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RESUMO

Com a constante incidéncia de resultados significativos de cunho vegetal em diversos
ambitos, tem-se acentuado estudos e pesquisas cientificas em busca de diferentes andlises
fitoquimicas com propositos na area da saude e de cunho alimenticio. Como exemplo disso,
faz-se estudos de uma planta herbacea perene cujo nome popular ¢ lapulo, Humulus lupulus,
que além da ampla utilizacdo terapéutica e medicinal € recorrente seu uso intensificado na
industria cervejeira, evidenciando cerca de 97% da producao a esse setor. A vista disso, diante
da importancia do lipulo para a industria cervejeira e para o dominio da fitoquimica e area
medicinal, o objetivo desse trabalho foi a avaliagdo da capacidade antioxidante e do teor de
compostos fenolicos totais nas diferentes variedades de lupulo de aroma (Hersbrucker,
Tradition e Ahtrhum). Desse modo, nesse trabalho foram realizadas cinco diferentes
metodologias: DPPH, ABTS, fosfomolibdénio, poder redutor e teor de compostos fendlicos
totais em extratos aquosos em diferentes concentragdes e tempo. As trés variedades testadas
apresentaram alguma atividade antioxidante, sendo que de acordo com as diferentes
concentragdes os resultados mostraram-se em sua maioria dose dependentes. Baseando nessas
analises, concluiu-se que a variedade Hersbrucker no tempo 5 minutos possuiu maior
atividade antioxidante, com 78,21% no DPPH, 90,96% no ABTS, 0,478 de absorbancia no
fosfomolibdénio, 0,197 no poder redutor e 93,42 mgEAG g! no teor de compostos fendlicos.
Com isso, sugere seu possivel uso na industria farmacéutica e alimenticia.

Palavras-chave: Analises fitoquimicas. Atividade antioxidante. Humulus lupulus. Cerveja.
Compostos fendlicos.



ABSTRACT

With the constant incidence of significant results of plant nature in different areas, studies and
scientific researches have been accentuated in search of different phytochemical analysis with
purposes in the health and food areas. As an example of this, studies are carried out on a
perennial herbaceous plant whose popular name is hop, Humulus lupulus, which in addition to
its wide therapeutic and medicinal use is recurrent its intensified use in the brewing industry,
showing about 97% of its production. sector. In view of this, given the importance of hops for
the brewing industry and for the domain of phytochemistry and medicine, the objective of this
work was to evaluate the antioxidant capacity and the content of total phenolic compounds in
different varieties of aroma hops (Hersbrucker, Tradition and Ahtrhum). Thus, in this work,
five different methodologies were performed: DPPH, ABTS, phosphomolybdenum, reducing
power and total phenolic compounds content in aqueous extracts at different concentrations
and time. The three varieties tested showed some antioxidant activity, and according to the
different concentrations the results were mostly dose dependent. Based on these analyses, it
was concluded that the variety Hersbrucker at time 5 minutes had greater antioxidant activity,
with 78,21% DPPH, 90,96% ABTS, 0,478 absorbance in phosphomolybdenum, 0,197 in
reducing power and 93,42 mgEAG g'! in the content of phenolic compounds. With that,
suggests its possible use in the pharmaceutical and food industry.

Keywords: Phytochemical analysis. Antioxidant activity. Humulus lupulus. Beer. Phenolic
compounds.
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INTRODUCAO

E observado desde os primérdios da civilizagio humana, na terapéutica popular e
oficial, o uso constante das espécies vegetais, no qual propiciou ao homem o despertar para
um longo percurso de manuseio dos recursos naturais em seu proprio beneficio (SANTOS,
2018). Nessa perspectiva, a busca por novos compostos bioativos evidéncia a relevancia em
se aprimorar com estudos no viés vegetal, destacando morfologias e analises fitoquimicas do
mesmo.

Orientado a esses conceitos, o Humulus lupulus Linnaeus ¢ o nome cientifico da
espécie pertencente a ordem das Rosales, da familia Cannabaceae (DURELLO et al., 2019).
Caracteriza-se por ser uma planta normalmente dipldide (2n=20), didica, com &vulos
anatropos, pertencente ao grupo vegetal com propriedades de planta herbacea perene. Possui
caracteristicas inerentes, como rapido crescimento, e a capacidade para crescer e rodar em
simultaneo, trepando e enrolando os seus caules. O lupulo, como ¢ vulgarmente conhecido,
pode atingir de 7 a 9 metros de altura em menos de 5 meses (SOUSA, 2005).

Embora o Humulus Iupulus seja relatado com ampla utilizagdo medicinal como
tratamento de insonia, alivio de dores, ma digestdo, antidiuréticos, antiespasmodicos e até
recomendado como sedativo, atualmente a utilizagao e estudo do lupulo esta direcionado na
maioria dos trabalhos para a producdo de cervejas. Para tal, utiliza-se das inflorescéncias
femininas, com a finalidade de formar estrobilos das plantas o que permite desenvolver
glandulas secretoras de lupulina, com capacidade de sintetizar e armazenar resinas e 6leos
essenciais ricos em principalmente terpenos e polifendis (ALMEIDA, 2017).

O consumo de lapulo pela industria cervejeira abrange em torno de 97% de sua
producdo. Este confere principalmente aroma, amargor, estabilidade coloidal a espuma, além
de atuar como antioxidante e antimicrobiano, protegendo a cerveja de processos oxidativos e
de contaminag¢des microbioldégicas (DURELLO et al., 2019).

Sabe-se que o estresse oxidativo ¢ um desequilibrio entre defesas antioxidantes e
producdo de espécies reativas, o que possibilitam que elas danifiquem outras estruturas de
biomoléculas (PIZZINO et al., 2017). Desse modo, o lupulo pode contribuir de maneira
significativa, ja que ¢ uma fonte de potentes antioxidantes, como os compostos fenoélicos e

Oleos essenciais.
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Portanto, diante da importancia do lipulo para a industria cervejeira e para o dominio
da fitoquimica e area medicinal, o objetivo desse trabalho foi a avaliagdo da capacidade
antioxidante e do teor de compostos fenolicos totais das diferentes variedades de lipulo

(Humulus lupulus) de aroma (Hersbrucker, Tradition e Ahtrhum).
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2 -REFERENCIAL TEORICO

Historia da cerveja, sua conceituacio e processos

H4 suposi¢des significativas em relagdo a origem da cerveja, juntamente com a
inicializacdo do uso de bebidas fermentadas pelo homem, e fundamentado a isso, registros
histéricos demonstraram que a cerveja apresentou forte participagdo na construgdo da historia
e da cultura de varias civilizagdes (MAZUROSKI, 2015). Embora ndo saibam de fato,
existem estudos que datam o preparo da cerveja em aproximadamente 6.000 anos a.C no
Egito, sendo oriunda de regides da Mesopotamia (LIMA; MOTA, 2003).

Equivalente a essas implicagdes, acredita-se que a cerveja tenha sido descoberta de
maneira acidental, provavelmente derivada da fermentagdo ndo induzida de algum cereal, e
nesse viés, por conterem os mesmos ingredientes, existem fortes relagcdes entre a histéria da
cerveja e do pao, visto que em determinada época da evolucao das civilizagdes eram esses 0s
produtos que faziam parte da alimentacdo e cultura da sociedade (SILVA et al, 2016).
Perante o exposto, surgiu a cerveja primitiva, que fora melhorada ao longo do tempo pelos
sumérios, até¢ chegarem a um género considerado como “bebida dos deuses” proveniente da
massa do pao embebida ou fermentada (VILASTGALLEN, 2021). Tal fundamento ¢

comprovado por registros antecedentes a escrita, como os desenhos rupestres.

Figura 1: desenhos rupestres — “pao liquido”

i

Outra teoria convincente ¢ a relagdo da cerveja como fator de sustentacdo social e
cultural, com valor nutritivo, como moeda de troca e valor compensatorio pelos trabalhos
prestados em grupos sociais, tal atributo era tido como forma de pagamento as construcdes
das grandes piramides (KEMP, 2018). Por ser uma bebida fermentada, a cerveja nao era usada

apenas pelo seu valor nutritivo, era consumida também com objetivo de evitar enfermidades
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infecciosas adquirida ao beber agua ndo tratada (VIEIRA et al, 2021). Sendo assim era
utilizada por seu carater medicinal, além de haver evidéncias também com relagdo a praticas
voltadas as fungdes cosméticas (OLIVEIRA, 2011).

E notério, de acordo com a cronologia do desenvolvimento da cerveja, enquadra-la
como agente impulsionador da evolugao cultural humana. Isto posto, tendo novamente em
questdo o contexto historico, sabe-se que a humanidade, nos primeiros 90.000 anos de sua
historia foi ndémade, constituida de pequenos grupos de cacadores-coletores que se
deslocavam em busca de 4gua e alimento (LEE, 2005).

Evidéncias sugerem que a revolucdo agricola permitiu que o homem posteriormente se
transformasse em cultivador, motivado fortemente pela necessidade de producgdo regular de
cerveja, e desse modo era incentivado o cultivo da cevada e outros graos, que estariam
sujeitos a fermentagdo. Para armazenagem provavelmente acondicionavam os graos em um
recipiente e com adigdo de agua, sendo essa intencional ou ndo, os graos supostamente
brotariam, absorvendo entdo a agua e produzindo, no processo inicial da cerveja, acucar
residual. Posteriormente, no suposto segundo processo de absor¢do de dgua haveria uma
conversao pela levedura, do agucar em gas carbdnico e alcool, colaborando assim para um
crescimento em estado selvagem da cevada nessas circunstancias (MAZUROSKI, 2015).

No Brasil, possivelmente a bebida chegou no século XVII, com a colonizagao
holandesa, pela companhia das Indias Ocidentais. Com a saida dos holandeses em 1654 a
cerveja se absteve do pais por um século e meio, reaparecendo no final do século XVIII, com
a chegada da familia real portuguesa e com a conseguinte abertura dos portos para
comerciantes ingleses, fazendo vir da Europa, entre outros produtos, a cerveja (SANTOS,
2003). Mesmo nao havendo uma data precisa para o inicio da producao de cerveja no Brasil, o
primeiro anincio sobre a venda da cerveja brasileira foi publicado no Journal do Commercio
em 1836 (SIQUEIRA et al., 2009). Com o desenvolvimento, atualmente, o setor cervejeiro é
um dos mais tradicionais setores industriais do Brasil, incumbido de uma ampla capilaridade e
indutor de uma forte economia nacional que emprega mais de 2,7 milhdes de pessoas ao
longo da cadeia produtiva (CERVBRASIL, 2018).

Embora tenham se passado séculos, a bebida conhecida naqueles tempos se assemelha
com as atuais, porém essa arte milenar conta atualmente com tecnologia, inovagdo de
materiais e profissionais mais especializados, além dos ingredientes basicos, que sdo agua,
malte de cevada, fermento e lupulo (TSCHOPE, 2001). Sua producdo foi aprimorada para
abranger a larga escala, e através da fabricagdo da cerveja com fermentagdo etanoica de

carboidratos presentes nos graos de cereais realizada pelas enzimas glicoliticas das leveduras,
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acontece a produgdo de diversos produtos finais com aproveitamento comercial (MELO et al.,
2019).

Genericamente, define-se cerveja como sendo uma bebida carbonatada de baixo teor
alcoolico, obtida através da fermentagdo alcodlica do mosto de cereal malteado, comumente
malte de cevada, lupulo, leveduras e 4gua de boa qualidade, possibilitando ainda a adi¢ao de
outras matérias primas como milho, arroz e trigo, que sdo fontes de carboidratos (ALMEIDA
E SILVA, 2005). Especificamente, segundo a legislagdo brasileira, cerveja ¢ a bebida
resultante da fermentacao, a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de
extrato de malte, submetido previamente a um processo de cocgao adicionado de lupulo ou
extrato de lupulo, hipotese em que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte
podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro (BRASIL, 2019). Seu sabor ¢
determinado muitas vezes por essas matérias-primas, tipo de processo e pela levedura
utilizada, juntamente com os compostos produzidos durante a fermentagao e a maturacdo, que
impactam as caracteristicas sensoriais da bebida (CARVALHO etal., 2007).

A producdo da cerveja envolve inimeras etapas, divididas em: malteacdo, moagem,
mosturagdo, filtracao, fervura, sedimentacdo e resfriamento (tratamento do mosto), ademais
tem-se fermentagdo e maturagdo, na qual a fermentacdo se destaca por ser a etapa onde ocorre
a transformacdo do mosto em cerveja (HOELZ; AZEVEDO, 2019). Como processo
finalizador tem-se a clarificagdo, carbonata¢do e pasteurizagdo para o entdo envase ou
engarrafamento (SCHUH; PRECI, 2014). Acrescido a isso, existe basicamente uma
classificagdo em dois tipos de cerveja, a chamada lager, elaborada a partir de uma levedura de
baixa fermentagdo, ¢ a ale, por uma levedura de alta fermentagao (PALMER, 2017). As
cervejas do tipo lager sdo fermentadas entre a temperatura de 7°C a 15°C, com a duragdo da
fermentagdo e maturagdo de 5 a 7 dias (ARAUJO et al,, 2003) e devido a temperatura baixa
seus sabores e aromas sdo mais leves. Enquanto as do tipo ale, sio fermentadas a
temperaturas entre 18°C a 22°C com duragdo da fermentacdo e maturagdo de 3 a 5 dias
(OLIVEIRA, 2011).

Ao se tratar de leveduras cervejeiras, tem-se as espécies do género Saccharomyces
como as principais leveduras de cerveja, as quais a maioria estdo relacionadas a
Saccharomyces cerevisiae. Suas cepas podem ser tradicionalmente divididas em dois grupos,
uma delas ¢ chamada de “fop strains” usada para o tipo ale, nas quais baseando na sua
propriedade de floculagdo, a levedura ao final da fermentacdo tende a subir a superficie do
mosto fermentado, apresentando seu nome decorrente desse fator. O contrario acontece com a

cepa chama de “bottom strains”, que se deposita no fundo do tanque de fermentagdo e sdo
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responsaveis pela fabricacdo do tipo lager. O fato dessas leveduras serem responsaveis pela
fermentacdo foi explicado por Louis Pasteur em 1873, que como consequéncia fez-se
intensificar seu reconhecimento e incremento na ciéncia, sendo essa descoberta decisiva para
o processo de fabricagio de uma cerveja mais controlada (KARABIN ezal, 2018).

Orientado a esses conceitos, com a finalidade de prolongar a vida util de bebidas,
obteve-se o aproveitamento do lupulo (Humulus lupulus) na cerveja desde o momento em que
monges franceses e alemdes cultivaram essa planta visando propriedades medicinais
relaxantes. A partir disso, a monja alemad Hildegard Von Bingen confirmou e relatou em um
livrto  “Physicasive Subtilitatum” que as caracteristicas do Iipulo conservavam e
aromatizavam as bebidas, fazendo com que esses compostos responsaveis por essas

propriedades impedissem a deterioracdo da mesma. Fundamentado nisso, o uso de outros

adjuntos tornou-se menos usual (FAGHERAZZI etal., 2017).

Humulus lupulus

O nome cientifico Humulus lupulus Linnaeus faz alusao a planta popularmente
conhecida como lipulo, pertencente a ordem das Rosales e a familia Cannabaceae, a qual
possui apenas dois géneros Cannabis ¢ Humulus (SPOSITO et al., 2019). Esse tiltimo género
¢ composto por trés espécies. H. lupulus, H. japonicus ¢ H. yunnanensis, duas dessas sao
cultivadas em larga escala principalmente com finalidade comercial, de maneira mais
abundante e tradicional, o H. lupulus (DURELLO et al., 2019).

Baseando nisso, o lapulo caracteriza-se por ser uma planta normalmente diploide
(2n=20), diodica, com Ovulos anatropos, pertencente ao grupo vegetal e com propriedades de
planta herbacea perene. Possui caracteristicas inerentes, como rapido crescimento, e a
capacidade para crescer e rodar em simultaneo, trepando e enrolando os seus caules, podendo
atingir de 7 a 9 metros de altura em menos de 5 meses (SOUSA, 2005).

Atrelado a essas e outras caracteristicas, o lapulo tem uma dificil adaptacao ao clima
brasileiro, pois carece de temperaturas reduzidas e de um tempo de exposi¢ao a luz variado,
mais especificadamente entre nove e quatorze horas diarias, 0 que ndo ocorre em territorio
brasileiro, porém mesmo o Brasil se encontrando em fase incipiente ainda assim ha
comprovagdes de éxitos, onde os agricultores recorrem a técnicas de ad aptagao para aumentar
o fotoperiodo, juntamente com produtos que estimulam a brotacdo uniforme (SANTOS,
2018). No entanto, a maior parte se concentra entre os paralelos de latitude 35° e 55°

atribuidas a paises como Alemanha e Estados Unidos, ja que nestes locais encontra-se
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condigdes ideais para o cultivo, com solos arenosos profundos, de facil drenagem, ricos em
himus, com um pH variando entre 6.0 e 6.5, além da alta exposicdo de luz durante o
crescimento da planta e clima mais frio (NEVE, 1991).

O Iupulo tem sido usado como planta medicinal a mais de 2000 anos, em vista disso os
primeiros escritos sobre uso medicamentoso remontam ao século XI quando o médico arabe
Mesué descreveu seus efeitos anti-flamatorios, apds Paracelsus o cita com eficacias contra a
indigestdo, em seguida o médico italiano Matthiolus menciona seus efeitos diuréticos e o
botanico alemdo Hieronymus Bock que documentou a aplicagcdo do lupulo na ginecologia. A
partir do século XIX, a fitoterapia centralizou os efeitos do lupulo contra a insonia e como
sedativo, porém a primeira referéncia sobre a funcionalidade do lupulo em bebidas foi
consignada apenas em 1158 pela ja citada alemd Hildergard Von Birgen que teve como
finalidade prolongar a vida util das bebidas. Seguindo essa temdtica, esses argumentos
tomaram mais forca quando em 1516 em Baviera na Alemanha, decretaram a “lei da pureza”,
deliberando que apenas o lipulo, o malte de cevada e a agua fossem utilizados para a
producdo da cerveja. O lapulo ¢ adicionado com o intuito também de conferir amargor e
aroma a bebida (SPOSITO et al., 2019). Conduzido para os dias atuais, 0 consumo do lapulo
¢ utilizado quase exclusivamente para a fabricacdo de cerveja, praticamente 97% da plantagao
mundial a utiliza com esse proposito (DURELLO et al., 2019).

Relacionado ao contexto historico, com o tempo constatou-se que para a
comercializacdo o interessante seria a utilizagdo apenas das inflorescéncias femininas nao
fertilizadas, com finalidade de formacdo dos estrobilos das plantas que permitem com que
seja desenvolvido glandulas secretoras de lupulina, que se caracteriza por ser um “po”
amarelo, com aplicagdes essenciais na producdo cervejeira. A lupulina possui capacidade de
sintetizar e armazenar resinas, essas com potencial para conferir amargor, e 6leos essenciais,
responsaveis pelo aroma, sendo que ambos s3o ricos em terpenos e polifendis, que possuem
propriedades antioxidantes (NOVAES et al, 2019). A planta masculina, na maioria das
regides do mundo, ¢ removida do cultivo comercial do lipulo para prevenir a polinizagao, ja
que a oxidacdo dos 4cidos graxos das sementes pode levar a sabores estranhos na cerveja,
apesar que, sob outra perspectiva, sdo essenciais para o cultivo de novas variedades por
hibridizagdes (LIN et al., 2019).

O plantio do lipulo costuma ser realizado por meio de sementes, rizomas, mudas ou
pelo método de micropropagagdo vegetal, sendo que o melhor intervalo de estagcdo ¢ da

primavera ao verdo (DODDS, 2017). Na colheita, as flores do lipulo sdo submetidas a
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secagem até alcancar uma umidade de 12%, tal procedimento ¢ feito como tentativa para
evitar uma carga bacteriana advinda da inclusdo do lupulo no processo (TRINDADE, 2016).

Como fora comprovado que desde os primordios da civilizagdo humana, na terapéutica
popular e oficial, o uso constante das espécies vegetais em proprio beneficio tem-se ampliado
(SANTOS, 2018), a utilizagdo do lupulo exemplifica como efeitos biologicos advindos da
planta, relacionados a compostos fenolicos, que sdo originados do metabolismo secundério,
tem despertado tanto interesse em consumidores e produtores. Os polifenois sdo substancias
antioxidantes encontrados na discutida cerveja, adquiridos principalmente da casca da cevada
malteada e no lupulo, dos quais podem-se destacar os acidos fendlicos, flavonoides, flavonois,
antocianinas e seus derivados produtos de oxidagdo, como as chalconas, além de apresentar
também compostos mais complexos como os taninos (FREITAS, 2006). No entanto, embora
existam trabalhos descrevendo o uso do lupulo na area da satde, devido a suas propriedades
antimicrobianas, anti-flamatoria, fitoestrogénicas e calmantes, seu uso mais comum ¢ na
industria cervejeira, conferindo aroma, amargor ¢ estabilidade coloidal a espuma, além de
atuar como antioxidante e antimicrobiano protegendo a cerveja de contaminagdes e processos
oxidativos (DURELLO etal, 2019).

E essencial destacar que apesar da caracteristica aromatica ser proveniente dos 6leos
essenciais € o amargor oriundo das resinas amargas, hd mais compostos quimicos que se
modificam a partir dos efeitos do oxigénio, calor e umidade que também conferem amargor, e
esses sao os acidos classificados como a-acidos e B-acidos. Representando contetdo acima de
25% ou mais do peso seco dos cones de lipulo, esses dois grupos contém trés constituintes
como humulona, lupulona e cohumulona; e colupulona, adhumulona e adlupulona,
respectivamente, os quais diferem entre si quanto a natureza da cadeia lateral, que ¢ derivada
dos aminoacidos hidrofébicos: leucina, valina e isoleucina. Os acidos citados exibem baixa
solubilidade em agua e sdo fracos, portanto, a grande parte do amargor da cerveja, deve-se aos
compostos iso-a-acidos, derivados das misturas de seis componentes principais
correspondentes a trés pares de estereoisdomeros de compostos procedentes de cada um dos
trés a-acidos do lapulo. Enquanto os a-acidos sdo isomerizados durante o estagio de fervura
do mosto, os B-acidos ndo sofrem isomerizagdo, formando as huluponas, que sdo produtos de
degradagdo amargos, quando presentes no decurso do processo de fervura do mosto, sendo
uma contribui¢io de amargor menos expressiva (ARAUJO, 2016).

A criacao da métrica IBU ou “International Bitterness Units” foi estabelecida para o

cervejeiro conhecer quanto de lupulo deve ser usado para atingir o grau certo de amargor
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tendo em vista que 1 mg de iso-a-acidos por litro de cerveja equivale a 1 IBU (BISHOP,
1964).

Geralmente o lupulo ¢ adicionado durante ou apds o processo de ebulicio do mosto.
Caso tenha como objetivo uma cerveja com bastante aroma, as diversas variedades de lupulo
sdo adicionadas desde a metade do tempo da fervura, preservando maiores quantidades dos
compostos volateis até o produto final ou até apds a cerveja ja ter sido fermentada, processo
chamado de técnica dry hopping. Quanto as resinas, como em alta temperatura conseguem
sofrer isomerizacdao e solubilizar em dgua, € possivel controlar € modificar o amargor durante
o processo de fervura, conferindo caracteristicas relativas a essa propriedade (KISHIMOTO et
al., 2006).

E relevante compreender que os teores de o-acidos e B-acidos podem variar de plantas
da mesma variedade com idades diferentes e entre locais de plantio distintos, concluindo
entdo que sdo essas concentracdes desiguais que conferem mais de 100 variedades de lapulo
distintas (FAGHERAZZI et al., 2017), o que leva uma alta possibilidade de estudo e interagao

com a area agronomica.

Figura 2: lupulo em flor e em pellets

Fonte: Cerveja da casa, 2018

Compostos fendlicos

Como ja ¢ evidente, a cerveja ¢ considerada uma “bebida funcional” por dispor de
fontes promotoras para a saude, entre eles estdo os compostos fendlicos, possuindo utilidade
importantes na medicina tradicional por ser relatadas com propriedades biologicas

interessantes, como  atividade antimicrobiana, antiflamatoéria, = quimiopreventiva,
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antibacteriana, e principalmente antioxidante, e ¢ até tratada como remédios para estdmago e
disturbios de sono (DI SOTTO et al.,, 2018). E congruente a ideia desse trabalho, ¢ usado por
conter propriedades cruciais no feitio da cerveja.

Relacionado a isso, tem-se observado atualmente grande interesse na pesquisa € no
estudo desses compostos fenodlicos em alimentos que contenham tais substancias em sua
composicdo, devido ao fato de apresentarem mais que suas fungdes nutritivas, visto que
permitem auxiliar e prevenir distirbios fisiologicos, apresentando algumas outras atividades
funcionais como agdo antiarterioscleroticas, anticarcinogénicas, antitromboticas e
antiosteoporoticas (MACIEL et al, 2013). Além disso, os compostos fendlicos, apesar de seu
papel importante nas caracteristicas sensoriais, sdo excelentes doadores de elétrons,
concebendo sua atuacdo como conservantes antioxidantes em alimentos e eliminadores de
radicais em sistemas fisiologicos (NETO et al, 2017).

A capacidade antioxidante, € relacionada a competéncia em eliminar os radicais livres
e doar atomos de hidrogénio ou elétrons e em arranjar elétrons desemparelhados nos anéis
aromaticos (MORALIS, 2017). No entanto, essa habilidade advém também da sua estrutura,
especialmente do numero e posi¢do dos grupos hidroxila, juntamente com a natureza das ja
citadas substituicdes nos anéis aromaticos. De acordo com a estrutura quimica, ha uma
divisdo em classes de compostos fendlicos, resultando em 8.000 diferentes compostos, dentre
eles acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos ¢ taninos (ROCKENBACH, 2008).

Compostos fendlicos presentes na cerveja, também influenciam no seu processo de
conservagdo, e consequentemente na vida de prateleira de muitos produtos da industria
alimenticia, j4 que a oxidacdo que ocorrem nos alimentos podem alterar caracteristicas
organolépticas dos mesmos, como exemplo tem-se a oxidagdo dos taninos que podem levar ao
escurecimento da bebida (MACIEL et al, 2013). Para que haja essa prevencao acontece a
inclusdo de compostos fenolicos na classe de neutralizadores de radicais livres, de maneira
natural apresentando conjugacdo com derivados funcionais, tais como ésteres e metil ésteres,
ou mono ¢ polissacarideos ligados a um ou mais grupos fendlicos (BALASUNDRAM, 2006).

Segundo viés quimico, os compostos fenodlicos constituem-se por anéis aromaticos
com um ou mais grupos hidroxil substituintes no anel, incluindo seus derivados funcionais,
sdo originados do metabolismo secundario das plantas que diferem em estrutura quimica e
reatividade (BERTOLDI, 2006), e constituem um grupo diversificado de fitoquimicos
derivados da fenilalanina e tirosina, além de serem essenciais para o crescimento e reproducao
das plantas, encontrando-se na forma livre, ou de glicosideos e proteinas (ROCKENBACH,

2008). Como fora exposto, esses metabolitos sdo secretados pelas glandulas de lupulina dos
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cones femininos de lapulo, e apesar de serem grupos de compostos que nao sao sintetizados
por humanos, sdo valiosos para a vidados mesmos (LIN ez al., 2019).

Os compostos fenolicos variam devido a qualidade e quantidade das matérias-primas
utilizadas, bem como as técnicas empregadas de producdo de cerveja (PIAZZON et al., 2010),
sendo que para se obter uma maior concentragdo na absorcao desses compostos fenolicos ¢
aconselhdvel que o produto seja consumido logo apds sua fabricagdo, ja que pesquisas
indicam que ap6s 15 dias de prateleira, pode haver a perda de até 35% dos polifendis,
aumentando para 50% de perda até o final do seu prazo de validade. Devido essa presenca de
compostos fenolicos, ao consumir a cerveja com moderacdo, mesmo que inconscientemente,
uma pessoa absorve para sua dieta substancias que previnem doengas que acometam a saude
da mesma, consequentemente levando a uma diminui¢do da taxa de mortalidade (MACIEL et

al, 2013).

Antioxidante

A identificacao de compostos antioxidantes vem despertando cada vez mais o interesse
de estudiosos, isso acontece ja que tais substancias sdo capazes de retardar ou inibir danos
devidos a oxidacdo de biomoléculas que causam prejuizos em membranas e conteudos
celulares. Tais compostos, quando presentes em baixas concentracdes em comparagdo a
concentracdo de uma substancia oxidavel, podem manter o equilibrio dindmico entre a
producdo de oxidantes, como exemplo tem-se os radicais livres e a concentragdo de
compostos antioxidantes, minimizando assim maleficios no organismo (CHIDAMBARA -
MURTHY et al., 2002).

Em organismos vivos, o estresse oxidativo pode levar a formacdo de compostos
potencialmente téxicos e danosos, como os radicais livres, que prejudicam a satde humana
podendo contribuir para o envelhecimento, além de aumentar o risco de doengas cardiacas e
degenerativas. Esse processo oxidativo esta relacionado a possiveis agdes de espécies reativas
ao oxigénio em componentes celulares que sdo vitais aos seres (BERTOLDI, 2006).

Através de mecanismos como alteragdo da producdao de radicais, eliminagdo de
precursores de radicais, quelacdo de metais e elevacdo dos niveis de antioxidantes endogenos,
esses compostos antioxidantes retardam a velocidade de oxidagdo, reagem com os radicais
livres, restringindo entdo seus efeitos danosos ao organismo (PIMENTEL et al, 2005). Tais
substancias podem ser classificadas em duas categorias principais, os antioxidantes primarios

e os secundarios. Sdo caracterizados por primarios os que tem a acao antioxidante capaz de
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inibir ou retardar a oxidacao de atomos de hidrogénio ou de elétrons, transformando assim os
radicais em substancias estaveis. Ja os secundarios exibem uma variedade de modos de agdo
como a alteracdo de valéncia através da ligagdo de ions metalicos, conversao de
hidroperoxidos em espécies ndo-radicalares, impedindo a reacdo em cadeia através da
captacdo de intermedidrios reativos como os radicais peroxila (SILVA et al, 2010). Nessa
classe encontram-se os antioxidantes sintéticos, como vitaminas A, C ¢ E ¢ também os
compostos fendlicos (DONNELLY; ROBINSON, 1995).

Em paralelo ao que fora apresentado, os antioxidantes também tém sido exibidos com
fungdo conservadora em alimentos, inclusive foram definidos pela FDA (US Food and Drug
Administration) como substancias que mantém a qualidade sensorial, nutricional € aumenta
vida util dos alimentos (BERTOLDI, 2006). Com isso hd um crescente interesse na obtencao
de compostos antioxidantes provenientes de produtos vegetais, at¢ mesmo pelo fato de que
consumidores vém apresentando rejeicdes pelo uso de antioxidantes sintéticos (PAREJO et
al., 2002).

Se tratando da cerveja, o uso de elementos antioxidante naturais ¢ evidenciado em sua
maior quantidade nas matérias-primas utilizadas na sua elaboragdo. Essas substancias foram
relatadas por conter acido félico, vitaminas do complexo B e os tdo citados polifenois
(FREITAS, 2006), principalmente advindos do lipulo, com compostos caracterizados como

xantohumol ¢ isoxantohumol (DURELLO etal., 2019).

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a capacidade antioxidante e o teor de compostos fenolicos totais de trés

variedades de lupulo (Humulus lupulus).

Objetivos especificos
Avaliar a capacidade antioxidante das variedades de lipulo, utilizando o teste de captura do

radical DPPH".
Avaliar a capacidade antioxidante das variedades de lipulo, empregando o teste de captura do

cation radical ABTS*.
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Avaliar a capacidade antioxidante das variedades de lupulo, usando o método de reducao do
complexo de Fosfomolibdénio.

Avaliar a capacidade antioxidante das variedades de lupulo, usando a metodologia do poder
redutor.

Determinar o teor de compostos fenolicos totais presentes nas diferentes variedades de lupulo,

utilizando o teste de Folin-Ciocalteau.

MATERIAL E METODOS

Aquisicio das amostras para a realizacido das analises

As trés amostras de lipulo foram adquiridas em mais de um estabelecimento
especializado na comercializagdo de produtos para a fabricagdo de cerveja, sdo elas as
variedades de aroma Hersbrucker, Tradition e Ahtrhum. Elas estavam na forma de pellets,
simulando como se faz em uma linha de producao cervejeira, ¢ a qualidade desse material foi
prezada, aferida por meio das informag¢des na embalagem do fornecedor. De posse dos
lapulos peletizados foi feito um acondicionamento deles no refrigerador em uma temperatura
de 4°C a fim de manter a qualidade das amostras e evitar perdas significativas dos

fitoquimicos de interesse.

Preparacio dos extratos

Para a preparacdo dos extratos foi pesado em balanga analitica um conteudo de 20g do
lapulo seco peletizado o qual foi submetido a extragdo em 1 litro de d4gua em ebulicdo durante
os tempos de 0 minutos € 5 minutos.

O tempo de 0 minutos foi definido pelo momento em que a agua entrou em ebulicao e
de imediato ao finalizar fervura desligou-se o fogo e colocou-se o lipulo, apds alguns
segundos esse extrato fora usado para a analise. No tempo de 5 minutos, o lapulo foi colocado
p6s ebulicdo da agua deixando-os 5 minutos no processo da fervura. Tais procedimentos
simula uma decoc¢do e uma infusdo, situacdo essa semelhante a aquela vista na producao da

cerveja. Em seguida, foram realizadas as diluigdes para cada analise quimica.
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Analise da atividade antioxidante e do teor de compostos fendlicos totais

3.3.1 Avaliagdo daatividade antioxidante por meio do método de captura do radical DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método do sequestro dos radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) serd realizada de acordo com as metodologias de
Lopes-Lutz et al. (2008) e Guimaraes et al. (2011), seguidas de pequenas modificagcdes. Uma
solucdo etanolica de DPPH sera preparada na concentragdo de 40 pg mL™'. Para a avaliagdo,
2,7 mL da solu¢ao de DPPH serdo adicionados em tubos de ensaio, seguidos da adigao de 0,3
mL de cada diluigdo dos extratos de lapulo 1000; 500; 250; 125 € 62,5 ug mL~!. Em paralelo,
o controle negativo serd preparado contendo todos os reagentes, exceto o extrato. Para a
comparagdo das atividades o padrdo BHT foi avaliado nas concentragdes 1000; 500; 250; 125
e 62,5 pg mL™'. Apds 60 minutos, leituras foram realizadas utilizando o espectrofotdometro no
comprimento de onda de 517 nm. A atividade antioxidante (AA%) sera calculada usando a

seguinte equagao:

AA%=[(AcN — Aamo)/Acn] * 100
Em que:
A Amo = Absorbancia do DPPH com a amostra.

Acn= Absorbancia do DPPH com o etanol.

Os resultados também foram expressos em miligramas de equivalente de BHT por

grama de extrato (mg EBHTg™!).

3.3.2 Avaliag¢do da atividade antioxidante utilizando o método de captura do cation radical

ABTSH+e.

A formagdo do cation radical ABTS ((2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfonico]) sera realizada de acordo com Antunes et al. (2010) e Guerrreiro et al. (2013). Para
o0 ensaio foram misturados 10 uL dos extratos de Iapulo (1000; 500; 250; 125 € 62,5 ug mL ™)
e 990 pL da solugdo do radical ABTSe+. A absorbancia sera monitorizada
espectrofotometricamente a 735 nm, durante 6 min. A absor¢cao de uma amostra contendo a

mesma quantidade de etanol e uma solugdo do radical ABTSe+ atuardo como controle
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negativo. A porcentagem de inibicdo do radical ABTS++ (AA%) pelas amostras foi calculada

de acordo com a seguinte equacao:

AA%=[(AcN - Aam)/ Acn] * 100
Em que:
Acn= Absorbancia do controle negativo

A Aam= Absorbancia da amostra

Os valores de atividade antioxidante dos extratos serdo comparados com o padrao
BHT nas concentragdes 1000; 500; 250; 125 € 62,5 pg mL™!'. Os resultados também foram

expressos em miligramas de equivalente de BHT por grama de extrato (mg EBHTg!).

3.3.3 Avaliagdo daatividade antioxidante por meio do método de redugdo do Complexo de

Fosfomolibdénio

O método do fosfomolibdénio foi realizado conforme (PRIETO et al., 1999). Uma
aliquota de 0,1 mL do extrato de Lipulo (1000; 500; 250; 125 e¢ 62,5 ug mL™")  foram
adicionados em um tubo de ensaio contendo 1,0 mL de solug@o dos reagentes (4cido sulftrico
0,6M; fosfato de s6dio 28mM e molibdato de amonio 4mM). Os tubos foram tampados e
incubados em banho-maria a 95°C por 60 min. Apos o resfriamento dos tubos de ensaio,
realizou-se a leitura no espectrofotometro a 695 nm. Os valores foram comparados com uma
curva de vdrias concentracdes do antioxidante sintético BHT (Butilhidroxitolueno) (1000;
500; 250; 125 e 62,5 pg mL™!). Os resultados também foram expressos em miligramas de
equivalente de BHT por grama de extrato (mg EBHTg™).

3.3.4 Avalia¢do daatividade antioxidante por meio da metodologia do Poder Redutor

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método do poder redutor sera
realizada de acordo com a metodologia de Oyaizu (1986). 100 pL do extrato de lapulo (1000;
500; 250; 125 € 62,5 pg mL™!) foram misturadas com 1 mL de tampao fosfato 0,2 M pH 6,0 e
1 mL de solu¢do aquosa de ferricianeto de potéassio 1%. Apo6s 20 minutos de incubagdo a
50°C, 1 mL de acido tricloroacético 10% foi adicionado a mistura, sendo essa agitada em

vortex. Em seguida, 3 mL de agua destilada foi adicionada e 600 pL cloreto férrico 0,1%.
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Leituras foram realizadas utilizando o espectrofotdmetro no comprimento de onda de 700 nm.
Os valores foram comparados com uma curva de vdrias concentragdes do antioxidante
sintético BHT (Butilhidroxitolueno) (1000; 500; 250; 125 e 62,5 pg mL™!). Os resultados
também foram expressos em miligramas de equivalente de BHT por grama de extrato (mg

EBHTg!).

3.3.5 Determinagdo do teor de compostos fenolicos totais

O teor de compostos fenolicos foi determinado por meio do reagente Folin-Ciocalteu
de acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi (1965). Reagiu-se 0,50 mL dos
extratos de lapulo com 2,5 mL de 0,2 mol L' do reagente Folin-Ciocalteu. Posteriormente 2
mL de solugdo saturada de carbonato de sddio (75 g L-!) foi adicionado & mistura reacional.
As leituras de absorbancia foram realizadas a 760 nm ap6s incubagdo a temperatura ambiente
durante 2 h. O 4cido galico (15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 pg mL™) foi utilizado como
padrao de referéncia e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de acido
galico (mg EAG) por grama de peso seco de material vegetal. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

Analise estatistica

Para a avaliagdo dos dados dos testes antioxidantes os experimentos foram dispostos
em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (7 x 5), sendo (6
extratos do lapulo e o antioxidante padrao BHT) e 5 concentragdes (62,5; 125; 250; 500 e
1000 pug mL1), com 3 repetigdes. Ja para o teor de fenolicos totais, o experimento também foi
disposto em delineamento inteiramente casualizado (DIC) para 6 tipos de extratos (3
repeticdes). O programa estatistico utilizado foi o Sistema de Andlise de Variancia para
Dados Balanceados - Sisvar (FERREIRA, 2011), sendo os dados submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

As figuras foram feitas no software GraphPad Prism versao 5.01.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade Antioxidante medida por método DPPH

De acordo com Andrade et al. (2007), antioxidantes denominam-se como substancias
que ao inibirem a propagacdo da reacao de oxidacdo em cadeia retardam ou previnem, de
maneira significativa, a oxida¢do de lipidios e outras moléculas, fazendo com que reparem
danos ocasionados as células através das espécies reativas de oxigénio (ANDRADE et al.,
2007). Diante disso, substancias naturais produzidas pelas plantas, como os 6leos essenciais
responsaveis pelo aroma da cerveja, tém apresentado um grande potencial antioxidante,
demonstrando assim resultados promissores (SIMOES et al., 2007).

O ensaio de DPPH geralmente ¢ utilizado para avaliar a capacidad e que os compostos
antioxidantes possuem de eliminagdo dos radicais livres, responsdveis muitas vezes por
estresse oxidativo (PARTHASARATHY et al, 2009). Tal metodologia tem como objetivo
avaliar a capacidade das substancias utilizadas em doar hidrogénio radicalar a esse radical e
seu principio se baseia na descoloracdo de uma solu¢do composta por radicais DPPH de cor
violeta para uma solugdo contida pelo composto DPPH de cor amarela (GOMES, 2014). Em
outras palavras, tem-se que por acdo de um antioxidante ou de uma espécie radicalar, o DPPH
¢ reduzido, ficando na coloragdo amarela, com o consequente desaparecimento da absor¢ao,
sendo monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-
se a atividade antioxidante ou porcentagem de DPPH remanescente no meio (BORGES et al.,
2011).

Através do método de captura do radical livre DPPH, as trés variedades de lapulo,
sendo elas Hersbrucker, Tradition e Ahtrhum, colocadas tanto no tempo 0 apos a dgua entrar
em ebulicao, como no tempo de 5 minutos concomitante a ebulicdo da agua, obteve-se seus

valores aproximados e estdo dispostos no grafico relativo a figura 3.
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Figura 3 - Atividade antioxidante das trés variedades de lapulo (Hersbrucker, Tradition e Ahtrhum nos tempos0
e 5 minutos) e do padrdo BHT pelo método DPPH. Médias seguidas pela mesma letra, maitsculaspara comparar
a concentragdo entre os extratos e mintisculaspara comparara concentragdo dentro de cada extrato,ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott

Foi possivel observar que comparando as trés variedades, a concentragao de 1000 pg
mL~' foi mais elevada em todos os tipos de lipulo, sendo a mais concentrada e
consequentemente com maior porcentagem de atividade antioxidante. Verifica-se que a
variedade Hersbrucker no tempo de 5 minutos, foi a que apresentou maior atividade
antioxidante (78,21%), enquanto a menor foi a Tradition no tempo de 0 minutos (52,18%)
seguido pelo Ahtrhum no tempo 0 também (54,13%). Em relagdo a esses resultados, assume-
se que com o material vegetal estando 5 minutos em ebuli¢do com a 4gua houve uma maior
porcentagem de atividade antioxidante comparado com as extraidas no tempo 0, logo apos a
agua entrar em ebuligdo. Na menor concentragdo, de 62,5 pg mL™!, congruente aos mesmos
resultados da maior concentragdo o Hersbrucker no tempo de 5 minutos foi o que apresentou
maior atividade antioxidante (8,23%), comparado as demais variedades nessa concentracao, e
o menor foi o Tradition em 0 minutos (4,18%). Comparando as outras faixas de
concentragdes centrais, também se observa algo bem similar a isso.

Percebe-se entdo, que houve diferencas significativas na porcentagem de atividade
antioxidante entre todas as variedades e¢ entre as diferentes faixas de concentracdo em uma
mesma variedade. No entanto, nenhum dos extratos aquosos, analisando todas as faixas de
concentragdes, exibiu uma atividade antioxidante superior ao padrao BHT.

Analisando as faixas de concentracao do padrdo e dentro de cada extrato, observou-se
que um aumento da concentracdo ocasionou em um acréscimo da porcentagem de atividade

antioxidante, tanto no BHT como nas trés variedades de aroma em diferentes tempos. Desse
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modo, os valores das atividades antioxidantes dos extratos e do padrdao sao menores na faixa
de concentragdo de 62,5 ug mL ™! aumentando consideravelmente até 1000 pg mL ™.

A vantagem do método DPPH, advém da sua reacdo com toda a amostra em um tempo
suficiente que permite com que ele reaja lentamente até com os antioxidantes fracos. Esse
método pode ser utilizado em sistema aquosos e solventes organicos nao polares, sendo usado
também para examinar tanto antioxidantes hidrofilicos como lipofilicos. Portanto, o ensaio
DPPH ¢ considerado valido, preciso, facil e econdmico, para avaliar assim a atividade de
eliminacdo radical de antioxidantes, ja que o composto radical ¢ estavel (KEDARE, 2011).

Segundo Krofta e colaboradores (2008) o método baseado na reagao do radical DPPH
estavel mostrou ser o melhor para a determinagdo da capacidade antioxidantes dos lipulos
Tchecos e estrangeiros em estudo, sendo que na maioria das variedades atingiu-se um
intervalo de 40% a 60% de atividade antioxidante, ja que como houve secagem uma parte da
atividade antioxidante foi perdida no decorrer do processo, além da diminui¢do do conteudo
de compostos polifendis. Observou-se também que os valores entre 70% a 80% de atividade
foram obtidos pelas variedades Saaz e Spalter Select, que sao designadas como variedades de
aroma. Os resultados da atividade antioxidante em extrato de dgua quente de lapulo cru e
moido foram estatisticamente ndo significativos, assim como eles em pellets, porém a
capacidade antioxidante do lupulo cru diminuiu no decorrer do armazenamento de longo
prazo, o que nao teve efeito sobre os pellets (KROFTA et al., 2008).

Sabendo que ha diversos produtos de metabolismo primario como lipideos e proteinas,
e secundarios como terpenos, compostos fenolicos e alcaloides e que a caracterizacdo de
lupulo de aroma, que foram os utilizados no trabalho, tem como conteido uma quantidade
elevada de oleo essencial, entende-se que todas as substancias que pertencem ao lupulo
contribuem para as conclusdes no extrato final e que os resultados de atividade antioxidante
por DPPH relacionados as variedades testadas apresentam uma porcentagem significante de

atividade antioxidante e uma determinada diferenca entre as variedades.

Atividade antioxidante medida pelo método ABTS

O ensaio ABTS original foi fundamentado através da ativagdo da metamioglobina com
perdxido de hidrogénio em presenca de ABTS para produzir cition radical em presenca ou
auséncia de antioxidantes, porém essa metodologia tem sido criticada pelo fato de que os
antioxidantes de reagdo mais rapida também podem contribuir para a reducao do radical ferril

mioglobina, sendo assim o formato mais apropriado € a técnica de descoloragdao em que o
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radical ¢ gerado diretamente em uma forma estavel antes da reagdo com os antioxidantes.
Com isso, aprimorou-se a técnica envolvendo a producdo direta de croméforo azul/verde
ABTS por meio da reagdo entre o ABTS e o persulfato de potassio, assim dependendo da
atividade e da concentragdo do antioxidante, juntamente com a duracdo dareagdo, a adigdo de
antioxidantes para o cation radical pré-formado reduzem ao ABTS, tendo como resultado a
extensdo de descoloragdo como porcentagem de inibigdo do ABTS, o cation radical
determinado em fungdo da concentracdo e o tempo calculado em relagdo a reatividade de
trolox como padrao nas mesmas condigdes (RE et al., 1999).

O cation radical ABTS se caracteriza por ser um outro radical organico comum que
tem sido usado para determinar atividade antioxidante de compostos simples e misturas
complexas (ZHOU et al, 2004). E apesar dos principios que regem os ensaios do radical
DPPH e do cation radical ABTS serem semelhantes, nesse ultimo o radical cromo6foro ABTS,
o qual apresenta 0 maximo de absor¢dao 417 nm ¢ obtido a partir de um acido pela agdo do
persulfato de potassio. Dessa maneira sua atividade oxidante ¢ medida pela supressao da cor
do radical e queda de absorbancia quando substancias antioxidantes sdo adicionadas em
virtude da diminuigdo do radical no meio. Embora o radical ABTS tenha também uma boa
estabilidade, ¢ menor que o DPPH e degrada de forma discreta ao longo do tempo
(BERTOLDI, 2006).

Através do método radical ABTS, as trés variedades de lapulo ja utilizadas, foram
colocadas novamente levando em consideragao o tempo 0 minutos e o tempo de 5 minutos e
com isso obteve-se os valores de atividade antioxidante nas diferentes concentragdes e

variedades, dispostas no grafico pertencente a figura 4.
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Figura 4 - Atividade antioxidante das trés variedades de lapulo (Hersbrucker, Tradition e Ahtrhum nos tempos 0
e 5 minutos) e do padrido pelo método ABTS.
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M¢édias seguidas pela mesma letra, maiusculas para comparara concentragio entre os extratos e minusculas para
comparara concentragdo dentro de cada extrato, nao diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste
de Scott-Knott.

A partir do grafico, foi possivel observar que a concentra¢do de 1000 ug mL ™! foi mais
elevada em todos os tipos de lupulo novamente, verificando também que como comprovado
no método DPPH a variedade Hersbrucker no tempo de 5 minutos, apresentou uma maior
atividade antioxidante (90,96%), enquanto que a Ahtrhum no tempo 0 (51,36%) seguida pela
Tradition tempo 0 (55,13%) tiveram as menores porcentagens, esse Ultimo, principalmente,
teve uma porcentagem quase nula (0,98%) na concentra¢do de 62,5 ug mL™!' . Analisando a
menor concentragdo, a variedade que teve maior atividade antioxidante também foi o
Hersbrucker em 5 minutos (11,83%), o que foi bem proximo do Ahtrhum 5 minutos
(11,64%), sendo o menor Tradition 0 minutos, seguido pelo Ahtrhum 0 minutos (2,89%).

Houve diferengas significativas nas porcentagens de atividade antioxidante entre todas
as variedades e entre as faixas de concentracdo em uma mesma variedade, porém nenhuma
exibiu uma atividade antioxidante superior ao padrao BHT, apenas em uma porcentagem
proxima, se tratando do Hersbrucker em 5 minutos na concentragdo de 1000 pg mL™!, na qual
BHT (100,0%) e Hersbrucker (90,96%). Em todas as variedades notou-se um decaimento
maior da atividade antioxidante de uma concentracdo a outra, comparado ao ensaio de DPPH.

Novamente ao analisar as faixas de concentracdo do padrdo e entre cada extrato,
observou-se que um aumento da concentracdo ocasiona em um acréscimo da porcentagem de
atividade antioxidante, o inverso também acontece, tanto no BHT como nas trés variedades de
aroma em diferentes tempos. Desse modo, os valores das atividades antioxidantes dos extratos
e do padrio sio menores na faixa de concentragio de 62,5 ug mL! aumentando
consideravelmente até 1000 pg mL™!. Apesar de constatar a mesma situagdo no padrdao BHT,
ao se tratar das concentragdes 500 ug mL™' e 1000 ug mL™! nota-se uma porcentagem de
atividade antioxidante igual e bem proxima na concentragio de 250 pug mL™'. Em outras
palavras, para um determinado intervalo de tempo, quanto mais diluido o extrato aquoso
menor a atividade antioxidante da amostra.

Segundo Bertoldi e colaboradores (2006), ao analisar o extrato bruto do lupulo
brasileiro, com o lipulo dos Estados Unidos, e seus conseguintes 6leos essenciais, observou-
se que tanto para o teste de ABTS como para o DPPH os extratos obtiveram uma maior
atividade antioxidante quando comparado com os Odleos essenciais. Além disso, havendo

amostras de lapulo em pellets, a tendéncia ¢ apresentar uma menor atividade antioxidante
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comparados com as flores do Iipulo, corroborando com essa questdo apresentada
(BERTOLDI, 2006).

De acordo com Kowalczyk et al. (2013) o processo de “peletizagdo” leva a perda da
atividade antioxidante do lupulo, mesmo sendo em uma quantidade muito baixa, o motivo
advém da temperatura e ao oxigénio exposto que podem sofrer degradagdao. Além disso, seus
resultados indicaram uma inferioridade do extrato aquoso comparado a extratos metanoélicos e
etanolicos. Tal questdo deve-se provavelmente devido a uma melhor extragao dos compostos
fenolicos de ambos os extratos, analisando que o aquoso dispde de um menor poder
antioxidante medido pelo método ABTS (KOWALCZYK etal., 2013).

Segundo Quelhas (2017) os lipulos aromaticos em geral apresentam maior atividade
antioxidante por DPPH do que os lupulos de amargor, isso acontece por possuirem maiores
quantidades de polifendis e compostos aromaticos enquanto nos de amargor os a-acidos estdo
mais presentes. Fazendo uma analogia ao lupulo Tradition, equiparando a outras seis
diferentes variedades de lupulo, ele apresentou maior atividade antioxidante feito pelo ensaio
de DPPH e uma das menores atividades por ABTS, o que ¢ uma das comprovagdes no
presente trabalho, principalmente em menores concentragdes (QUELHAS, 2017).

Tratando das eficiéncias na utilizagdo do método ABTS, tem-se que esse radical
cationico € soluvel em meios organicos e aquosos , usado em triagem lipofilica e amostras
hidrofilicas, determinando a capacidade antioxidantes de varios compostos e produzindo
resultados reproduziveis, tem uma boa correlagdo com compostos bioativos (fendis e
flavonoides), além de que quando armazenado no escuro em temperatura ambiente ¢ estavel
por mais de dois dias e refrigerado por até alguns meses, 0 mesmo nao acontece com o ensaio
DPPH, que possui uma vida muito curta. Como limitacdo considera-se que o radical ABTS
ndo existe naturalmente, tendo que ser gerado quimicamente, sua reagdo ¢ mais lenta
comparado ao DPPH, e também possui um alto impedimento estérico em torno do seu a&tomo
centrado em nitrogénio, fazendo com que nao seja um bom modelo para radicais altamente

reativos (SADEER et al, 2020).

Atividade antioxidante medida por reducio do complexo fosfomolibdénio

Esse método fundamenta-se na reducdo do molibdénio (VI) para molibdénio (V), que
ocorre na presenga de determinadas substancias com capacidade antioxidante, formando entao
um complexo verde entre o fosfato/molibdénio (V) em pH 4cido que ¢ determinado

espectrofotometricamente a 695 nm (BALESTRIN ez al, 2008).
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Através do método de reducdo do complexo fosfomolibdénio, as trés variedades de
lapulo ja citadas, foram novamente analisadas de acordo com sua atividade antioxidante, tanto
no tempo 0 minutos como no tempo 5 minutos, e seus valores obtidos podem ser visualizados

no grafico relativo a figura 5.
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Figura 5 Atividade antioxidante das trés variedades de lupulo (Hersbrucker, Tradition e Ahtrhum nos tempos 0
e 5 minutos) e do padrido pelo método redug¢do do complexo fosfomo libdénio.

M¢édias seguidas pela mesma letra, maiusculas para comparara concentracdo entre os extratos e minusculas para
comparara concentracio dentro de cada extrato,nido diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste
de Scott-Knott

Com isso, observou-se que comparando todas as variedades, o menor valor de
absorbancia foi encontrado na variedade do lipulo Tradition no tempo de 5 minutos (0,061)
seguido pelo mesmo no tempo 0 (0,0623), ambos na concentragdo de 62,5 pg mL™!, porém
relacionando com as restantes, ndo houve diferengas significativas com os demais valores das
variedades tanto nessa concentragdo como nas outras. O padrdo BHT foi o unico que
apresentou um valor significativo superior aos outros extratos e entre as concentragdes do
mesmo. O maior valor de absorbancia esteve presente na variedade Hersbrucker 0 minutos
(0,478), seguido pelo Ahtrhum de 5 minutos (0,400), ambos na concentracdo de 1000 pg
mL™!. Os demais tempos juntamente com as variedades ndo citadas apresentaram diferengas
sutis entre elas e a relevancia ¢ apresentada quando comparada com o padrao BHT.

Nas demais concentracdes ndo ha diferencas significativas, no entanto, a variedade
que possui menor taxa de absorbincia na concentracio de 500 ug mL™! é o Ahtrhum 0
minutos (0,138) e o maior continua sendo o Hersbrucker 5 minutos (0,288). Ja na
concentra¢do de 125 pg mL™! a 500 pg mL™! os menores valores sdo do Tradition 0 minutos
e os maiores preservam-se por ser Hersbrucker 5 minutos, porém novamente nenhuma
variedade conseguiu superar ou se igualar aos valores do padrado BHT em nenhuma

concentragao que fora utilizada no trabalho.
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Quando ¢ feita uma analise do comportamento da absorbancia em relagdo ao aumento
da concentracdo, em cada variedade e ao padrdo, nota-se que hd uma semelhanca com os
métodos citados anteriormente, tendo uma tendéncia de aumento, na maioria das vezes
significante. Para corroborar com tal conclusdo, segundo Prieto e colaboradores (1999) a
reducao do complexo de fosfomolibdénio ¢ dependente da agdo dos antioxidantes para formar
cromogénio verde, e também da temperatura, no entanto aumentando a concentracdo e a
atividade antioxidante maior sera sua absorbancia (PRIETO et al., 1999).

Niknejad e colaboradores (2015) ao avaliar atividade antioxidante em extratos
etandlicos (50%) de flores de lipulo através do método de reducdo do complexo
fosfomolibdénio, seus resultados demonstraram que ao aumentar a concentragdo houve
também um aumento da absorbancia dos extratos, testados da concentragdo de 100 pg mL™" a
concentragdo de 1000 pg mL-" juntamente com o padrio BHT, com uma superioridade
significativa comparando aos demais, dessa maneira evidenciou uma situagdo parecida com a
ocorrida nesse atual trabalho (NIKNEJAD etal., 2015).

Baseando nos resultados de George e colaboradores (2015) analisando trés extratos
hidroalcodlicos de H. lupulus (cones), Vaccinium myrtullus (folhas) e um extrato combinado
resultante da mistura das duas espécies, comprovou-se que no ensaio de fosfomolibdénio, o
extrato de H. lupulus teve sua capacidade antioxidante total superior ao V. myrtullus em todas
as concentracdes testadas, diferente do ensaio de DPPH que foi feito. Tal constatacdo pode ser
devido as diferentes reatividades dos extratos compostos pelo reagente, levando em
consideragdo o tempo, a temperatura de reagdo e a complexidade quimica dos extratos.
Portanto, essa analise pode também ser de grande interesse para as aplicacdes na industria
fitofarmacéutica, assim como uma nova abordagem na industria de fabricagdo de cerveja
(GEORGE et al, 2015).

Segundo Vergun e colaboradores (2021) que realizaram essa mesma metodologia foi
evidenciado que a grande maioria do conteudo como polifendis, flavondides e acidos
fenolicos sdo encontrados nos extratos da folha do vegetal € um menor contetido nos caules,
assim como os valores de correlagdo entre os grupos de polifendis, mostrou que a atividade
antioxidante pelo método de DPPH foi maior que a metodologia do fosfomolibdénio, mesmo

todos tendo uma forte relagdo com essa capacidade antioxidante (VERGUN et al,, 2021).

Atividade antioxidante medida pela metodologia do poder redutor
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Estudos demonstram que a capacidade de doagdo de elétrons pelo poder redutor de
compostos bioativos estd intimamente associada a atividade antioxidante e durante seu ensaio
a presenca de redugdes nas amostras em teste resulta na reducdo do complexo ferricianeto
(Fe3") para a forma ferrosa (Fe?*), sendo esse tltimo monitorado medindo a formagdo do azul
da Prassia em 700 nm (NIKNEJAD etal., 2015).

Os valores de absorbancia referentes aos extratos, das trés variedades de lapulo nos
diferentes tempos, e ao padrdo BHT obtidos pela metodologia do poder redutor estdo
dispostas no grafico relativo a figura 6. Diante disso, podemos avaliar que comparando-as, o
maior valor de absorbancia foi novamente o da variedade Hersbrucker no tempo de 5 minutos
(0,197) na concentra¢do de 1000 ug mL™!, seguidos pelos valores 0,190 e 0,168 referentes as
variedades Tradition tempo 5 e Ahtrhum tempo 5, respectivamente, também na mesma
concentragdo de 1000 pg mL™'. Nota-se, dessa maneira, que a diferenga nessa concentragdo
foi significativa de uma variedade para outra e principalmente se comparada ao padrio, na
qual o valor ¢ de 1,128. Com menor valor nessa mesma concentracdo apresentou-se a

variedade Tradition no tempo 0 (0,121).
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Figura 6 - Atividade antioxidante das trés variedades de lapulo (Hersbrucker, Tradition e Ahtrhum nos tempos 0

e 5 minutos) e do padrido pelo método poderredutor.
M¢édias seguidas pela mesma letra, maiusculas para comparara concentrac¢do entre os extratos e minusculas para
comparara concentragdo dentro de cada extrato, nao diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste

de Scott-Knott.

Entre as concentragdes de 62,5 pg mL™! e 125 pg mL™! comparando-as com cada uma
das variedades, de maneira geral, ndo foi notada diferencas estatisticas significantes entre si,

porém foram inferiores as de concentragdo de 250 ug mL™!, 500 ug mL~! e consequentemente



34

de 1000 pg mL™!, sendo notério um aumento da absorbancia conforme a concentragdo
acresce.

Analisando os valores gerados pelo padrao BHT, conclui-se que estabeleceu
quantidades muito superiores a todos os outros extratos em todas as concentracdes testadas no
trabalho, além de comparado as demais metodologias ter apresentado valores ainda mais
discrepantes, mostrando que o antioxidante sintético ¢ capaz de possuir uma maior atividade
antioxidante através da metodologia do poder redutor. Comprova-se também que houve
claramente um aumento da absorbancia em resposta ao aumento da concentragdo, tanto dos
extratos como do padrao, sendo que todas as concentragdes mais elevadas foram
significativamente maiores que as demais, porém essa diferenca foi maior nas concentragdes
do BHT comparado as outras trés variedades.

Segundo Niknejad e colaboradores (2015), tal ocorréncia faz-se presente ja que as
caracteristicas de reducdo estdo associadas a presenca de compostos doadores de elétrons, ou
seja, com o aumento dos compostos fenolicos no extrato ha um aumento da atividade de
redugdo e com isso o extrato serd capaz de doar mais elétrons, quebrando a reacdo em cadeia
de formacdao de radicais livres, atrasando a entdo oxidacdo (NIKNEJAD et al, 2015).
Anadlogo a isso, quanto maior a absorbancia obtida maior sera a atividade antioxidante da
amostra ou do padrdo, ja que a capacidade de avaliar o potencial antioxidante faz-se através
daredugdo do sistema gerada pela capacidade antioxidante do analito (ALAM et al., 2013).

Baseando nos resultados de Lermusieau e colaboradores (2001) foram testados o
poder redutor de seis tipos de lupulo em pellets, sendo o metanol escolhido para teste ja que
com ele ¢ possivel exrair a maioria dos antioxidantes soluveis em solu¢des aquosas quentes
como o mosto fervente. Surpreendentemente a variedade Sazz geralmente reconhecida como a
melhor variedade para aroma apresentou melhor poder de redugdo com um tempo de inibigao
oito vezes maior do que a amostra Nugget, por exemplo. Dessa maneira, chegaram em um
desfecho de que quanto maior a concentracao de a-acido em pellets de lupulo, menor o tempo
de inibicdo, indicando que os a-acidos ndo sdo os unicos a contribuir significadamente para o
poder de reducdo. De modo andlogo, quanto maior for o poder de redugdo da amostra de
lapulo, maior sera o poder de redugcdo do mosto, sendo os polifenois os principais
contribuintes para o potencial redutor do liipulo, relacionado também a prevengao da oxidacao
do écido linoléico, fonte do sabor de cerveja envelhecida (LERMUSIEAU et al., 2001).

Os polifendis de baixa massa molecular se enquadram como sendo os grandes
responsaveis pelo poder redutor do mosto e das cervejas, sendo relevantes na protecao de

processos oxidativos e melhorando sua estabilidade de paladar. Ja os polifendis de alta massa
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molecular, contribuem para a coloragdo da cerveja e formagdo de turbidez, causada pela
complexacdo de polifendis com proteinas ou instabilidade coloidal (JASKULA-GOIRIS et
al., 2014). Um aumento do poder redutor pode ser devido as alteragdes na composi¢ao dos
compostos fenolicos do produto, assim como o aparecimento de outros compostos redutores

como produtos da reacdo de Maillard, formados durante o processo de envelhecimento da

cerveja (VANDERHAEGEN etal., 2006).
Compostos fenolicos totais

A metodologia de Folin-Ciocalteau para determinagdao da concentragdo de compostos
fenolicos totais quantifica a massa total de compostos fenolicos presentes numa mistura e uma
possivel polimerizacao destes compostos nao afetaria a sua determinacao (SIQUEIRA, 2007),
sendo que, de modo complementar, compostos fenolicos em muitos trabalhos estdo como os
antioxidantes naturais mais eficientes.

O total de compostos fendlicos presentes nos extratos de cada uma das variedades
estdo dispostos no grafico referente a figura 7, sendo que o maior valor de fenolicos totais
encontrado foi 105,38 mgEAG g! referente ao Hersbrucker no tempo de 5 minutos, seguido
pelo Tradition 5 minutos (93,91 mgEAG g!) e logo em seguida Ahtrhum 5 minutos (93,42
mgEAG g'), ndo havendo diferengas significantes nos dois Gltimos. Os menores valores
foram 85,28; 69,5 ¢ 61,95 mgEAG g! relativos ao Hersbrucker 0 minutos, Tradition 0
minutos e Ahtrhum 0 minutos, respectivamente, o que denota a mesma sequéncia de
variedades ocorrida com os maiores valores, porém em tempos distintos. De maneira geral,
uma maior atividade antioxidante estd diretamente relacionada com maior teor de compostos
fenolicos totais, o que ¢ comprovado principalmente através da comparagao das metodologias
anteriores testadas, juntamente com a andlise de compostos fendlicos totais, corroborado pelo
fato da variedade Hersbrucker possuir em todas as metodologias o maior valor comparado as

outras duas variedades, relatada também principalmente no tempo de 5 minutos.
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Figura 7 — Teor de compostos fenodlicos totais utilizando trés variedades de lapulo (Hersbrucker, Tradition e
Ahtrhum nos tempos 0 e 5 minutos).

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott.

Segundo estudos de Oladokun e seus colaboradores (2017), algumas cervejas
produzidas com extrato de malte foram lupuladas com 3 variedades distintas de lupulo, sendo
que uma delas foi a variedade Hersbrucker. Para tal variedade os teores de a-acidos e
compostos fenolicos totais foram significativamente maiores, sendo que essa diferenca foi
devido a maior quantidade de lapulo Hersbrucker que precisava atingir um amargor
semelhante as demais. Além disso, notou-se que houve uma maior extracdo de polifendis na
cerveja a 19 °C do que a 4 °C e principalmente na cerveja com a variedade de lipulo
Hersbrucker, ja que tal variedade ¢ de aroma contendo pouco a-acido e mais polifenois que as
outras constatadas (OLADOKUN etal., 2017).

Corroborando a tal estudo, segundo Almeida e colaboradores (2020), ao comparar
compostos bioativos de cultivares de lapulo brasileiro com lupulo comercial dos EUA, nota-
se que de maneira geral os compostos fenolicos totais aumentaram quando a temperatura
ficou proxima do ponto central, na temperatura de 52 C° e a propor¢do solido/liquido foi
maior. Além disso os principais compostos fenolicos encontrados em todos os extratos foi a
isoquercitrina seguida pela quercetina, sendo o lipulo brasileiro o que apresentou valores
mais elevados para compostos fenolicos totais. Essas diferengas relacionadas provavelmente

as condicdes climaticas, composi¢des do solo e preparagdo da amostra, na qual a brasileira foi
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liofilizada apos colheita, enquanto a americana foi em forma de pellets (ALMEIDA et al.,
2020), como feito nesse trabalho.

Outro estudo conduzido por Wang e colaboradores (2014) com cones de lipulo
coletados na China relatou uma alta quantidade de compostos fendlicos totais, devido
principalmente a preparagao, a variedade e a regido de crescimento (WANG et al., 2014). Em
estudos feitos por Farag e colaboradores (2012) foram relatados rutina, isoquercitrina,
malonato, lupulona, humulona, xanto-humol preumulona e outros na variedade Alema
Tradition, testada também neste presente trabalho (FARAG et al., 2012).

Compostos como a humulona (figura 8), por exemplo, apresentam um anel aromatico
com grupos hidroxilas em sua estrutura, dessa forma como ele ndo foi isomerizado ndo houve
perda desse anel aromatico, tendo uma maior propensdo para ressonancia, que consegue
estabilizar o composto oxidado, comprovando como consequéncia sua maior atividade

antioxidante, por conta da preservacdo do grupamento fenol.

H

e

O

O

Humulona
(35-70%)

Figura 8: estrutura quimica da humulona

Tabela 1. Valores das atividades antioxidantes equivalentes ao padrdo antioxidante BHT (mg
equivalente ao BHT por g do extrato) das 3 variedades de lipulo analisadas

DPPH ABTS Complexo fosfomolib. Poder Redutor
mg EBHT ¢! mg EBHT g! mg EBHT g! mg EBHT g!

Hers. 5 402,3 A 106.3A 236,3 A 88,7 A

Hers. 0 363,3B 82,5B 198,5 A 59,9C

Trad. 5 195,3D 73,3C 2182 A 84,3 A

Trad. 0 114,0E 42,3D 147,2B 41,4C

Ahtrh. 5 286,7C 87,0 B 229,7A 70,4 B

Ahtrh. 0 103,3E 433 D 142,0B 48,7C

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente a 5% deprobabilidade
pelo teste de Scott-Knott.
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De acordo com o apresentado na tabela, o Hersbrucker em 5 minutos foi o que obteve
maior resultado em todas as metodologias trabalhadas relativo ao padrdo BHT. Sao
apresentados como sequéncia decrescente o referente as letras (A, B, C, D, E)
respectivamente, corroborando entdo com os testes antioxidantes realizados. Antagoénico a
isso, a variedade com menor atividade antioxidante em dois dos quatro testes (DPPH e
Complexo de fosfomolibdénio) fora Ahtrhum 0 minutos, sendo que no método do poder

redutor e ABTS, o Tradition 0 minutos foi o que se apresentou com menor atividade.

CONCLUSAO

Observou-se nitidamente que ha uma maior relevancia da atividade antioxidante do
Hersbrucker em 5 minutos ¢ uma menor, de maneira semelhante, tanto na variedade de
Ahtrhum 0 minutos como Tradition 0 minutos. Com isso, Hersbrucker em 5 minutos foi o
extrato que mais teve atividade antioxidante em todos as metodologias testadas e tal principio
fundamenta-se provavelmente devido a quantidade de compostos fendlicos que possui
(105,38 mg EAG g'!). Porém, dentre as variedades testadas, esse € o que possui menor
porcentagem de o-acidos (1,4%), ndo se apresentando entdo como contexto prioritario no
potencial, contudo, por ser uma variedade de lipulo de aroma, ha outros metabdlitos
secundarios que faz com que se estabelecam e prevalecam uma quantidade alta de atividade
antioxidante, tendo assim uma maior relevancia nesse presente estudo. Os resultados entdo
discutidos, indicam a importancia de avaliar compostos alternativos € economicamente
viaveis para o combate aos radicais livres, sugerindo assim, futuros estudos para o isolamento

e possiveis uso dessas substancias na terapéutica.
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