interferentes capazes de absorver proximo da regido em 275 nm, comprometendo a seletividade
do método espectrofotométrico.

A amostra BS4, também foi analisada pelo método eletroanalitico desenvolvido para
comparar seu valor de IBU, com o valor declarado pelo fabricante. No método
espectrofotométrico, essa amostra exibiu uma absorbancia a 275 nm, o que comprometeu o
valor de IBU, evidenciando que essa técnica ndo ¢ seletiva para os iso-a-acidos apos o pré-
tratamento da amostra.

Obteve 4,5 mg de extrato isoctano de BS4, diluida 140 vezes para a resposta
voltamétrica na técnica VOQ, a fim de analisar se teria 0 mesmo comportamento obtido na
técnica de espectrofotometria. Realizou a analise com o eletrodo de folha de grafite, eletrélito

de suporte tampao BR 2, como mostra Figura 30.
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Figura 30. Voltamogramas de 2,0 mg mL! da amostra BS4 em branco, representada pela linha
tracejada, com adigio sucessiva da fracdo iso-o-acidos em 0,1 mg L' (linha-azul). Pardmetros:
amplitude: 30 mV; incremento de potencial: 6 mV; frequéncia: 10 s™'.
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Fonte: A autora.

A Figura 30 indica que a amostra BS4 (2,0 mg L-1) ndo apresenta o pico caracteristico
dos iso-a-acidos. A andlise que contém a amostra BS4 confirma a auséncia de 1so-a-acidos,
utilizando o método de adicdo de padrio multiplos com 0,1 mg L™! de iso-a-acidos. Assim, a
técnica voltamétrica demonstrou maior seletividade em amostras de cerveja, mesmo depois da

extracdo com isooctano e o pré-tratamento.
5.6.5 Método eletroanalitico na determinacdio de iso-a-dacidos em amostras de cervejas

Pelas analises anteriores, como a curva analitica e seus parametros, ¢ o estudo em
relagdo ao efeito de matriz, optou por realizar o pré-tratamento e extragdo com isoctano para
realizar a quantificagcdo iso-a-acidos presentes nas amostras de cervejas. A massa obtida para
cada extrato foi de 7,0 mg para amostra BS1, 12,2 mg para a amostra BS2 e 7,1 mg para a

amostra BS3.
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Com isso, os extratos BS1 e BS3 foram diluidos 70 vezes, enquanto o BS2 necessitou
de uma diluicdo de 350 vezes. A quantificagdo foi realizada pelo método de adi¢do de padrdo
com solugdes de extrato de cerveja: 0,1 mg L' para BS1 e BS3, ¢ 0,2 mg L' para BS2. A
Figura 31 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e as respectivas curvas de calibragao
para cada amostra. A Tabela 7 apresenta os valores de IBU obtidos pelos métodos
espectrofotométrico e eletroquimico, e os erros relativos calculados, considerando os valores

fornecidos pelo fabricante como os valores reais.
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Figura 31. Voltamogramas corrigidas pela linha de base para extratos de cerveja BS1 (70x%),
BS2 (350%) e BS3 (70x%). Linha tracejada em preto sendo o branco. BS1 (A): inicialmente sem
iso-o-4cidos linha azul-claro, e ap6s adigdes sucessivas de 0,20 mg L' de iso-a-4cidos linhas
em azuis-escuros. BS2 (B): inicialmente sem iso-a-acidos linha verde-escuro, e apds adigoes
sucessivas de 0,10 mg L™ de iso-a-acidos linhas em . BS3 (O): inicialmente sem
iso-a-acidos linha vinho, e apos adi¢des sucessivas de 0,20 mg L' de iso-a-dcidos linhas
laranjas. O gréfico ao lado representa a curva de calibragdo para a recuperagao de iso-a-acidos,
nos extratos de cervejas. Curvas de calibragdo correspondentes obtidas pelo método de adigao
padrdo. Parametros: tampao BR2,0, amplitude: 30 mV,; incremento de potencial: 6 mV;

frequéncia: 10 s7".
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Tabela 7. Resultados de IBU (mg L!) para trés amostras de cerveja analisadas pelo método
eletroquimico (eletrodo folha de grafite) e espectrofotometria (275 nm).

Declarado pelo

Amostras fabricante Método Eletroquimico Método espectrofotométrico
IBU / mg L! IBU/mg L' Errorelativo/ % IBU/mgL! Erro relativo/ %
BS1 46 48,1+0,8 +4,6 58,8+0,7 +27,8
BS2 40 41,6 =4,0 +4,0 36,2+4,1 -9,5
BS3 18 17,6 £1,0 -2,2 13,3+0,1 - 26,1

Fonte: A autora.

Os valores de erro relativo variaram consideravelmente entre os diferentes niveis de
IBU avaliados. Quando comparados com os valores de IBU informados nas embalagens, os
valores de erro relativo obtidos pelo método eletroquimico ficaram dentro de uma faixa
aceitavel (< 5%), resultado ndo observado para o método espectrofotométrico. As medigdes
eletroquimicas foram baseadas no método de adi¢do padrdo, garantindo maior precisdo e
confiabilidade. Em contrapartida, o método espectrofotométrico se baseia em uma abordagem
simplificada descrita na Equagdo 1, embora teoricamente correta, ndo considera possiveis erros

de concentragdo ou interferéncias de outros compostos.

5.7 Caracterizagdo por Ressoniancia Magnética Nuclear

A técnica espectroscopica de RMN-'3C pode ser utilizada para caracterizar, identificar
e comparar amostras de diferentes tipos, uma das suas vantagens ¢ ser uma técnica nao
destrutiva, sendo uma grande aliada na area de PNs para elucidagdo de compostos (Breton;
Reynolds, 2013).

A andlise comparativa dos extratos dos lupulos foi conduzida utilizando a abordagem
de fingerprint metabolico, empregando os espectros de RMN-'C como instrumento para
avaliar o perfil quimico total das amostras. Esse método possibilita a comparac¢do de diversas
amostras sem a obriga¢do de atribuir anotagdes nos sinais de individuais, tratando o conjunto
de informagdes quimicas no espectro como assinatura distinta de cada amostra. Portanto, as
distribuicdes no deslocamento quimico e intensidades relativas dos sinais observados foram
analisadas, assim como as semelhancas e diferengas entre as variedades (Riswanto et al., 2022).

Para essa analise foram utilizados dados de referéncia encontrados na literatura.
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Para a realizagdo das analises, sete variedades comerciais de lupulo (Cascade, Magnum,
Pacif Gem, Polaris, Saaz, Sabro e Zeus) e seus respectivos extratos obtidos de acordo com o
item 4.2. Os espectros obtidos de RMN-!3C, como mostra a Figura 32, foram utilizados na
analise de fingerprint metabdlico, permitindo a comparagao dos perfis quimicos das diversas

variedades com base na distribuigdo e intensidade relativa dos sinais.
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Figura 32. Estudo fingerprint dos espectros de RMN-'3C dos extratos obtidos a partir de variedades comerciais de lapulo.
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Os espectros de RMN-'3C dos extratos de lipulo exibiram sinais caracteristicos na
regido 79 ppm, atribuida na literatura a carbonos oxigenados (C-O) presentes nos a-acidos do
lupulo. Nessa regido as variedades Sabro, Magnum, Polaris e Zeus apresentaram sinas de
intensidade semelhante, enquanto as variedades Cascade e Saaz, exibiram uma intensidade
relativamente menor (Farag et al., 2012). Comportamento semelhante foi observado na regiao
de deslocamento quimico entre 180 e 220 ppm, correspondente aos carbonos carbonilicos
presentes nos extratos de lupulos.

Os deslocamentos quimicos associados aos B-acidos, mostraram-se semelhantes para
(Hoek; Hermans-Lokkerbol; Verpoorte, 2001; Silverstein; Webster; Kiemle, 2005) todas as
variedades analisadas, sugerindo a presenca do composto nos extratos de lupulo (Haseleu;
Intelmann; Hofmann, 2009). Na regido entre 169-170 ppm, atribuida a carbonos aromaticos e
oxigenados relacionados a ligagdo C-O presente no carbono C-5 dos a-acidos, os extratos das
variedades Cascade, Pacif Gem e Sazz ndo apresentaram sinais visivelmente definidos. Esse
perfil pode indicar uma menor contribui¢ao relativa dos a-acidos nessas amostras, quando
comparadas as outras variedades, sugerindo uma variagdo na composi¢ao quimicas dos extratos
de lupulo (Silverstein; Webster; Kiemle, 2005).

A variedade Saaz apresentou o perfil quimico bem distinto, entre as amostras analisadas,
caracterizado pela auséncia de sinais intensos na regido entre 40 a 50 ppm, atribuida a carbonos
alifaticos mais substituidos. Além disso, em comparagdo com as outras amostras, as variedades
Saaz e Cascade mostraram uma intensidade relativamente menor dos sinais na faixa de
deslocamento quimico de 100 a 220 ppm. Essa regido € associada a carbonos insaturados com
duplas ligacdes, anéis aromaticos, carbonos aromaticos oxigenados e carbonilas (C=0),
incluindo cetonas presentes nos o e 3-acidos do lupulo (Hoek; Hermans-Lokkerbol; Verpoorte,

2001; Silverstein; Webster; Kiemle, 2005).

5.8 Caracterizacao dos lupulos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas (CLAE-EM/EM)

A amostra de extrato de lupulo da variedade Sabro, e a fragcdo de isolamento de a-acidos,
o produto resultante da isomerizagao (iso-a-acidos) e as amostras de extratos de cervejas foram
analisadas por CLAE-EM/EM, utilizando o modo negativo para a anotagdo dos compostos
quimicos. Essas amostras foram selecionadas para confirmar a presenga dos compostos de
interesse deste estudo, além de evidenciar sua importancia para a caracterizagdo quimica do

lupulo e sua utilizagdo na industria alimenticia
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A Tabela 8 apresenta os principais compostos encontrados nas amostras analisadas. A
identificacdo foi feita por meio da determinacdo da massa exata em alta resolucdo, calculo do
erro de massa em ppm, sugestdo da formula molecular e comparagdo dos padrdes de
fragmentacao obtidos por espectrometria de massas sequencial (EM/EM) com informagdes
disponiveis na literatura. No Apéndice, sdo apresentados de maneira detalhada os

cromatogramas, espectros de massas e espectros de fragmentacao de cada amostra.

Tabela 8. Proposta de anotagao dos principais compostos presentes nas amostras de (1) extrato
de lupulo, (2) a-acidos isolados, (3) iso- a -acidos, BS1, BS2 ¢ BS3.

[M-HJ
t Erro Tons
(ml;n) Composto fon m/z (ppm) Fragmentos Amostras  Referéncia
precursor calculado PP (m/z) EM/EM
289, 261, 248,
233,220, 205,
1,23BSl e (Hsu; Kao,
10,947 Cohulupona [C19H2504] 317,1758 1,25 193, 180, 165,
BS2 2019)
152,133, 111,
82
Humulona / 343,292, 249, (Kontek et
10,698 [C21H290s5] 361,2020 -0,55 le2
Adhumulona 221,179, 125 al.,2021)
329,278, 263,
(Kontek et
9,977 Cohumulona [C20H270s5] 347,1864 -0,58 235,207, 165, le2
al.,2021)
125,92
cis / trans - 343,317,292,
(Intelmann;
isohumulona 265,247, 235,
3, BSI, Haseleu;
8,682 cis / trans - [C21H2005] 361,2020 -1,94 223, 196, 163,
BS2 ¢ BS3 Hofmann,
isoadhumulona 125, 89,99 61,
2009)
57
329, 303, 301,
278,251, 237, (Intelmann;
cis / trans - 233,209, 207, 3, BSI, Haseleu;
8,449 [C20H2705] 347,1864 -0,86
isocohumulona 182, 181, 166, BS2 e BS3 Hofmann,
163,125, 111, 2009)
85
303, 262, 247, (Ziemah,;
Hulupona / 234,219, 194, 1,3,BSle Ullrich;
8,267 [C20H2704] 331,1915 2,41
Adhulupona 178, 166, 152, BS2 Kuhnert,
125,97, 82 2024)

Fonte: A autora.
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Os compostos do produto isomerizado de iso-a-acidos foram selecionados para propor
os processos de fragmentagdo da isocohumulona e da isohumulona/adhumulona. Inicialmente,
0s iso-a-acidos foram analisados por CLAE-IES-EM/EM no modo negativo. No espectro de
massas registrado, a molécula desprotonada com m/z 347,1864 foi anotada (Figura 33A). A
Figura 33B ilustra o espectro de fragmentagdo da molécula desprotonada m/z 347 [M — H]",

obtido com uma energia de colisdo de 25 eV.

Figura 33. (-) ESI -EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 347,1836 do extrato de lupulo var.
Sabro.
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Fonte: A autora.

A 1socohumulona apresentou a molécula desprotonada em m/z 347 [M—H]". A
fragmentacgdo desse ion resultou no fragmento m/z 329, o qual ¢ atribuido a perda de uma
molécula de dgua. A partir do fragmento m/z 329, ocorre um rearranjo de hidrogénio, levando
a perda de um grupo C¢HsO e a formacdo do fragmento m/z 233. Uma outra sugestdo de
mecanismo para a mesma molécula desprotonada m/z 347 [M—H]", envolve uma ruptura
homolitica no C-5, resultando na perda do grupo prenila (CsHo) e na formacdo do fragmento
m/z 278. Outra proposta para o m/z 347 [M—H]" envolve o rearranjo do hidrogénio e a formagao

da dupla entre C-1’ e C-2’. Nesse caso, ocorre a quebra heterolitica entre C-4 e C-1, resultando
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na perda do grupo CsHsO e na formagao do fragmento m/z 251. A partir desse fragmento, a
quebra homolitica entre C-5 gera o fragmento m/z 182. A Figura 34 ilustra a proposta de

fragmentacao.

Figura 34. Proposta de fragmentacdo do composto anotado de isocohumulona, de iso-a-acidos
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Fonte: A autora.

Em relagdo a amostra de iso-a-acidos, o espectro de massas exibe a molécula
desprotonada em m/z 361,2023 (Figura 35A). A partir dessa molécula, obteve-se o espectro de

fragmentacao utilizando uma energia de colisdo de 20 eV, conforme ilustrado na Figura 35B.
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Figura 35. (-) ESI -EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 361,2023 do extrato de lupulo var.
Sabro.
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Fonte: A autora.

A fragmenta¢do da molécula desprotonada em m/z 361 [M—H] " resulta na perda de dgua

e na reorganizacao dos hidrogénios na molécula, gerando o fragmento m/z 343. Por meio do

mesmo fragmento, com a rearranjo dos hidrogénios e a liberacao do grupo CsHsO, obtém-se o

fragmento m/z 247. Além disso, para a mesma molécula desprotonada em m/z 361 [M—H],

ocorre a quebra homolitica em C-4, resultando na perda do grupo prenila e na formagdo do

fragmento com m/z 292. A partir do fragmento m/z 292, ocorre um rearranjo de hidrogénio com

a formagdo da dupla ligagao entre C-1’ e C-2’. Em seguida, ocorre a quebra heterolitica entre

C-5 e C-1’, resultando na perda do grupo CsHgO e na formagao do fragmento m/z 196. A figura

36 representa a proposta de fragmentacao da molécula desprotonada em m/z 361 [M—H]".
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Figura 36. Proposta de fragmentacao do composto anotado de isohumulona/isoadhumulona, de

iso-a-acidos.
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Fonte: A autora.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo foram satisfatorios e consistentes com os objetivos
propostos. Inicialmente, as etapas de separacao e isolamento dos compostos foram essenciais
para as analises posteriores, acompanhadas pela caracterizagdo estrutural por meio de RMN. A
analise por RMN de '3C confirmou os deslocamentos quimicos caracteristicos dos compostos
de interesse. A mesma técnica foi empregue na analise de fingerprint metabolico aplicada aos
extratos de sete variedades comerciais de lupulo, possibilitando a comparacao dos perfis
quimicos totais das amostras, apresentando semelhangas e diferencas na composi¢do entre as
variedades avaliadas. Além disso, a quantificagio relativa por RMN - 'H utilizando um padrio
interno permitiu uma estimativa da contribui¢ao dos a-acidos no extrato de lapulo da variedade
Sabro, demonstrando o potencial da técnica para futuras aplicagdes quantitativas.

Posteriormente, foram obtidos os perfis eletroquimicos dos a e iso-a-acidos, permitindo
compreender o comportamento eletroquimico dessas classes de compostos. Com base nos
resultados obtidos, o estudo foi direcionado para a otimizagdao das condi¢des experimentais
empregando um eletrodo de folha de grafite na determinacdo voltamétrica dos iso-a-acidos. A
analise por CLAE-IES-EM/EM permitiu a anotacdo dos compostos mais relevantes presentes
nas amostras, bem como a proposta de mecanismos de fragmentagdo dos compostos. Dessa
maneira, com as condi¢des otimizadas e sem interferentes significativos nas amostras de

cervejas, foi possivel quantificar os iso-a-acidos em cervejas comerciais.
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Figura S1: Espectro de RMN de °C de a-4cidos.
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Tabela S1. Tabela de deslocamento quimico de '3C de RMN dos -a-4cidos.
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Amostra Referéncia
3C 3ppm CDCl;- 13C Sppm
100MHz CDCl;-75,4MHz
Estruturas Posigio Faixa de Faixa de
a-acidos -a-acidos -a-acidos
1 195,38 - 195,54 195,32 — 195,47
2 104,61 -105,64 104,38 — 105,87
3 190,81 -191,25 190,54 — 191,11
4 109,35-109,53 108,76 — 109,36
5 168,15 168,29 167,96 — 169,21
6 79,19 -79,30 78,97 — 79,16
7 20,94 — 21,37 20,67 — 21,06
8 121,25 - 121,86 121,07 - 121,15
9 132,54 131,44 — 132,35
10 25,31 -25,80 25,29 — 25,62
11 17,82 - 17,90 17,1 - 17,66
12 42,94 42,02 - 42,77
13 - 115,17 — 115,95
p 14 137,95 — 138,02 136,91 — 137,75
Humulona (ReA] \J\ Ry 15 25,31 25,80 25,41 -25,83
Gohumulona (R=B) Ny B\( 16 17,82 -17,90 17,24 — 17,63
Adhumulona (R=C) R\Z'C(a\‘;. - Y, Humulona NG,
= 2 46,79 46,79
3 26,01 26,19
& 22,85 22,65
5’ 22,65 22,45
Cohumulona
1 205,53 205,34
2 34,85 34,59
3 18,90 18,97
4 18,53 18,0
Adhumulona
1 205,10 204,90
2 40,97 40,80
3 27,36 27,20
& 11,69 11,51
5 15,95 15,82

Fonte: A autora.



104

Figura S2. Espectro de RMN de '*C de iso-a-4cidos.
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Tabela S2. Tabela de deslocamento quimico de '*C de RMN dos iso-a-acidos.

105

Amostra Referéncia
13C 8ppm CDClz- 13C Sppm
100MHz CDCls-
125MHz
Estruturas Faixa de iso-a- Faixa de iso-a-
Iso-a-acidos Posieao acido acido
1 205,08 - 207,30 204,9 - 206,3
2 110,59 109,2 - 110,7
3 195,47 — 196,22 195,1 —195,6
4 87,66 90,75 87,5-90,5
5 49,13 - 55,35 49,8 -55,3
r 203,12 - 207,30 205,4 -207,0
2’ 36,79 — 41,77 36,8 —41,7
3 114,16 — 114,90 114,4-114,8
4 136,03 — 136,62 136,2 - 136,9
5 17,81 -18,99 17,9 - 18,4
6’ 25,69 — 26,48 25,7-26,0
1 23,45 -26,48 23,3 -26,6
2 119,84 — 120,82 119,6 — 120,4
3> 134,17 - 135,11 134,6 — 135,4
4 17,91 - 18,99 17,99 - 18,3
sonumons (RoA) 5 25,69 — 26,48 25,7-26,0
Isacohumulona (R=8) Humulona
Isoadhumulona (R=C) 17 198,10 — 200,51 197,8 —200,6
2” 44,59 — 46,46 44,4 - 46,0
37 26,12 — 26,48 26,5 -26,0
4 21,93 -22,59 22,5-22,7
5”7 21,93 -22,59 22,5-22,7
Cohumulona
1” 203,12 - 205,54 203,4 —205,6
27 34,63 — 35,65 34,6 - 35,8
37 18,08 — 18,99 18,0 - 18,0
4» 18,08 — 18,99 18,0 - 18,0
Adhumulona
1” 203,12 — 205,08 203,0 —204,9
27 36,79 — 41,77 36,8 -41,0
37 23,45 -26,48 23,6 -26,3
4” 11,55-11,81 11,7-11,4
57 15,18 -15,31 15,1 - 15,7

Fonte: A autora.



Figura S3. Cromatograma do extrato de Humulus lupulus da variedade Sabro.
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Figura S4. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 347,1884 do extrato de H. lupulus var.
Sabro.
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Figura S5. (-) ESI-EM (A) e (-) ESIEM/EM (B) de m/z 361,2018 do extrato de H. lupulus var.
Sabro.
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Figura S6. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 413,2703 do extrato de H. lupulus var.
Sabro.
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Figura S7. (-) ESI-EM (A) e (-) ESIEM/EM (B) de m/z 399,2546 do extrato de H. lupulus var.

Sabro.
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Figura S8. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 317,1757 do extrato de H. lupulus var.

Sabro.
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Figura S09. (-) ESI -EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 331,1923 do extrato de H. lupulus

var. Sabro.
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Figura S10. (-) ESI -EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 415,2486 do extrato de H. lupulus

var. Sabro.
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Figura S11. (-) ESI-EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 427,2851 do extrato de H. lupulus

var. Sabro.
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Figura S12. Cromatograma do extrato de « - acidos da variedade Sabro em modo negativo.
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Figura S13. (-) ESI-EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 317,1745 do A-acido var. Sabro.
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Figura S14. (-) ESI-EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 347,1862 do a-acido var. Sabro.
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Figura S15. (-) ESI-EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 361,2022 do a-acido var. Sabro.
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Figura S16. (-) ESI-EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 375,2157 do a-acido var. Sabro.
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Figura S17. Cromatograma de iso-a-acido em modo negativo.
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Figura S18. (-) ESI-EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 281,1403 de iso-a-acido var. Sabro.
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Figura S19. (-) ESI-EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 317,1725 de iso-a-acido var. Sabro.
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Figura S20. (-) ESI-EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 331,1885 de iso-a-acido var. Sabro.
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Figura S21. (-) ESI-EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 347,1836 de iso-a-acido var. Sabro.
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Figura S22. (-) ESI-EM (A) e (-) ESI EM/EM (B) de m/z 361,2023 de iso-a-acido var. Sabro.
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Figura S23. Cromatograma do extrato de isoctano da amostra de cerveja BS1 em modo

negativ
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Figura S24. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 393,1910 da amostra de cerveja BS1.
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Figura S25. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 363,1804 da amostra de cerveja BS1.
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Figura S26. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 317,1757 da amostra de cerveja BS1.
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Figura S27. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 331,1906 da amostra de cerveja BS1.
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Figura S28. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 347,1864 da amostra de cerveja BS1.
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Figura S29. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 361,2013 da amostra de cerveja BS1.
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Figura S30. Cromatograma do extrato de isoctano da amostra de cerveja BS2 em modo
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Figura S31. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 317,1735 da amostra de cerveja BS2.
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Figura S32. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 331,1888 da amostra de cerveja BS2.
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Figura S33. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 347,1836 da amostra de cerveja BS2.
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Figura S34. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 361,1994 da amostra de cerveja BS2.
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Figura S35. Cromatograma do extrato de isoctano da amostra de cerveja BS3 em modo

negativo.
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Figura S36. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 347,1868 da amostra de cerveja BS3.
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Figura S37. (-) ESI-EM (A) e (-) ESTEM/EM (B) de m/z 361,2030 da amostra de cerveja BS3.
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